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1. Souhrn

Uvod

VCeské republice je kolorektalni karcinom zavaznymwbfmem, kdy incidence
karcinomu trvale roste a dl&kterych statistik séadi na prvni misto mezi vy&gmi
staty v celosstovém ne#fitku. Je tedy vhodné #adit do vySeabvaciho a hlavh
terapeutického algoritmu nové modality, které paredte wasné diagnozeéi zmene
stavajicich terapeutickych posftup

Charakteristika K- ras mutace

Kras mutace patdo skupiny protoonkogé&na gen bez mutace exprimuje
proteiny, regulujici buktné cleni. Mutace rusi regudai vliv téchto proteiri, coz vede
vzniku tumoi hlavre v oblasti plic, slinivky a kolorekta.

Cil projektu

Hlavnim cilem projektu je {kaz K- ras mutace u nadoikolorekta, detekce
cirkulujicich nadorovych butk s K- ras mutaci, dale detekce K- ras mutacearnath
metastaz a dale &keni hypotézy, Ze nadory s K- ras mutaci maji hin@&gnozu, vedou
castji k disseminaci hlav&do jater.

Metodika, zpasob ziskavani dat

Cely projekt byl vazan na grant IGA, p¢bbpodle gesré stanoveného protokolu
na Chirurgické klinice KN Pardubice, diagnostickast — PCR analyza probiha
v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky FN Hradeélové.

Vysledky

Projekt pro&hl od cervna 2004 do prosince 2006, v souboru bylo vyhodno 78
nemocnych s definovanymi parametry. K- ras mutada bachycena v tumorozni tkani
u 25 nemocnych, coz je 32,05 %. V krevnich vzorciehyla K-ras mutace zachycena.

Diskuze

Do vySabvaciho a terapeutického algoritmu neni zatim stai® zarazena
geneticka analyza daného tumoru. Viget K- ras mutace u kolorektaniho karcinomu
pii potvrzeném fedpokladu horSiho pbéhu a metastazovani hlavdo jater, by nilo
veést k Uprav l1écby a pooperéni dispenzarizacéi zarazeni chemoterapie, radioterapie
ve stadiich, kdy se nevyuZiva.

Kli ¢ova slova Kolorektalni karcinom, K-ras mutace, PCR analyzanozni drenaz
tumoru, detekce nadorovych ki v okhu.



2.Summary

Introduction

Colorectal carcinoma presents a serious probletimaerCzech Republic; its
incidence is on the increase and - according toesstatistics - takes first place among
developed countries worldwide. Therefore, it isiadle to incorporate examinational
and therapeutic algorithms with new modalities thiditlead to early diagnostics or to a
change in existing therapeutic procedures.

Characterization of K-ras mutation

K-ras mutation belongs to the family of proto-onengs where a gene not having
undergone mutation expresses proteins that reguliébsis. Mutation cancels the
regulatory function of these proteins, thus leadmthe development of tumors,
especially carcinoma of the lungs, pancreas, alatexum.

Project objective

The main objective of the project is to prove K-nagtation in tumors of the
colorectum; to detect tumor cells with K-ras mugatin peripheral blood; to detect K-
ras mutation in liver metastases; and to verifyhliggothesis claiming that tumors with
K-ras mutation have a worse prognosis and oftesh teaisemination, mainly to the
liver.

Methodology and collection of data

The whole project is tied to an IGA grant and ransording to the strict rules of
the protocol applied at the Surgical Clinic of t@rdubice Hospital, with its diagnostic
part - PCR analysis — being completed at the Bioute Diagnostic Institute (UKBD)
of the Teaching Hospital in Hradec Kralové.

Results

The project has been running since June, 2004 ¢ereer 2006. 78 patients
meeting defined parameters have been includeceifilehto date. K-ras mutation has
been detected in the tumor tissue of 25 patier29E30). K-ras mutation hasn’t been
detected in the blood

Discussion

Genetical analysis of a specific tumor has notogeiome a standard part of the
examinational and therapeutic algorithm. If an agstion of a worse course of illness
and metastasizing - especially to the liver — heenlproven, the examination of K-ras
mutation in patients suffering from colorectal ¢gaocena should lead to the adjustment
of their treatment and postoperative dispensaanatr the administration of
chemotherapy and radiotherapy at stages when thedalities are not normally
applied.

Key words. Colorectal carcinoma, K-ras mutation, PCR analysenous drainage of

the tumor, detection of tumor cells in peripheialolol



3.Uvod

Stanoveni stughpokraiilosti a diseminace maligniho oneméohma v l€bé
neoplazmat zcela zasadni vyznam. &sné zobrazovaci techniky maji sva omezeni a
pocinajici diseminaci nezobrazi. MoZnou cestou se wjkazletekce cirkulujicich
nadorovych bugk v krvi. Fitomnost K-ras mutace u velk&asti pacient
s kolorektalnim karcinomem umiazje modelovat budouci fioch
onemocgni.Fredevsim u nemocnych, u kterych je zjigt mutace K- ras néglad
v adenomovych polypech tlustéhdesta je nezbytnaipsnacastjSi dispenzarizace.
Dale je pedpoklad ke stanovenifippmnosti cirkulujicich tumordznich bék

karcinomu kolorekta v aifwu a jejich vztah k rozvoji jaternich metastaz.

Do studie byli zéazeni pacienti s karcinomem kolorekta, stadium TdE21
MO (stadium, kde neni indikovana aniredoper&ni ani pooperéni chemo ¢i
radioterapie). Byl vyhodnocen vztahtitpmnosti K-ras mutace v nadorove tkani
k pribéhu onemoceéni v zavislostina povaze vykonu a histologické diferenciaci
tumoru. Dale byla sledovana mozn&itgmnost nadorovych bgk v krvi a pfibéh
onemocgni Vv souboru pacieit s prokdzanou K-ras mutaci v tumorozni tkani.
V piipac potvrzeni picinného vztahu fitomnosti cirkulujicich nadorovych béi
v krvi a K-ras mutace v nadorové tkani k rozvojitestaz nebo lokalnich recidiv, by byl
tento piikaz v budoucnosti indikaci k modifikaci onkologicteFapie a zZ@zeni rutinni
detekce K-ras mutace v nadorové tkani u kolorektalrkarcinomu. Minimal&é vSak
muze vest k pesrgjSimu sledovani po operacich kolorekta u tuimeiprokdzanou K-

ras mutaci.

Kolorektalni karcinom /KRK/ je ve s$W& treti nefasgjSi nador a jeho
celos¢tova incidence je rozdilnd v zavislosti na Wlepti zent, kdy vyrazi vyssi
vyskyt je ve vysplych zemich.\lCeské republice tud kolorektalni karcinom 12,1%
vSech naddr u musi a 13,7% vSech nadomu Zen.Tato data jsou uwath Narodnim
onkologickym registrem v letech 1977-1997. Incidemanortalita v USA maji mimh
sestupnou tendenci, situac& &ské republice je négniva.Ve ekové skupig 35-64
let je incidence u muZna 1. mist v Evrog i celoswtoveé. Alarmujici je uvadna
incidence zroku 1999 75/100000 obyvatel. Od rol@b9l doSlo k ndrstu hrubé
incidence o 341%! Incidence vyraznafista s ¥kem. NejvySSi je vyskyt ve skugn
véku nad 70. let. \CR je u muh 33% nadal tlustého sieva a rekta zachycovano ve



