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ANALIZA U CESTALOSTI | TIPOVA MUTACIJA KRASI BRAF
GENA U KARCINOMIMA KOLOREKTUMA
U POPULACIJI SRBIJE

Rezime

Uvod: Kolorektalni kancer (CRC) se po svojgjestalosti i smrtnosti nalazi u samom
vrhu svih kancera kod oba pola, kako u svetu, fakdrbiji. Za ranu kancerogenezu
ovog maligniteta karakterisie su somatske genske promeK®AS i BRAF
protoonkogena. Mutacije ovih gena predstavljajuakolarne biomarkere odgovora na
ciljanu terapiju, dok su rezultati o njihovoj ulokao prognostkih i prediktivninh
faktora kontradiktorni. Podaci atestalosti i tipu pojedinmih KRASI BRAF mutacija
kod CRC-a u nasSoj zemlji su malobrojni, a njihoveza sa kliniko-histopatoloSkim
karakteristikama tumora, karakteristikama bolesnikeokom bolesti nije dovoljno
ispitana.

Cilj: Utvrdivanje prisustva, ¢estalosti i tipdRASmutacija i specitineBRAFp.V600E
mutacije kod bolesnika sa CRC-om u populaciji bpovezanost prisustva i tipa ovih
mutacija sa kliniko-histopatoloskim karakteristikama tumora i kaesidtikama
bolesnika. Takéde, ispitivanje navedenih mutacija kao prediktivnihiomarkera
adjuvantne i EGFR-ciljane terapije.

Materijal i metode: U radu je analizirano 188 parafinskih uzoraka kemma
kolorektuma. DNK je izolovana komercijalnim kitona zzolaciju genomske DNK iz
parafinskih tkiva (QlAamp® DNA FFPE Tissue kit, Q&#&EN). Detekcija prisustva i
tipa mutacija kodona 12 i BRASgena urdena je poméu dva dijagnostki validirana
testa bazirana na eseju ¢ane reakcije polimeraze (PCR) u realnom vremenuS(Dx
TheraScreen K-RAS PCR kit, QIAGEN) i PCR reakcijraggnoj reverznom
hibridizacijom (KRAS StripAssady', ViennalLab Diagnostics). Detekcija p.V600E
mutacije uBRAF genu urdena je analizom krive topljenja (HRM) PCR produkta
metodom direktnog sekvenciranja. Za statistiobradu podataka koééni su FiSerov

egzaktniy?i Log-Rank testovi.



Rezultati: Tackaste mutacije u kodonima 12 i KRASgena su bile prisutne u 35,1%
analiziranih pacijenata sa CRC-om. Distribucijaeftedvanih mutacija je bila sleéke
p.G12D 42,4%, p.G12V 21,2%, p.G12A 10,6%, p.G126%,p.G12S 6,1%, p.G12R
1,5% i p.G13D 10,6 %. U grupi pacijenata wdd-type (wt) KRAS statusom gena
analiziranih na prisustvo p.V600BRAF mutacije (n=101), samo jedan pacijent je bio
heterozigot za datu mutaciju, dok su ostali bili wt

Od testiranih klintko-histolopatoloskih osobina tumora i osobina boiles, KRAS
mutacije su se statigki znatajno ¢ege javljale kod muskaraca nego kod Zena, kao i
kod pacijenata sa loSijim performans statusom wsdma one sa boljim. Analiziragju
povezanost pojedininlKRAS mutacija sa ispitivanim parametrima, zapazili smo
statistEki viSu zastupljenost p.G12V mutacije kod tumorgi ke prodiru u dublje
slojeve zida kolona i rektuma, u odnosu na tumaoieik zahvataju ili probijaju serozu.
lako nije pokazana statigkia zn&ajnost, @estalostKRASmutacija raste sa porastom
veli¢ine tumora, prisustvom i brojem metastaza, i oka plwta je véa kod bolesnika sa
raSirenom u odnosu na lokalizovanu bolest. PovetdBBAF mutacije p.V600E sa
pomenutim parametrima nismo mogli da ispitamogesgmo jedan bolesnik bio nosilac
ove mutacije.