stadiu I, 22% ve stadiu Il, 16% ve stadiu lll a 29%stadiu IV. U Zen je to 34% ve
stadiu 1,19% ve stadiu 11,20% ve stadiu Ill a 27% stadiu IV. Z toho plyne, ze
v pozdnich stadiich Ill a IV je zachyceno celken¥®badott u muzi a 47% naddr u
Zen, coz je situace velmi némniva. Nadory tlustého igtva se vyskytuji stefncasto u
muZi i Zen, nadory konmiku jsoucastjsi u muii(1,5:1). Varovny je dale fakt , Z2ER
ma u nadar kolorekta celosstové nejvysSSi mortalitu 52,7/100000 obyvat#].Na
vzniku KRK se podileji zevni faktory a genetickéegispozice. K zevnim faktdm
pati Spatné dietetické navyky, jako nedostatek viaknmeleniny, ovoce, vysoky obsah
tuka v jidle, abuzus alkoholu, nedostatek vitamin nedostaitna fyzicka
aktivita, vysoky BMI, koteni. Naopak jako protektivni se jevi strava s dketa
kalcia a vitaminu D, dale s vysSimigunem kyseliny listové a methioninu, vitaminu C,
beta karotenu a selenu.¢kleré studie uvagi pokles incidence KRK u paciant
uzivajicich NSA, naopak ménznamym faktorem zvySeného rizika je¢e@chozi
cholecystektomie. Vnihi faktory jsou podminy geneticky. Jedna se o syndromy
mnohaetné adenomatozni polypdzy(familiarni adenomat@aolypdza, Gardnéw
syndrom, familidrni autozomaindominantni onemoeni zagicinéné muataci APC
genu-5 q, kdy je riziko maligniho zvratu az 100% ye wku 20-25 let). Syndromy
familiarniho vyskytu nepolypéznich karcindrtiustého steva- Lynch 1,11, kdy ¥tSinou
dochazi k mutaci alel genu hMSH2-2q, hMLH1-3q,hPMSIPMS2. Zde je
charakteristicky autozomairdominantni typ fenosugasny zaatek onemoatni(osoby
mladsi 40 let) a vyskyt synchronnich a metachrdnrtiomoi.K predisponujicim
zménam pati dysplastické léze jako n#klad polypdézni adenom, neadenomové
polypy. Zde zavisi riziko zvratu na velikosti a toisgické skladb polypi.Adenomy
nad 2 cm se zvrhavaji aZz ve 46@asty je zvrat u ulcerozni kolitidy, kdy jeildZita
délka trvani onemoeni, po 20letech je to 5%ipadi, pfim postizeni celého igva je
to az 35%.U Crohnovy choroby je maligni zvrat ghéfasty nez u ulcerozni
kolitidy.Sporadické formy nadartlustého seva a rekta tvid 80%, hereditarni formy
tvori 20%.Sporadickéa forma se vyzige kompletnim viazenim obou alelidezitého
genu z funkce, u hereditarni formy je zarbue mutace fitomna ve vSech likach
jedince. Zde vSak stajedind mutace somatické iiky k vytazeni genu. Geneticky
model vzniku kolorektalniho karcinomu fguipoklddd mutaci protoonkogena
inaktivaci tumor supresorovych genPro vznik nadoru musi dojit ke kumula&chto
zmeén.K- ras gen je néastjSim onkogenem a mutace ma velky vyznainvzniku

dysplazii a v kancerogenezi.Zde hraji vyznamnougehy: p53, APC gen, DCC gen-

9



g18. U sporadickych karcinaimsou to geny MLH1,MSH2,MSH6. Uplatje se zde

akumulace mnoh®tnych mutaci a deleci onkodgea tumor supresorickych gef2]. U

pacienfi s KRK se ukazuje bytastou DNA mutace K-ras genu ve 12, 13, nebo 61
kodonu. Je uvagh nalez této mutace na 12 kodonu az u 50-60 % mAGEKRK.[3]

Ke klasifikaci KRK a stagingu je pouzivano TNM kfdsace 6. vydani 2002,

v ¢eské verzi od roku 2004.

X
TO
Tis
T1
T2

T3

T4

NX
NO
N1

N2

primérni nador nelze hodnotit

bez znamek primarniho tumoru

karcinom in situ:intraepitelialni nebo invaze ldmina propria mucosae
nador postihuje submukézu

nador postihuje tunica muscularis propria

nador proistd [Fes muscularis propria dosubserézy nebo do

neperitonealizované perikolické neperirektalni tkas

nador @imo poruSuje jiné organy nebo struktutiyperforuje visceralni

peritoneum

regionalni lymfatické uzliny nelze hodnotit
bez metastaz v regionalnich uzlinach
metastazy v 1-3 uzlinach

metastazy ve 4 a vice uzlinach

Poznamka: pNO — histologické vy®eti vzork z regionalni lymfadenektomie

ma standard# zahrnovat 12 a vice miznich uzlin, pokud neni idatebtandardni péet

uzlin, klasifikujeme jako pNO.

MX

MO

M1

vzdalené metastazy nelze hodnotit
nejsou vzdalené metastazy

prokazané vzdalené metastazovani

Kategorie pT, pN, pM odpovidaji kategoriim T, N, M

10



Rozcleni do stadii:

0: Tis NO MO

I T1,2 NO MO
Il T3,4 NO MO
I : TX-4 N1,2 MO

IV: TX-4 NX-2 M1

Vztah

Vztah mezi riznymi uzivanymi klasifikacemi u kolorektalniho karcinomu:

Stadium
Modifik. Dukes| TNM
Aster-Coller
0 Tis
I A A T1 NO MO
B1 T2 NO MO
Il B2 B T3 NO MO
B3 T4 NO MO
11 c(C1=T12 C jakékoliv T, N1,
C2=T3 MO
C3=T4) jakékoliv T, N2,
MO
v D jakékoliv T, N,
M1

Histologie:
WHO Klasifikace primarnich karcinom i tlustého steva

— adenokarcinom

— mucinosni adenokarcinom

— karcinom z prstencovych bék
— skvamézni karcinom

— adenoskvamozni karcinom

- nediferencovany ca

- neklasifikovatelny karcinom

11



V anglosaskych zemich se vyuZivd takkesova Klasifikace, Aster—
Collerova klasifikace.

Zakladnim vysSéenim je koloskopie celého tlustéhdesta s moznym odipem
vzorku tkar. Z pohledu chirurga je nadale velmi vyznamné démlnrrigografického
vySeteni. U rektélnich karcinotnma nezastupitelnou roli endosonografické vigget
Pro dalSi stanoveni vstupniho stagingu je nezbwm&edeni UZ ticha, RS plic
eventueld doplreni CT ¢i MR biicha, malé panve nebo hrudniku. Sasti
standardniho vySi&ni u CRC je oddy karcinoembryonalniho antigenu CEA a mensi
mife Ca 19-9. Nogji se z&in4 vyuZivat i geneticka analyza turhoragiklad pomoci
PCR metodiky[5]. Jako nové vyS&ni procasny zachyt recidiv je pozitronova emisni
tomografie- PET. Jako vy&ehi budoucnosti se jevi virtualni CT, MR a fluoesoi
kolposkopie¢i vySeteni DNA nadorovych butk v krvi nebo stolici, pré& s vyuzitim

detekce K-ras mutace.

- Anamnéza, fyzikalni vyS&ni, Cetrg per rectum, u Zen gynekologické
vySeteni.

— Koloskopie nebo rektoskopie a irrigoskopické viget s dvojim kontrastem.