U podgrupi od 49 bolesnika koji nisu imali inicij@ metastaze i koji su primili
adjuvantnu terapiju, nije postojala statikti zna’ajna razlika u vremenu do pojave
metastaza u odnosu MERAS mutacioni status. Ipak, mozZe se zapaziti trengebol
prezivljavanja bez metastaza kod pacijenata sa aijatzga KRASa (medijana 19,5
meseci) u odnosu na WRASgrupu (medijana 13,2 meseci).

U grupi pacijenata sa WKRAS genom koji su primali kombinovanu EGFR-ciljanu
terapiju (n=72), 15,3% je postiglo terapijski odgov

Zaklju¢ak: Na osnovu dobijenih rezultatana&ajna povezanost mutacionog statusa
KRAS gena sa Kliriko-histopatoloskim karakteristikama CRC-a i karaktkama
obolelih nije utvidena. Zastupljenost i distribucija mutacija u ovoemyg su u skladu sa
rezultatima drugih studija u svetu. Prediktivni ZmaKRAS gena u odgovoru na
adjuvantnu terapiju nije pokazan, ali je zapaZzesndr boljeg prezivljavanja bez
metastaza kod nosila¢téRASmutacija. Zbog malog procenBRAF p.V600E mutacije

u nasoj grupi nismo mogli da proverimo njen &jakao biomarkera ispitivanog

maligniteta. Odréivanje i drugih, dodatnih genskih alteracija bobild velike koristi za



preciznije definisanje genskog profila kolorektajndumora |

terapijskog pristupa.

Kljuéne redi: kolorektalni karcinomKRASgen,BRAFgen, mutacije
Naué¢na oblast:Molekularna biologija

Uza nawna oblast:Molekularna genetika
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FREQUENCY AND MUTATION TYPE ANALYSIS OF KRASAND
BRAF GENES IN COLORECTAL CARCINOMAS
IN SERBIAN POPULATION

Abstract

Introduction: Colorectal cancer (CRC) incidence and mortalitesaare among the
highest in both sexes worldwide, as well as in Berbhe early carcinogenesis of this
malignancy is characterized by somatic gene aitarait of KRAS and BRAF
protooncogenes. Mutations of these genes represeleicular biomarkers of response
to targeted therapy, while their roles as progweosiid predictive factors are still
contradictory. There are few data about the frequeand types of singl&RASand
BRAF mutations in CRC in our country, and their coriela with
clinicohistopathological characteristics of tumaharacteristics of patients and the
course of disease is still to be established.

Aim: Determination of presence, frequency and typeKRASmutations and specific
BRAF p.V600E mutation in CRC patients in Serbian pojpataand correlation of
presence and types of these mutations with tumanicchistopathological
characteristics and patient characteristics. Alse,examination of specified mutations
as potential predictive biomarkers of adjuvant BG&FR-targeted therapy.

Material and methodsin this study 188 CRC paraffin samples were arely DNA
was extracted using the commercial kit for genoDNA isolation from paraffin tissues
(QlAamp® DNA FFPE Tissue kit, QIAGEN). Detection mfesence and types WRAS
codon 12 and 13 mutations was performed with twm&ged diagnostic tests based on
real-time polymerase chain reaction (PCR) assay5(DkeraScreen K-RAS PCR Kkit,
QIAGEN) and PCR reaction followed by reverse hyizadon (KRAS StripAssay’,
ViennalLab Diagnostics)BRAF p.V600E mutation was assessed by high resolution
melting (HRM) analysis of PCR products and automBINA sequencing. Fisher exact,
v* and Log-Rank tests were used for statistical aimly

Results:KRASpoint mutations in codons 12 and 13 were present in 3afl&halyzed

CRC patients. The frequency distribution of detgctaitations was as follows: p.G12D



42.4%, p.G12V 21.2%, p.G12A 10.6%, p.G12C 7.6%,12%6.1%, p.G12R 1.5% and
p.G13D 10.6 %. In the group of samples with wilgeywt) KRASgene status analized
for the presence of th8RAF p.V600E mutation (n=101), only one patient was
heterozygote for the specified mutation, whiletladl rest were wt.