— Endosonografie rekta ratai sondou ke stanoveni lokalniho stagingu

— CT nebo MR pedoperani staging ( fixované rektalni nadory )

— Predoperani histologie je nezbytn&@d operaci u karcinomu rekta

- RTG plic

— CT biicha a panve (USG jater vipack dif. dg. nejasnosti o ev. metastazach)

— Hematologické a biochemické laboratorni visSet

— Markery: CEA

Mezi prognostické faktory karcinomu kolon a rektatip hlavre stupeé
penetrace nadoruigs stnu rekta do okoli a postizeni spadovych a vzdalenyc
lymfatickych uzlin, dale téz histologicka difereace tumoru, stuge invaze do
krevnich a lymfatickych cév.iPpozitivité téchto faktofi je jednim z hlavnich problém
lécby vznik lokalnich recidiv a dissemina¢é]. Lokalni recidiva samostatna nebo
v kombinaci s metastdzami se objevuje u 25-50 %eptic P absenci uzlinovych
metastaz se vyskyt lokalni recidivy pohybuje u stdd’ rozmezi 5-10 %, u stadia Il u
25-30% a u stadia Ill az u 50 %. Lokalni recidivez bmetastatického postizeni je u
karcinomu rekta mnoheastjSi nez u karcinomu tlustéha‘sta. U 30-50 % pacieint
s KRK se vyvinou metastazy ve vzdalenych organeegastji v jatrech[7,§. Zda

jsou dcéinna loziska v jatrechiftomna ve formi mikrometastaz jiz téait od pa&atku

12



onemocgni, nebo zda k této diseminaci choroby dochazi gortivem pritomnostici
uvolovani nadorovych bk do kEhu, neni zcela jednozéra vyreSend9,1(q. Znalost
piitomnosti diseminace chorobyen, Ehem a po operaci vyraZrovliviiuje nejen
operd&ni taktiku, ale zejména poopér adjuvantni terapii. S@éasné zobrazovaci
metody (a to i CT, MR) maiji své limity a mikrometi@sy neodhali. Dle literatury tyto
metody odhali metastazygtéi nez 1 cnil1l]. Prikaz @itomnosti tumoroznich béh

v krvi pomoci metod genetické analyzy by mokihy upozornit na nebezpevzniku

metastatického postiZzeni.

Cilem sledovani nemocnych prvnich 5 rok po UspéSné primarni terapii je
¢asna diagndza relapsu.
— CEA prvni dva roky kazdé 3mice, dalSiit roky CEA kazdych 6 rsial

— Kolonoskopie Bhem prvniho roku, vifijpadt prakazu polym kontrola 1x za
rok, @i negativnim nalezu 1x z# roky

— UZ jater 1x za 6 msiai, prvni dva roky, dale 1x &o¢
— CT panve 1x za 6 #siai, prvni dva roky, dale 1x to¢

- Rtg plic 1x r@&n¢

DalSi dispenzarizace ma za Uukaknou diagnozu relapsu a/nebo de novo malignity :
CEA 2x r@n¢ (do 10 let)

CT hricho+panev, RTG plic 1x za 2 roky (do 10 let)

v pripadt hereditarni z&te je dispenzarizace trvala. [16,17,18]

Az 20 % pacierit ma vdolk diagnozy jiz pitomné vzdalené metastazy.
Chirurgicka radikalni terapie je mozna pouze a4b %o pacient. Kurativni resekce pro
KRK je takova, pi které je odstrafn primarni karcinom v dostateém rozsahu se
spadovymi lymfatickymi uzlinami en block. V radikal chirurgické terapii se dnes
uplatiuji pro kolon:pravaci leva hemikolektomie,resekce transversa, resekpaagu.
Prorektum: vysoka a nizk&iedni resekce s vyuzitim stapleru nebo abdominogéiriin
amputace konmiku dle Milese-Quenuee. &58ina tchto vykorni je v sodasné dob
provadna téZ standardraparoskopicky ( 'R 15%)¢i alespa asistovanou metodou.

Vyhodou tchto vykori je prehled v dutig briSni, s fesnou anatomickou preparaci.
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VeétSi vyskyt metastaz v ranach po portech se nepbtyrdadofi stredni a distalni
tietiny rekta je zlatym standardem provedeni totéhezorektalni excize, jenz vede
k poklesu lokoregionalnich recidiv tumoru. Ve stadil je mozné téz provest lokalni
excizi tumoru rekta (transanalni excize, excize poimoperé&niho rektoskopu,
transfinktericka excize dle Masond)?].Volba operaniho vykonu urekta je zavisla na
typu a lokalizaci nadoru. Dnes je jednogzmapreferovan vykon reséki s kolorektalni
¢i koloanalni anastomézouigrdl abdominoperinealnimi amputacemi kiariku (u
koloanalnich anastoméz je dop®&owano provest pouch ze sigmatti kolon
descendens). Nepotvrdily séedpoklady, Zze amputace je vykon radikg@n s nizSim
poétem lokalnich recidiv. # reseknim vykonu (resekni linie musi byt minimalé 2
cm pod tumorem a 10 cm nad tumorem) je bezpodinéneutné provést periopeiai
histologické vySeeni linie resekce a téZ u tunistredni a distalniretiny rekta provést
totalni mesorektalni excizi (je nutné resekci mektar provést 5 cm pod dolni hranici
nadoru). Pra¥ tento postup redukuje vyskyt lokalnich recidiv. putaini vykon je
rezervovan pro nadory umdsg tak nizko, Ze nelze splnit vySe uvedené podminky
(mére jak 5 cm od analniho okraj&), pro tumory penetrujici do gkact ¢i do okolnich
tkéani.[13,14,15,23]

Pétileté preziti KRK celko je udavano pro jednotliva stadia: I- 85 %, II- 50-
60 %, IllI- 25-35 %, IV- 5 %. Procento lokalnich igie po radikalnich operacich je 10-
25 %. Recidiva je operabilni v 25 %ipadi [19].K-ras gen - Kirsten ras 2 gen (c-Ki-ras
2), lokalizace 12pl12.1, gatdo skupiny ras protoonkogén ponerné starych a
konzervovanych sekvenci eukaryotnich gefoi-ras gen exprimuje protein p2lras
(21 kDa) s funkci G proteinu. Jedna se o remil@rotein signal iniciovanych vazbou
rastovych faktol na bukcné povrchové receptory. Aktivaci protoonkoprotepiiras
MAP kindzami a naslednou indukci expréssnych get, predevSim gein pro syntézu
cyklinu (obzvla&t cyklinu D1) a cyklin-dependentnich kinaz. Je patrbe natinnosti
p2lras je fimo zavisly péb¢h burécné proliferace v G1 fazi. K-ras gen ma proto

klicové postaveniip rastu, proliferaci a diferenciaci béh. [20,21,22,].

Zmeény (mutace) K-ras protoonkogenu v onkogen rusiinhitGTPazovou
aktivitu p21ras proteinu, vedou ke ztrgeho regulani funkce i buné¢ném dleni a

prispivaji k rozvoji malignich tumds predevsim karcinofnpankreatu, tlustéhoistva a
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plic. Divodem je konforméni zmena, ktera se projevuje 2Zmou fyzikalré chemickych
vlastnosti a funknosti exprimovaného proteinu. ZagklVé jsou povazovany somatické
bodové mutace v kodonech 12, 13 a 61 K-ras gendoBomutace v kodonu 12 o
asi 80 % vSech mutaci prokazatelnych u kolorekthlmadod [24,25,26,27].Velké
multi i monocentrické studie,éetré nasi, ukazuji, Zze u kolorektalnich karcinose
bodové mutace v K-ras genu se objevuji nezavisldiniké a histologické klasifikaci
kolorektalniho nadory28,29, coz podporuje hypotézu o relatviiasném vzniku
mutace pi karcinogenezi30]. Popul&ni vyskyt bodovych mutaci v K-ras genu je u
karcinomi a adenor vétSich nez 1 cm celostové prakticky totozny (30 — 50%), coz
potvrzuje ideu o fitomnosti bodovych mutaci v K-ras genu jiz v befmgnstadiu
kolorektalnich tumar. Mutace v K-ras genu nebyly nalezeny u FAP, niizkkvence
jsou popisovany u HNPCC a karcindmznikajicich jako dsledek chronické ulcerosni
kolitidy (10 — 15 %) [31,32,34,35].

Kolorektalni karcinom sporadického charakteru, kterofi pies 80% vSech
piipadi tohoto maligniho onemoeni, je patogeneticky vazan s genetickymi¢nami
ve vice nez deseti lidskych genech. Tyto genetizk€ny (mutace) se objevuji
v riznych stadiich nemoci a zpravidla vzdy jen &itarcéasti pacient. Spektrum mutaci
a jejich neddi¢cny zpisob vzniku tvéi ramec multifaktorialniho a multigenového

pozadi vzniku a rozvoje kolorektalniho karcinom@,B¥,38,39]

Mutace v K-ras genu (c-Ki-ras 2, Kirsten ras 2,dlatace 12p12.1), ktery pgat
do skupiny ras protoonkogénize prokazat u 30-50 % postizenych osob, a tegiazi
piechodu drobného benignihotestniho adenomu v adenomiestre pokratily o
velikosti nad 1 cm. Mutace poté doprovazeji daldarovou progresi a malignizaci.
Fakt, Ze u jednérétiny nemocnych Ize v nddorové tkani spolehlietekovat bodové
mutace (ngjastji v kodonech 12 a 13) v K-ras genu jiz v benignétadiu fistu je
davodem zajmu Klinickych a experimentalnich tym definovani Glohy&hto mutaci
pii rozvoji nadofi tlustého deva.Dale asociace v komplexu s BRAF a p53 mutdi¢iem
v n¢kterych gipadech klepSi terapeutické odpdv na rektera cytostatika.[40,41]
Komplex genetické analyzy APC genu, K- ras a p53aceima vyznamiphodnoceni
klinického vyvoje onemoami a pooperéniho pabehu.[42,43]. Je patrny vySSi vyskyt
K-ras mutace v populaci v Japonsku Holadsku.[44,45] Byl prokazan vliv vysSi

spoteby masa na vyskyt K-ras mutace u sporadickéhoréit@iniho karcinomu.[46]
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Komplexni genetickd analyza K-ras, p53 a DCC muta&bntextu somatickych
molekularnich zrn, klinicko-patologického vyvoje onemasim ma vyznam s pozitivni
anamnézou a zavisi také na pohlavi nemocného.g§ddko slibna se ukazuje detekce
K- ras mutace ip vySeteni stolice na okultni krvaceni detekce v m& u nemocnych

s kolorektalnim  karcinomem.[49,50,51,52] Lze poxato rozdily v pébchu
onemocgni u pacient s K ras mutacti bez ni, dale indukci vzniku K-ras mutace
v mukéze dle histologického typu nadoru. [53,54.jif experimentakh provadna
genova terapie cilenou inhibici vlivu mutace na ikzmadoru.[55,62] MzZeme
pozorovat zvySeny vyskyt K-ras mutace u malignizgich polypm.[56] Je uvadn vliv
alkoholu na zvySeny vyskyt K- ras mutace u kolodirkho karcinomu.[57] Polypy s K-
ras mutacicasgji malignizuji.[58] Pod 45 let &u je nizSi vyskyt K- ras mutaci u
karcinomi.[59] K-ras mutace v kombinaci s epidermalnidstovym faktorem jsou
puvodci vzniku aberatnich krypt.[60] Zajimava je ksence K-ras mutaci s HPV
infekci.[61] Byl prokdzan vliv Zivotniho stylu, diena vyskytu K-ras muatce.[63,64]
Nowgji se provadi analyza uzlin na K-ras mutaci u paidies metastatickym
onemocgnim jater.[65] UvaZuje se o zavedeni chemoprevenpacieni s polypy ,
které maji pozitivni vyskyt K-ras mutace je piitomna tkéova ischemie. Komplex
mutaci APC, CTNNB1, K-ras s expresi hMLH1, BRAF gena vliv na horSi prognozu
onemockni. [66,67,68,69]

K molekularré biologické analyze mutaci v K-ras genu se dnesZipaujak
DNA extrahovana fimo z postizené tké&n tak ze stolice nebo z krvetiRmplifikaci
sledované oblasti genu se vyuziva polymeradzetzova reakce (PCR), jako nastroj
pro velmi citlivy zachyt genetickych zZm, zvlasg, je-li aplikovana dvoukolova PCR
(nested PCR nebo seminested PCR). Detekce je malode fyzikalg-chemickych
rozdilech mezi normalnii mutovanou sekvenci PCR produktu (hapa 6izné teplot
tani dvodettzce DNA), na hybridizaci DNA sekvence s alél@pecifickym primerem
¢i s komplementérni zganou sondou nebo nagitelnosti PCR produktu v Kiovych
pozicich restriknimi enzymy (analyza resttikich fragment RFLP). Konfirm&ni
metodou je sekvenovani PCR produktu, kterou Izg ditivosti pouzit i jako metodu

z&kladni (pimé sekvenovani) [70,71].
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4.Cile prace

1. Zjistit nebo vylogit ptitomnost K- ras mutace v tumorozni tkani

2. Zjistit ptitomnost tumordznich bék s K — ras mutaci u paciéns KRK v periferni
krvi pfed planovanou operaci

3. Zjistit piitomnost tumoroznich bégkh s K — ras mutaci v periferni Kkrvi
v tiimésicnim odstupu od operace.

4. Zjistit ptitomnost tumoroznich bdk sK - ras mutaci dnem operace
ve venodzni krvi odtékajici z oblasti tumoru.

5. Sledovat pibéh onemocani po dobu trvani projektu v letech 2004-2006 avakt
vyhledavat projevy generalizace onem&tdn- metastazy, lokoregionalni recidiva.

6. Definovat genetické prognostické faktory vyvoje mmereni jako je nagiklad K —
ras mutace k vytipovani rizikové skupiny nemocngoh modifikaci |€by