Among tested clinicohistopathological charactersstof tumor and characteristics of
patients KRASmutations were significantly more common in mdlen in females, as
well as in patients with worse performance statusntin those with better one.
Analyzing the association of singkRASmutations with the investigated parameters,
we noticed that the frequency of p.G12V mutatiors wagnificantly higher in tumors
which do not infiltrate deeper the wall of colondarectum, in comparison with those
that penetrate in deeper layers or go through aeAdthough the statistical significance
was not shown, the percentage of KIRAS mutations increases with the growth of
tumor size, the presence and number of metastasest is two times higher in patients
with the widespread disease in comparison witHdbalized one. The correlation of the
BRAF p.V600E mutation with the mentioned parameters natsperformed because
only one patient carried this mutation.

In the subgroup of 49 patients with no initial ngtees, who received adjuvant therapy,
there was no statistically significant differenge time to metastases appearance in
regard to th&KRASmutational status. However, the tendency of battievival without
metastases in patients with tKRASmutations (median 19.5 months) in comparison
with those without them (median 13.2 months) watceable.

In the wtKRASgene group of patients who were treated with coedhEGFR-targeted
therapy (n=72), 15.3% achieved the therapeuticoresg

Conclusion: According to the obtained results, no significaotnection between the
mutational status of thKRASgene and clinicohistopathological characteristic€RC
and characteristics of patients was determinK&®AS mutation frequency and
distribution are in accordance with the resultethier studies in the worldKkRASgene
predictive significance for the response to adjavenerapy has not been shown,
although the trend of better survival without m&das was observed in patients with
the KRASmutations. Owing to the small percentage ofBIRAF p.V600E mutation in

our group, we could not test its importance asombrker of the examined malignancy.



Determination of other, additional gene alteratiovauld be of great importance for
more precised difining of CRC gene profile andifalividual therapeutic approach.

Keywords:colorectal carcinomaRASgene BRAFgene, mutations
Academic expertiseMolecular biology

Field of academic expertisévlolecular genetics
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1. UvOD

Medu malignitetima gastrointestinalnog (Gl) sistema kolorektalni kaocn
(karcinom kolona i/ili rektuma) predstavlja ozbiljasvetski zdravstveni problem. Po
svojoj westalosti i smrtnosti nalazi se u samom vrhu swifickra kako kod muskaraca,
tako i kod zena.

Ranu kancerogenezu kolorektuma karakteriSu somajsikske promernteRASI
BRAFprotoonkogena (Velho et al., 2008). Mutacije unogenima takde predstavljaju
molekularne biomarkere, prediktore odgovora naucjterapiju. Podaci cteastalosti i
tipu pojedingnih KRAS i BRAF mutacija kod kolorektalnog karcinoma u Srbiji su
malobrojni, a njihova veza sa klihio-histopatoloSkim karakteristikama tumora i

karakteristikama pacijenata nije dovoljno ispitana.

1.1 KOLOREKTALNI KANCER

1.1.1 KLASIFIKACIJA KOLOREKTALNOG KANCERA

Malignom transformacijomepitelnih ¢elija kolona i/ili rektuma dolazi do
nastanka kolorektalnog kancera (englorectal ancer— CRC). Ovaj tip kancera se
moze odnositi samo na kancer kolona ili na kanektuma, u zavisnosti u kom od ovih
tkiva nastane (kolon i rektum zajedtime debelo crevo). S obzirom da ova dva tipa
kancera imaju mnogo zajedkih karakteristika, u ovom radde generalno biti
opisivani kao jedan entitet.