K detekci K- ras mutace byla pouzita metoda gekétanalyzy - detekce K-ras
mutace metodou PCR. Do studie byliazeni pacienti s KRK bez klinickéhotjazu
metastaz. Na zakladejich dalsi dispenzarizace pod dobu trvani pmjetdy od 2004-
2006, byl sledovan rozvoj metastatického postijatar ¢i lokoregionalni recidivy a
dale pfibeh onemoc#ni. Byl vyhodnocen vztah K- ras mutace k rozvajieynich
metastaz, fibéhu onemoceéni. Zakladem je hypotéza, Zéitpmnost K-ras mutace
v tumorozni tkani vede k horSi progndéze onemdntns rozvojem hlavh jaternich
metastaz¢i dochazi kkasné malignizaci adenomovych palyBuiky se do obhu
dostavaji jednak vlastnim ,chovanim*“ tumoru, dat&?znost je jejich uvokni béhem
oper&niho vykonu. Vhodnou opefai technikou Ize vyznaminredukovat moznost
diseminace tumord6znich bélnbéhem operéniho vykonu[23]. Protoze tumory tlustého
streva a proximalniho rekta jsou drénovany portalai o jater, byly tumor6zni kiky
hledany nejenom v periferni krvi, ale téZz zejméhshem operéniho vykonu v Zilni
krvi drenazni oblasti — krev portélni nebo krevitagti dolni mezenterické Zily. Aby se
vylowila moznost fitomnosti tumordznich bwk v krvi jiz pred operaci, bude
provadna detekce v periferni krvi jiztpd z&atkem I€by. K vyloweni gFitomnosti
metastaz fed operaci a ke stanoveni stagingu KRK byla vyjtaadardnich vysS&gni
u kazdého pacienta iseného do studie proveden@goperané MR jater a dutiny
bfiSni jako staging. Zletého sledovani paciegntvyplynul vztah mezi fitomnosti
tumordznich bugk v krvi, pozitivitou K- ras mutace a rozvojem disi@ace

onemockni ¢i recidivou tumoru na lokalni drovni. Vzhledem k&le stoupajici
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incidenci KRK (zejména v nasi republice) jsou hiegatale nové postupy a typyhy,
které by snizily moZnost rozvoje diseminace poka@di operaci tohoto onemaim,
zvysSily celkové peziti na tuto diagnézu a zlepSily prognozu padienthodnym
postupem se ukazuje kombinace chirurgického radiikél vykonu s efektni acasre
indikovanou onkologickou ou na podklaglgenetické analyzy daného tumoru. Rrav
vlivem této multimodalni diagnostiky a terapie bazi ke sniZzeni @tu lokélnich
recidiv, metastatického postizeni.clsti pacient, u kterych na zakladpredoperani a
pooperé&niho stagingu neni dnes indikovana chemoterapigadioterapie festo
dochazi k rozvoji metastdz. Pokud ytgmnost K- ras tumordznich btkav periferni
nebo portalni krvi a %bec ve tkani daného tumoru,élm jasny vztah k nasledné
diseminaci tumoru, byl by pkaz cirkulujicich tumordznich bgk v krvi indikaci
k podani chemoterapie. Tim by doSlo k zlepSeniming pacient s KRK.Dale se zda
velmi zasadni detekce K- ras mutace ve tkani ademgam polypi pri koloskopickém
vySefeni. Ritomnost K- ras mutace byda vést k pisnsjSi dispenzarizaci nemocnych

vzhledem kiasné transformaci takoveho polypu na karcinom.
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5.Pouzité metody a soubor pacient U

Projekt probihal na Chirurgické klinice NemocnicardRubice, zpracovani
genetickych analyz na UKBD Fakultni nemocnice Hcadérélové. Projekt byl
rozpracovan na 3 roky. Kazdy pacientazeeny do studie s kolorektalnim tumorem
stadia 1,1l dle TNM prodlal standardni f@doperani vySeteni, navic je$t MR staging
véetns jater k vylodeni jinak nezachytitelnych metastdz. Vygoi souhlasu se
zarazenim do projektu pacient vyjédoodpisem pilozeného Informovaného souhlasu.
Krevni i tk&iové vzorky byly po zpracovani patologem a dalSogrgzervaci odeslany
ke zpracovani genetickych analyz na pracéVi3BD Hradec Krélové. Pacienti byly
dale dispenzarizovaniceSiteli projektu na Chirurgické Kklinice Pardubic8yla
zjistovana korelace mezi pozitivitou nélezu tumordoznfmmik s K- ras mutaci
v tumoru, krvi s dalSi progresi KRK a jeho progno®race byla zaji8ha grantem
IGA NR/7884-3v letech 2004-2006. Grant byl uzam a vyhodnocen v kategorii B.

Pred operaci bylo provedeno standardfédeperani interni vySeaeni wetns
RTG plic. Déle koloskopie s odiem biopsie, endosonografie, UAdha, MR jater dle
lokalizace tumoru. Byla zji8ha hladina CEA, Ca 19-9. Deiiigal operaci byl proveden
odker periferni krve (vzorek. 1) k provedeni genetické analyzy (detekce tumuiabe
burék s K-ras mutaci v krvi). Dale byl proveden stamiid@operani vykon (RO resekce
s pislusnou lymfadenektomii), &&sti nemocnych i laparoskopickyrdd ukoenim
vykonu byla odebrana krev z venozni drenaze tunmf@ruvzorek krve). V fipac
operace karcinomu rekta nebo sigmatu byla krev ioéled z pislusné spadové oblasti
(dolni mezentericka Zila), protoZe @dlrve gimo z porty by narazil na eticky problém
nutnosti roz&eni laparotomie proximana hlavié extrémni prodlouzeni vykonu
s moznymi krvacivymi komplikacemi. Dale byl odesizorek tumoru po zpracovani
patologem k provedeni zmrazovaciho histologickéieteni. Cast tohoto vzorku byla
pozdsji odeslana s krevnimi vzorky ke stanoveritgmnosti DNA mutace K-ras genu

na 12. a 13. kodonu v tumoru a krvi.

Za 3 nesice po operaci jsme provedli klinickou kontrolicigata, koloskopické
klinické vySeteni, UZ liicha a MR jater, hladinu CEA. Provedli jsme &dperiferni
krve ke genetické analyze (vzorek3). DalSi klinické a paraklinické kontroly prokbilg
v odstupu 6 résiol od operace.
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Pro molekulara biologickou analyzu itomnosti mutace v K-ras genu
v kodonech 12 a 13 byly pouZity dva typy biologic&ématerialu: tk& odebrana
histopatologem ze igdu kolorektalniho tumoru a krev (vendzni perifearportalni o
objemu 10 ml, v obouffpadech nesrazliva, upravena EDTA). fikdyla po odbru
uloZzena do mraziciho boxu na teplotu —20 °C. Krda bezprosedre centrifugovana
(15009g po dobu 10 minufipt °C) a odebrana plasma taktéz uloZzena do mhazbmxu

na teplotu —20 °C. Transport vzar#to laboratée byl proveden v chladicim boxu.

DNA byla extrahovana pomoci DNA afinitnich kolondadavanych komene
(pro zpracovani plasmy) nebo metodou fenol/chlorofivé extrakce (v ifpact
vySeteni tkar). Poté byly vzorky DNA zabankovany a uloZzeny daniciho boxu (-
70 °C). Pro amplifikactasti exonu 1 a intronuHK-ras genu byla pouzita dvoustiqva
polymerazovéaetizova reakce (PCR) s naslednym restrikn S€penim ziskaného PCR
produktu (PCR/RFLP).Einnost amplifikace byla kontrolovana elektrofor&gima 2 %
agarézovém gelu. Proépeni PCR produktu bylo pouzito restiikho enzymu Mval
(pro kodon 12) a Bgll (pro kodon 13). Hodnocenitnks&nich fragment bude
provedeno elektroforeticky v horizontalnim provedera 3.5% MetaPhor agaréze
(FMC BioProducts, Rockland, USA). N&gené PCR produkty byly purifikovany,
koncentrovany a sekveti@ identifikovany automatickym kapilarnim sekvenatore
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer AppliBiosystems, Foster City,
USA) na Rirodowdecké fakukk MU, Brno.
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6.Vysledky laboratorni  €asti

PCR amplifikace byla usgna ve vSech vzorcich. Positivni signdédaici o
piitomnosti mutace byl zachycen v 28gadech .

Sekvenovanim PCR produktu byly ve vSeckipadech nalezeny za&my
puvodni sekvence v kodonu 12 (normalni sekvence etuplie GGT, kod pro
aminokyselinu glycin) i v kodonu 13 (normalni sekge GGC, kod pro glycin).
Osmkrat byla v DNA pochazejici z tumoru identifildma v kodonu 12 transverze
GGT-GTT (kod pro valin); sedmkrat transice GGT-GAdspartat); iikrat transice
GGT-AGT (serin); dvakrat transverze GGT-TGT (cys}eia jednou transverze GGT-
GCT (alanin). V kodonu 13 byla identifikovana treoes GGC-GAC (glycin-aspartat)
celkem¢tyrikrat. Porovnani vyskytu jednotlivych mutaci v naSeouboru je graficky
znazorgno na obrazku 2. Ztohoto grafu vyplyva, Ze popudanejrozstergjSimi
mutacemi jsou mutace GGT-GTT a GGT-GAT, které&itwd% mutaci v kodonu 12 a
60% vSech mutaci objevujicich se v obou sledovakgdonech. Kodon 13 byl mistem

mutace v 16% vzoiks prokdzanou mutaci.

DalSi genetické zemy pii nasledném sekvenovani vzarkegativnich nebyly
nalezeny. Ob metody, tj. PCR-RFLP a sekvenovani PCR produkigskytly u
kolorektalnich karcinorin z hlediska positivity naprosto shodné vysledky jistZny
vyskyt mutaci u naSeho souboru vy8atch osob je v souladu se #&v naSich

piedchozich studii.

Mikrokolonkova a fenol-chloroformova izolace poskjyt priblizné stejné
vytéZky DNA s obdobnym stugm integrity.

V netedkném DNA extraktu linie SW480 byla mutace zachycersemi

analytickymi postupy.

Dle dosazenych znékse jako nejlepsi jevi vyhledavatietoda LNA-clamping
PCR s analytickou citlivosti 0,03 ng mutantnich DNAelal 60 ng vySébvané DNA.
Amplifikace nevykazuje zndmky tvorby nespecifickyffagmentt po 45 reaknich
cyklech real-time PCR. Bbch LNA-clamping real-time PCR amplifikace naigiroji
LightCycler (Roche). ObeeéncitlivejSi dvoustupova nested PCR amplifikovaladu
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nespecifickych produlitznemo#ujicich v nizkych koncentracich mutantnich alelitur
spravny vysledek analyzy.

Citlivost LNA-clamping PCR metody byla téz sledosarySetenimiedicirady
vychazejici z DNA extraktu ziskanéhoiimppo zresekovaného K-ras positivniho
kolorektalniho tumoru. Postupnyfadénim byl zjis&n amplifikatni signdl jest pii 3%
obsahu tumorové DNA v 97% podilu negativnihoésného DNA extraktu v re&ki
kapilae . Znamena to, Ze citlivost metody, pokud by Ipdazita k vySdeni tumoru
s minoritnim podilem mutantnich alel (dap in situ karcinomu, malého karcinomu
odebraného endoskopicky, u drobného benigniho adenapod.), je okolo 2 ng. NiZsi
citlivost vySetovaci metody pro realné vzorky DNA pochazejici maui tlustého
streva odrazi vysSi podil bk obsahujicich normalni sekvence K-ras genu ve

vySetovaném resekatu oproti standardnidimné kultude SW480.

Na z&klad studie byla jako optimalni zvolemaetoda LNA-clamping PCRZa
pouziti linie SW480 byl nasledrpripraven kontrolni vzorek s finalni koncentraci DNA
30 pg/ml obsahujici 0,9.9/ml (3% podil) mutantnich alel K-ras genu. Tentmtkolni
vzorek byl poté vysSeébvan v kazdé analytické sérii spolu se vzorky ikkgmi.
Sekvenovani PCR produktu bylo u vSech positivnizbrkii pouzito pro konfirmaci a

identifikaci mutaci.

U 25 z celkového pitu 78 pacient byla prokazanaiffomnost mutace K-ras
genu v bukach naddorového resekatu. Specificka amplifikacéantanich fragmerit K-
ras genu diky inhibici normalni genové sekvencezfoun LNA molekul s¥d¢i o
piitomnosti bodové mutace K-ras genu v oblasti kodbha 13.

Navzdory validaci pre-analytické i analytickésti vySetovaci metody, a také
navzdory jeji velmi vysoké citlivosti a specifiosti, nebyl ani u jednoho
z vySetovanych probanizjiSten zachyt mutantnich alel K-ras genu v DNA extraktec
pochazejicich z krevni plasmyVysledek by mohl sédéit o ¢asrgjSich stadiich
resekovanych kolorektalnich karcinomi bez vyplavovani cirkulujicich bunék do

periferni krve.
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7.Vysledky klinické ¢asti

Béhem sledovaného obdobi (1-1. 2004 do 31.12.2006)4aazeno do souboru
celkem 78 pacieft predem stanovenych parametra protokolu.K-ras mutace
v tumorozni tkani ve zmémém souboru byla zji&a u 25 nemocnych, to je 32,05 %.

Grading Pocet

G1 8
G2 60
G3 8
G4 2

Tab.1 Grading

Ve sledovaném souboru zé#to 6 pacient, letalita v souboru 7,7 %.

Letalita v souboru

Celkem 6 7.7%
Plicni embolie 2 33,3%
Poperani krvaceni 1 16,7%
Progrese nadoru 3 50%

Tab.2Letalita v souboru

dehiscence anastomézy byla zaznamenana #ipadech coz je 9,2%. 2x u

levostranné hemikolektomie,5x u nizké resekce tkabulKomplikace s hojenim

operd&ni rany se vyskytly u 10 pacieint3,2 %.

Chirugické komplikace 17 21,79%
celkem
Dehiscence anastomozy 7 8,97%
Prava hemikolektomie 1
Leva hemikolektomie 1
Nizka resekce 3 stapler leak

2 ruéni anastomosa
Dehiscence rany 10 12,8%

Sekundarni hojeni rany

Tab.3Chirurgické komplikace

K progresi onemocami doSlo u 13 paciefitbez prokazané&-ras mutace, coz

bylo 24,5%.
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Stav pacienta Soubor bez K-ras mutace 53 paciaint

Recidiva v anastoméze 3 5,6 %
Metastazy v jatrech 5 9,4 %
Metastazy v plicich 2 3,8%
Metastazy v mozku 2 3,8%
Duplicita tumoru 1 1,9%

Tab.4Progrese onemocéni bez K-ras mutace

Progrese onemoéni béhem dispenzarizace u 11 paciestprokdzanowK-ras
mutaci, tedy ve 44%.