Kod ve&ine ljudi CRC se razvija sporo tokom perioda od & 16 godina
(Kozuka et al., 1975). Najpre nastaju benigni, mekaski polipi, od kojih neki mogu
preti kasnije u maligne tumore. Verovati@o prelaska polipa u kancer zavisi od
njegovog tipa: (1 adenomatozni (adenompolip koji prelazi u kancegesto se zove i
.prekancersko stanje” i (2hiperplasteni i inflamatorni — polip koji generalno ne
prethodi kanceru. Jos jedan tip ,prekancerskogatém i displazija deo zida kolona ili

rektuma u kojem gledano pod mikroskopdsiije izgledaju abnormalno (ali nemaju



izgled pravih kancerskiltelija). Displazija sece&e javlja kod ljudi koji su imali
ulcerozni kolitis ili Kronovu bolest (Colorectal @eer Overview Giude, 2011).

Nakon stupnja polipa, kancerskelije paiinju da se Sire u slojeve zida kolona
i/ili rektuma i formiraju maligni tumor (Slika 1Paljim Sirenjem preko krvnih i limfnih
sudova do udaljenih organa formiraju se metastaastoji nekoliko tipova kancera koji
mogu da nastanu i to: (Adenokarcinomi- viSe od 95% CRC-a su ovog tipa; formiraju
se neoplasthom transformacijom Zlezdanitelija koje Iute mukus u lumen debelog
creva (Stewart et al., 2006), (Rarcinoidni tumori— nastaju od specijalizovandelija
creva koje lde hormone, (3pastrointestinalni stromalni tumori (GISH nastaju u
Cajal-ovim celijama kolona i mogu se éiabilo gde u digestivhom traktu, (diinfomi—
kancericelija imunog sistema koji atifmo mogu da nastanu i u debelom crevu, kao i u
drugim organima, (5%arkomi— retki tumori koji nastaju u krvnim sudovima, nérsom

I vezivnom tkivu debelog creva (Colorectal Cancee@iew Giude, 2011).

> Spread to other organs
'z.‘(

Slika 1. Nastanak kolorektalnog kancera i metastaj (preuzeto iz Colorectal Cancer
Facts & Figures 2011-2013, 2011).

Prilikom dijagnostike CRC-a vrSi se podela nadigstke tipove, graduse tumora
i TNM stadijume (mogu se jo$S uvekana starije Dukesi Astler-Coller klasifikacije).

Gradusi oznéavaju stepen dediferenciranosti tumora, tj. pokazkgliko je
tumor sltan normalnom tkivu kolorektuma gledano pod mikrgeko. Skala koja se

koristi ide od G1 (dobro diferentovan, kancef ma normalno tkivo) do G4 (slabo



diferentovan, kancer ima abnormalan izglé®sto se gradusi pojednostavljuju u dve
grupe: nizak gradus -gw-grade' (G1 ili G2) i visok gradus —high-gradé (G3 ili
G4).

Odretivanje stadijuma (engtaging tumora se bazira na tome koliko duboko je
tumor urastao u zid creva, da li je zahvatio okdtrakture i da li se prosirio na okolne
limfne ¢vorove i udaljene organe. Postoje dva tipa disenja stadijuma: (1) klitki —
kada lekar na osnovu pregleda, biopsije ili pémoeke odmagingtehnika daje opis
raSirenosti bolesti, i (2) patoloski - kada se makoaiene hirurgije postavlja dijagnoza
(precizniji).

AJCC/TNM (eng American_dint Committee on @ncer- AJCC) klasifikacija se odnosi
na oba tipa odrivanja stadijuma i koristi se za klasifikaciju CRC-
e T — opisuje koliko daleko se primarni tumor rasuiaid creva ili okolne delove

(Slika 2)

* N - opisuje stepen raSirenosti u okolne (regiondinghe ¢vorove

« M — ukazuje da li se tumor rasirio (metastaziraojimae organe po telu

Mucosa T kategorizacija

Tx: Primarni tumor ne moze biti odfen.
TO: Nema prisustva primarnog tumora.
Tis: Karcinom in situ. Intraepitelni ili

Lamina propria I _ |
Muscularis mucosa~ 'nvazija sloja lamina propria.

T1: Tumor se Siri u submukozu.

B gg.— Submucosa - _ _ _
= T2: Tumor se Siri u sloj muscularis propria.

T3: Tumor se Siri kroz sloj muscularis

propria u perikolorektalno tkivo.

= Muscularis propria
T4a: Tumor probija serozu (visceralni
-~ peritoneum).
AL T ne TN ) . v Lo
e A ,_/\t"'_ Subserosa T4b: Tumor direktno vrSi invaziju ili je
TTTTESDITT— 561088 adheriran na druge organe ili strukture.

Slika 2. Sematski prikaz popreog preseka zida debelog creva (preuzeto iz AJCC
Cancer Staging Manual, 2010).



N kateqorizacija

Nx: Regionalni limfnicvorovi ne mogu biti odideni.

NO: Nema tumora u regionalnim limfnigvorovima.

N1: Metastaze u 1-3 regionalna limftaora.

- Nla: Tumorskecelije naiene u 1-om regionalnom limfno&voru.

- N1b: Tumorskecelije naiene u 2-3 regionalna limfriavora.

- N1c: Tumorski depoziti u subserozi, mezenteri, ili u eonealnom perikolon ili

perirektalnom tkivu bez metastaza u regionaltvmorovima.

N2: Tumorskecelije natene u>4 regionalna limfn&vora.

- N2a: Tumorskecelije naiene u 4-6 regionalnih limfniévorova.

- N2b: Tumorskecelije natene u>7 regionalnih limfnihcvorova.

M kategorizacija

MO: Nema udaljenih metastaza.

M1: Postoje udaljene metastaze.

- Mla: Metastaze ogratene na 1 organ ili mesto (npr. jetra,q@uneregionalnivor).

- M1b: Metastaze u >1 organu/mestu ili u peritoneumu.
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Nakon Sto se T, N i M kategorija utvrde (&t
nakon hirurgije), te informacije se kombinuju
pri odrativanju stadijuma tumora. Stadijumi se
ozna&avaju Rimskim brojevima od | (najmanje
uznapredovali) do IV (najviSe uznapredovali).
Na Slici 3 prikazana je TNM klasifikacija
uporedo sa starijorBukesklasifikacijom.

Slika 3. Prikaz stadijuma kolorektalnog kancera difikcovano prema AJCC Cancer
Staging Manual, 2010).



1.1.2 EPIDEMIOLOGIJA KOLOREKTALNOG KANCERA

Godisnje u svetu od kolorektalnog karcinoma obkd @,2 miliona, a umire oko
600 hiljada ljudi, Sto ga pocastalosticini ¢etvrtim uzrokom smrti usled kancera. Po
ucestalosti, CRC se nalazi nadeen mestu u svetu u muskaraca i na drugom u zena.
Skoro 60% svih skajeva obolelih se javlja u razvijenim zemljama. \Wéga incidenca
je procenjena u Australiji sa Novim Zelandom i zépa Evropi, a najniza u Africi
(izuzev juzne Afrike) i juznoj i centralnoj Azijipfegled u Boyle and Langman, 2000;
GLOBOCAN, 2008;Jemal et al., 2011). Sto sédistope mortaliteta, ona je niza u Zena
nego u muskaraca, osim za pageuKariba. Najvée standardizovane stope mortaliteta
za oba pola procenjene su u centralnoj icistp Evropi (20,1/100 000 za muskarce,
12,2/100 000 za zene), a najnize u centralnoj Af(®5 i 2,7 respektivno)
(GLOBOCAN, 2008).

CRC predstavlja drugi n&<i uzrok smrti usled kancera u Srbiji, odmah posle
raka pléa kod muskaraca i raka dojke kod Zena (Nacionalognam za prevenciju
kolorektalnog karcinoma). Poslednjih godina do&#odp zn#&ajnog porasta njegove
incidence i sada ona iznosi 19,9/100 000 muskarat#/100 000 zena (ASR-W), dok
stopa mortaliteta iznosi 9,4/100 000 i 5,9/100 @@§pektivno (ASR-W) (Registar za
rak u centralnoj Srbiji, 2011). Na osnovu podat®epubltkog zavoda za statistiku u
periodu od 1997-2010. godine, zapaZen je porastafiteta usled malignih tumora
kolona i rektuma za 16,0% (Repuiti zavod za statistiku, 2010).