Stav pacienta Soubor s K-ras mutaci 25 Pacieint
Recidiva v anastomoze 3 12 %
Metastazy v jatrech 4 16 %
Metastazy v plicich 3 12 %
Metastazy v mozku 1 4%

Tab.5Progrese onemocé#ni s K- ras mutaci

Pacienti byli sledovani &hem projektu v letech 2004- 2006

Ve sledovanych hodnotach nadorovych mark€eA, CA-19.9 odebiranych
piedoperané a pooperéné nebyly shledany zadné vyznamné statistické rozpiily

porovnavani odpovidajicich stadii turhor
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8. Diskuze

V nasi praci jsme se snazili detekovat K- ras mutdkani z tumot kolorekta a
zachytit i cirkulujici naddorové hiky s touto determinantou. K — ras mutace naéham
slouzit jako voditko k fedpokladané progresi onemeénna znéné struktury |€by a
dispenzarizace w¢hto tumofi. Sowasna laboratorni infrastruktura a do amamiry i
stav poznani neumadji zatim pro klinickou praxi rutinh klasifikovat kolorektalni
karcinomy na zaklad molekularnich zmn. Kolorektalni adenokarcinom je
morfologicky definovana jednotka a je z molekutarrgenetického hlediska
heterogennim onemoé&mim. Je nutné #fedevSim oejmit dopad molekularni
klasifikace daného tumoru na individualizovanouap#t[1,2] Nadory s blokovanou
apoptozou budou na stavajiciché radioterapii a chemoterapii reagovat odliSn
Zavadni molekularg biologickych parametrdo klasifikace tumdr v podolg definice
K-ras mutace na podkladPCR analyzy a v hodnoceni prognézy vyvoje dalSiho
onemockni se v budoucnu uplatni vice, né&Ztné dosavadni modifikace podobnych
terapeutickych postuipa pomohou individualizovat $éu a dalSi poopetai sledovani.
[21]

Z rozboru klinickych praci vyplyva ptgba provag& komplexni genetickou
analyzu daného tumoru. A jednoZn& nest&i izolované vyséeni pouze na K- ras
mutaci, tak jak jsme se domnivali. K- ras mutacesimyt zd#azena do komplexu
dalSich detekovatelnych mutaci specifickych tggako je BRAF, APC, p53.[22,24]
Vzhledem k detekci nadorovych hilky které cirkuluji v krevnintecisti, nestéi jako
jejich determinanta pouze K- ras mutace, jak jsredpokladali v naSem souboru.
PresrgjSi je provedeni analyzy tumordzni iy daného specifického tumoru
s komplexem markér Je jasné, Ze detekce K — ras mutace je jiz pcopemou
metodikou na z&kladPCR diagnostiky. Zdsadnim momentem je analyeadqySim v
tumordzni tkani, coz se shoduje s nasSimi vysledkyvhodné poukazat na to, &asna
detekce K- ras mutace rididad jiz u adenomovych polypnabyva na vyznamu. Zde je
totiz mozna zréna dispenzarizmiho rezimu u paciefit ktefi méli prokazanu K-ras
mutaci v tkani polypu.[7]

Z nasi studie a vysledkvyplyva, Zze PCR analyza K- ras mutace v nadorove

tkani je metodou pouzitelnou a spolehlivou s mozngyuzitim v individualni terapii
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takového nadoru. Detekce K- ras mutace v cirkcilchi buikach se jevila jako velmi
problematicka a na&@dpoklad snadné detekce byl mylny. Zde by bylo viéodioplnit
celkovou studii s detekci K — ras mutace v krviaknacilych nadofi skupiny lll.a IV.

¢i u metastazujiciho karcinomu kolorektéetrné vySeteni tkak metastazy.[25] Zde
jsme mimo soubor pacigntrySetili 2 jaterni metastazy, kde jsme neprokazali Kas r
mutaci. Detekce v cirkulujici krvi je problematick&zhledem k tomu, Ze mutace je
charakteristickd i ndfklad pro karcinom pankreatu a nelze vyibuduplicitu
tumoru.Vzhledem k tomu, Ze v periferni krvi nebylynky s K-ras mutaci nalezeny,
muZeme usuzovat na Wb ¢asnych stadii tumar kolorekta v porovnéni néajlad

s japonskymi studiemi.[9] Véthto stadiich tedy fite dochazet k disseminaci do
krevnihofeCiste¢ zcela minimala. Coz nize vys¥tlovat nas neusigh v detekci. Jist
muzeme také usuzovat na nizkou senzitivitu PCR detekkrevnimiecisti. K- ras
mutace se jako hlavni znak k detekci cirkulujicié@dorovych bugk zcela nehodi. Zde
je nutnad podrob$sSi DNA analyza tka#h tumoru.Je vhodné filédnout k tomu,ze
vySeteni neni stale standardni v diagnostickém algora@npe znané nakladné. Zde je
vhodné konstatovat, Ze diagnostika K- ras mutaagrkulujicich buikach jako
piedpoklad nasi hypotézy, byla nevhodna a nefilodse nam ginést validni vysledky.
Determinovat tumorozni ity pouze izolovatl K — ras mutaci je nedostatet. Pouze
v komplexu podrobgSi DNA analyzy dalSich markieje vhodné dany tumor definovat
a odhadnout jeho dalSi chovani.Tiniza dojit ke specifické Upravécby.Soustedit se
izolovarg na jednotlivou mutaci a nedit ji do souboru dalSich, jéasto zavagici
jako hledani univerzalniho prognostického fakt@6.]

Casnéa diagnostika tumoru kolorekta je printamésadni prognosticky faktor
vyvoje onemoc#ni. Z toho vyplyva dlezitost diagnostiky a definice gastrointestinalni
epitelialni neoplasie. Diky fpdevSim japonskym studiim je jasné, Ze detekce a
charakteristika échto 1ézi ¥etrg genetické analyzy K- ras mutace dava nemocnému
Sanci kcasné diagnostice ack® s moznosti mnohaletéhdeiiti ¢i uzdraveni. Resné
zmapovani dchto lézi niize @inést zasadni posun v jejich diagnostice, htavsak i
definici I&ebnych postujp[39]

Vzhledem k jiz propracované technologii detekce rs mutace i@devSim
v tumorozni tkani, mizeme vyuzit tohoto postupu nafepréni diagnostiky ve vzorcich
stolice a moi béhem skriningu kolorektalniho karcinomu.[49] Vyud#tekce samotné

K- ras mutace v krevninecisti se jevi jako problematické a je vhodné jraxdt do
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specifického komplexu jiz detekovanych mutaci. Jakwnepochybné, Ze K- ras mutace
je podstatnou sa@dsti onkogeneze a ma vliv na maligni transformatygi v oblasti
kolorekta.[ 41,42,]

Zatim standardni a velmi citlivou metodou ke sleddvvyvoje KRK je
sledovani hladiny CEA hla¥nv pooperanim obdobi.[1,2] Zde v kombinaci s MR a
pozitronovou emisni tomografii mame p&me validni ukazatel vzniku recidivy a
progrese onemoéni s tvorbou metastaz. Zadna z molekutaapecifickych metod
k detekci mutaci se zatim nestala standardem wdstigko-terapeutickém algoritmu.
V nasi skupi nemocnych s KRK, u kterych bylaimmna K-ras mutace, doslo ke
statisticky vyznamné progresi onemadein Nabizi se tak standardniaaeni detekce K-
ras mutace v tumordozni tkani.sp@e v komplexu dalSich specifickych genovych
mutaci u KRK. To mize veést k pehodnoceni schématu poop&rido sledovanii
zarazeni chemoterapi@ dokonce biologické Kby i u nizSich stadii I,1l KRK dle TNM
klasifikace.[44,45]

Z chirurgického pohledu je ¢éa KRK jiz na své hranici. DoSlo k zasadnim
technickym zninam gredevSim zavedenim laparoskopie, ale dalSi vyvejapeuticke
moznosti v Iébé¢ KRK jsou redevSim na genetické a molekularni Urovni. Zasgdni
také stanoveni kriterii pro f@zeni biologické Kby do standard pii |écbé
kolorektalniho karcinomudetré vyuziti specifickych vakcin proti tumoréznimitkam

¢i specificka I€ba pro kazdeho pacienta (tailoring).