1.1.3 FAKTORI RIZIKA ZA NASTANAK KOLOREKTALNOG KANC ERA

Epidemioloske studije su utvrdile viSe faktora lkagiprinose nastanku CRC-a:

1. Starost

Godine predstavljaju najée faktor rizika za obolevanje od CRC-a. Vrlo sukret

slucajevi obolevanja od ovog tipa kancera kod osobatimlad 40 godina. Mé&utim, u

periodu izmeu 40-e i 50-e godine incidenca obolevanja s&ana povéava, dok se



nakon ovog perioda rizik eksponencijalno ¢asea za svaku slede dekadu ZivotaCak
90% CRC-a otkrije se u osoba starijin od 50 godi@ancer.Net Guide Colorectal
Cancer; Nacionalni program za prevenciju koloreidagl karcinoma;Kolligs et al.,
2011).

2. Uticaj sredine i stil zivota

Smatra se da faktori sredine (pod kojima se mogirgaumevati i kulturoloSki kao i
socioloski faktori) mogu imati snazan uticaj na taaak CRC-a. Prema nekim
podacima iz literaturgéak 70-80% svih CRC-a uzrokovano je nekim od srdains
faktora. Etnéke i rasne razlike u CRC-u, kao i studije o migeana sugerisu da
sredinski faktori mogu igrati vaznu ulogu u etidjogve bolesti (pregled u Boyle and
Langman, 2000; McMichael and Giles, 1988). ASkedaxreji imaju jedan od naji
rizika za razvoj CRC-a od svih etkih grupa na svetu. U lzraelu npr. muskarci koji su
rodeni u Evropi ili Americi imaju véi rizik za razvoj ovog kancera od onihdemih u
Africi ili Aziji. Rizik od kancera za potomke japake populacije koji su migrirali u
Ameriku se promenio i incidenca je postala istadk | ve&éa od incidence donéag
stanovnisStva, a 3-4 puta je 4z nego za Japance u Japanu (pregled u Boyle and
Langman, 2000).

Na poveéan rizik za nastanak karcinoma debelog crev&utivisokokaloréna ishrana

sa puno crvenog mesa i masti Zivotinjskog porekige kse prerduje na visokoj
temperaturi. Takde, slaba fizika aktivnost, gojaznost, pusenje, konzumacija alkoh
nitriti kao konzervansi hrane, paiss/aju ovaj rizik. Sa druge strane, ishrana bogata
vlaknima, povéem i vaem, hronéna upotreba nesteroidnih antiinflamatornih lekova,
redovna fizéka aktivnost i nadoknada hormona u menopauzi sanizik od CRC
(pregled u Boyle and Langman, 2000; Food, Nutrigmwl the Prevention of Cancer: a
global perspective, 2007; Willett et al., 1990).

3. Pozitivha porodina anamneza/Nasledni faktori

Osobe sa pozitivnom poraiom istorijom CRC-a (nattto ako je oboleo jedan ili viSe

¢lanova porodice u prvom stepenu srodstva, ili jeestodijagnostikovana u ranijem



starosnom dobu) imaju $e verovatnéu da obole od ove vrste malignitetélanovi
porodica sa speciinim, retkim naslednim sindromima imaju taeozn&ajno povéan
rizik za obolevanje. Smatra se da samo 5-10% CR@aanaslednu osnovu, dok ostali
nastaju sporadno (Colorectal Cancer Overview Giude, 2011; Smithle 2002). Ovi
sindromi  uklji@uju:  familijarnu adenomatoznu polipozu (FAR3ardnerov
sindrom, nasledni nepolipozni kolorektalni kancddNPCC) ili Lynch sindrom,
juvenilni  polipozni sindrom (JPSMuir-Torre sindrom, MYH-vezane polipoze
(MAP), Peutz-Jeghersindrom (PJS)Turcotsindrom.