Vyvoj specifickych vakcin proti tumém v riznych lokalizacich a ovlivmi
imunologické reakce se jevi jako progresivni sbéetumoriti kolorekta. Ve skriningu
kolorektalniho karcinomu se jisuplatni specifické vysgni stolice a m@ na tkarg
s komplexem mutaci. Zde v kombinaci s koloskopiihowo vést ke zlepSeni situace
v CR. Zde je v3ak nutné vypracovat doktrinu a pravisia skrining KRK a jejich
véasné zgazeni do praxe.Zavazné je také gjistvliv herpetickych vit a infekce na
vznik K — ras mutace. [49] Tato problematika véakyla gednttem nasi studie.

Detekce mutace tize dle rkterych autot vést i zavedeni chemoprevence
rozvoje KRK. [67]

Pro metodiku stanoveni K- ras mutace u KRK se jgko piihodna diagnostika
pomoci TheraScreen K-ras Mutation Test Kit jako adat real time PCR k detekci
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pouze mutovanéasti.Vysledek je k dispozici do 3 hodin, ale dodHéaxzelké spatehs
DNA. DalSi moznosti je DNA amplifikace s detekeidtescetinim barvivem.Jakareti
v fak je moznost sekvenace, kapilarni elektroforézytskié dvou peak pod sebou
jak uvadji autai VoSmikova a Beranek. Obdobné vysledky naleznemeahraninich
autofi. [71,72]

Stav K-ras roz&luje nemocné s metastatickym kolorektalnim karciaomna
dvé skupiny, @iblizné 65% ma wild type K-ras, tedy nemutovanyirqgeeny typ. Je
prokazano, Ze této skugimemocnych pnese I€ba napiklad cetuximabem jiz v prvni
linii 1€é¢by vyrazny prosgch, jak uvadli prace fiznych autok na kongresu ASCO
2008. Stanoveni K- ras mutace minim@ln tumorézni tkani by se & stat

standardem, stejrjako v sodasnosti sledovani hladiny CEA.

Na zéklad vySe uvedeného lze z&rem shrnout, Ze komplexy vysetanych
mutaci mohou pomoci Vv gazeni chemoterapie, v posledni &otaké  modalit
biologické |&by tumofi do terapeutickych protokiblu kolorektalniho karcinomu.
Casné vyséeni adenomovych polypna gitomnost K — ras mutace nas povede
k presrgjSimu schématu dispenzariza¢ehto pacient se zé&azenim noveho protokolu
pro endoskopické vyS&ni. Orienténi vySeteni stolice a m& na buiky s K — ras
mutaci niize byt voditkem i hledani tumoru neznamé lokalizace. Vy8et burk
s K — ras mutaci v cirkujici krvi nem&asnych stadiich KRKakavany diagnosticky
piinos. Zde je vhodné vy3eni gedevsSim u stadii Ill,IV dle TNM klasifikace- tedy
hlavré u metastazujiciho onemagn. Renezance z naleannoho let znamé K - ras
mutace u KRK {nési stale SirSi *azovani biologické Iy do terapeutického
schématu. Jedna se hléva metastazujici onemodmi. Je vSak jenom otazkaiasu,
kdy biologicka I€ba vstoupi i do schématu terapigasre zachyceného onemaani.
Kolorektalni karcinom je i pr&Ceskou republiku zavaznym problémem. Chirurgicka
lécba ma své limity a je nyni otazkou do budoucna, faklou zavaghy nové
technologie do miniinvazivni operativy. Nididad vyjmuti atrob pirozenymi tlesnymi
otvory. Zatim se nam diazlepSovat v chirurgii poopeafai pribéh u €chto nemocnych
. L&ba nadorovych onemoéni je vSak stale vice zalezitostigpbeni medikamefta
molekularni drovni, kdy chirurgie neni schopndin@st kvalitativé novou modalitu
lécby. Ukazuje se, Ze vy3evaci schéma a dalSi dispenzarizace u KRK iz stasly

s rutinnim vySdenim hladiny CEA, ale do vydevaciho schématu je nutnéradit i
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molekulérg - biologické paramentry. To hraje vyznamnou pkdevSim v doktrié
piisne individualni &by jednotlivych pacierits KRK.

9.Zaveéry a vystupy pro praxi

1/ V naSi experimentalni skugin78 pacient s kolorektalnim karcinomem
sporadického charakteru byla prokazana u 25 os?}0%30) pitomnost mutace v K-
ras genu v nadorové tkani. NaggjSim typem mutace byly z&my GCT-GTTaGGT-
GATVv kodonu 122 zandnaGGC-GACv kodonu 13

Porovnanimiiznych extraknich procedur byla jako optimalni metoda extrakce
zvolena DNA z plazmynikrolonkova metoddirmy Qiagen. Rozhodujicimi Kritérii pro
volbu byla fluoresceréni intenzita integralni DNA na elektroforetickém gelu a

schopnost amplifikace

Porovnanim idznych amplifik&nich technik byla diky své citlivosti a
specifénosti zvolena pro detekci bodovych @mv kodonu 12 a 13 metodaNA-

clamping PCRs naslednym sekvenovanim PCR produktu u vSechiypdsh vzorki.

2/ V periferni krvi odebiranétpdoperané nebyly detekovany tumordzni iiky
s @itomnou K-ras mutaci. tRodni gedpoklad, Ze metodou PCR analyzy by bylo

mozné zjistit pitomnost tumordznich bk v periferni krvi nebyl napkn.

3/ V periferni krvi, odebirané 3dsice po operaci nebyly bky s k- ras mutaci

detekovany.

4/ V drenazni krvi, odebirané z povodi tumoti gperaci nebyly tumorozni

bunky také detekovany.

5/ Ze sledovani paciehklinického souboru byla zji&ha a statisticky potvrzena
horSi progn6za nemocnych stpmnou K-ras mutaci v tumoru.Ve skupirs touto

v v A

muataci byl zaznamenan vysstebrecidiv a vysSi pet jaternich metastaz.

6/ Standardni stanoveniifipmnosti K-ras mutace v tumorozni by mohla

v klinické praxi vést k obtné chemoterapeutickych protoKoltak, aby u takto
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postizenych paciefit byla jeji aplikace posunuta i k nizSim stadiim eré@d¢ého
onemocgni.Tedy do stadii TNM I,ll. Detekci K- ras mutaceomasti sporadickych
polypi, zjistnych @i kolposkopii, Ize upravit dalSi sledovaci rezimyl® potvrzena

malignizacedchto polyp s K- ras mutaci.

Prace upozauje na zavaznost problematiky kolorektalniho kaooin hlavié
pro Ceskou republiku. Upozauje na to, Ze K- ras mutace je dnes jiZ igopopsanou a
detekovatelnou mutaci, ktera hraje vyznamnou rabavoji nadorového onemo&mi

kolorekta.

To ma diagnostickou hodnotu jiZzighodnoceni biopsii z polyptlustého deva
pii koloskopiich,kdy zachyceni K- ras mutace pomd€RPanalyzy v polypu znamena
vétSi riziko vzniku karcinomu a vede k nutnostiegné dispenzarizaceichto

nemocnych.

Dale je mozné vyuZittletekce K- ras mutace v DN&e stolici a mdi ve

skriningu kolorektalniho karcinomu.

| kdyZ se nepoddo izolovat nadorové hiky s K- ras mutaci v krevnich
vzorcich, bylo zji&tno, Ze skupina nemocnych s K- ras mutaci v nadotk&@i ma
prokazateld horSi prognozu ve smyslu lokalni progrese onermcti rozvoje
vzdalenych metastazcetne délky peziti.

V komplexu s dalSimi detekovanymi mutacemiiz@ v genetické diagnostice

umoznit i u nizSich stadii kolorektalniho karcinoraa&adit (tinnou chemoterapiti

protokol biologické 1éby.
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