4. Lic¢na istorija bolesti

Osobe sa inflamatornom bodescreva (IBD), kao 5to su ulcerozni kolitis ili Krova
bolest, mogu razviti hrotinu inflamaciju debelog crevéime se povéava rizik za
nastanak CRC-a (pregled u Burt, 2000). T#koosobe koje su imale crevne polipe
(adenome) imaju povan rizik od pojave novih polipa ili CRC-a. Na krajpsobe sa
pozitivnom istorijom CRC-a, kancera ovarijuma iltetusa mogu lakSe razviti i

kolorektalni karcinom.

1.1.4 FAKTORI PROGNOZE

Prognoza kod pacijenata sa CRC-om je jasno poeezarstepenom penetracije
tumora kroz zid creva, zahtenogu limfnih ¢vorova i prisustvom/odsustvom udaljenih
metastaza. Ove karakteristike su zapravo osnova $idtdma za oddévanje stadijuma
tumora, Sto ¢ini TNM stadijum glavnim prognosikim faktorom ove bolesti.
PetogodisSnje prezivljavanje dostize 90% ako se dwardijagnostikuje u ranim,
lokalizovanim stadijumima (stadijum O i I). Ukoliksge kancer proSiri na okolne limfne
¢vorove ili organe prezivljavanje se smanjuje na 6&¥adijumi Il i Ill). Sirenjem
tumora u udaljene delove tela stopa prezivljavagda na samo 10% (stadijum V)
(pregled u Zlobec and Lugli, 2008). Ipak, kod pawgta koji imaju jedan ili nekoliko
tumora koji su se rasirili sa kolona na ¢auili jetru, hirurSka intervencija uklanjanja

ovih tumora moZze u znatnoj meri da poboljSa petdygel prezivljavanje (Colorectal



Cancer Facts & Figures 2011-2013, 2011)dan, bolesnici sa tumorima u stadijumu
[IB imaju loSiju prognozu od onih u stadijumu llIAreba imati u vidu da je prognoza
na osnovu TNM Klasifikacije ogratena jercak ni ishod u okviru svake grupe nije

homogen (pregled u Deschoolmeester et al., 2010).

CEA (eng. carcinoanbryonic _atigen — CEA) je najeXe kori&eni tumor
marker kod pacijenata sa CRC-om (Duffy, 2001). Bewinivo CEA u serumu pre
resekcije primarnog tumora moZe imati negativangpostiki znataj, nar@ito kod
pacijenata sa zah&anim limfnim ¢vorovima.lpak, CEA ne treba meriti kod pacijenata
koji primaju neoadjuvantnu ili adjuvantnu terapijMrednosti CEA koriste se kao
dijagnosttki pokazatelj odgovora na terapiju i rekurentndstnora nakon radikalne

hirurgije.

U literaturi se pojavljuju i naznake novih progtitkin markera koji bi mogli da
udu u Kklinicku praksu kao Sto je mikro RNK miR-141. Pokazandgenivo miR-141 u
plazmi pacijenata sa stadijumom IV CRC-a&ajao raste, i da se na osnovu njega
mogu razlikovati pacijenti sa udaljenim metastazamadnosu na zdrave kontrole i
pacijente sa ostalim stadijumima bolesti. KombimgganiR-141 sa CEA markerom se
pokazalo komplementarno i moze péat preciznost detekcije udaljenih metastaza kod
CRC-a (Cheng et al., 2011).

Poslednjih godina veliki broj istrazivanja je biogve&en pronalazenju novih
bioloskih faktora prognoze ili predikcije (Slika 4Conradi et al., 2011; pregled u
Deschoolmeester et al., 2010; Tejpar et al., 2208p et al., 2011). lako su stotine ovih
markera bile predloZzene u poslednje 2-3 decengan KRASgena u kontekstu anti-
EGFR (eng.Epidermal Gowth Factor Receptor— EGFR) terapije za metastatsku
bolest, ni jedan nije uSao u klghkiu praksu (pregled u Deschoolmeester et al., 2010).



Table 1. Summary of tissue-based prognostc/predictive markers most studied in colorectal cancer
Histological THM staging

Histological grade

Margins

Histological type

Immune response

Number of affected lymph nodes

Lymphovescular invasion

Tizsue-based markers
Cincogenes Kirsten rat sarcoma gene (KRAS)
Epidermal growih factor receptor (EGFER)
-y
Traensforming growth factor B (TEFE)
v-raf munne sarcoma viral oacogene homolog Bl (BRAF)
Tumor suppressor senes/LOH nii
nZ7
nZl
Mutated in colorectal cancer (8MCC)
18 LOH deleted in colorectal cancer (INCC)
SMAD family member 2 {(SHADZ)
SMAD family member 4 {SMAD)
lp LOH
Bp LOH
9p LOH
l4p LOH
Profiferating indices Proliferating cell nuclear antigen
Ki-67
MIBE-1
Genetic instability Microsatellite instabifity
Chmomosomal instability
CpG island methylator phenotype
Thymidylate synthase
Apoptosis Bcl-2
BAX
Antioxidants
Fas/CDO5
Phosphadidyl inositol 3 kinase, catalytic, @ polypepude
Angiogencsis Vascular endothelial growth facior
Microvessel density
Thymidine phosphorylase
Cell adhesion molecules
Thrombospoadin-1
Metastusis and invasion Matnx metalloproicinases
Urokinase type plasminogen activator
Plesminogen inhibitor
Chad
E-cadherin
Monmetastatic protein 23

Abbreviations: LOH, loss of heterozygosity: THM, tumor—node—metastasis.

Slika 4. Pregled prognosgkih/prediktivnih markera najvise iZavanih kod
kolorektalnog kancera (preuzeto iz Deschoolmeettat., 2010).

1.1.5 MOLEKULARNA OSNOVA KOLOREKTALNOG KANCERA

Smatra se generalno da je za malignu transformampphodna pojava 5-6
specifinih promena u genomu somatsiadije, ali noviji podaci ukazuju da mozda i

samo dve genske lezile mogu biti dovoljne (Stemiiewen and Reed, 2003).



Aktivacija protoonkogena i inaktivacija tumor-supoea su kljdni dogataji u razvoju
malignog fenotipa. Klonalnom ekspanzijom transfaamiecelije razvija se kancer, koji
dalje vremenom ste nove genetke promene, sposobnost angiogeneze i metastatski
potencijal. Pored individualne gendte pozadine (endpackgroungl, na razvoj kancera
uticu i sredinski faktori.

Dostupno8u tehnike sekvenciranja humanog genoma i razvitkomics
tehnologija omogéeno je analiziranjecitavog genoma kancera, a samim tim i
utvrdivanje spektra somatskih mutacija koje doprinostogenezi CRC-a. Ovakvim
pristupima otkriven je evolucioni diverzitet kanadrimplicirano je postojanje veg
repertoara kancerskih gena nego Sto je to ranggppstavljano (pregled @Greenmaret
al., 2007). Na osnovu studije u kojoj je sekvenur&iSe hiljada gena u serijama CRC-
a, pokazano je da je 69 genad&ajao za patogenezu ovog kancera, dok su individualn
tumori imali u proseku po 9 mutiranih gena. Stavieaki ispitivani tumor je imao
razlicit mutacioni genski profil (Sjoblom et al., 2006;084 et al., 2007). Miutim,
samo mali broj somatskih mutacija koje su prisutnevakom tumoru zapravo vodi
proces kancerogeneze (erdyivers). Ove driver mutacije su pozitivno selektovane
tokom onkogeneze jer daju prednost tumorstaljji, npr. promovisanjentelijskog
rasta ili izbegavanjem apoptoze (pregled u Masrtinal., 2012). S obzirom da postoji
veliki broj gena sa niskom stopom mutacija, te&koazlikovati koje od tih mutacija su
driver-i, a koje se javljaju naknadno (ermassengensi ne uttu na progresiju tumora
(pregled uGreenmanet al., 2007). Postoje i brojni dokazi koji ukazuja driver
mutacije ¢esto ¢ine kancersketelije fizioloSki zavisnim od konstitutivne aktivgei
onkogena, odgovornih za odrzavanje njihovog maligrfenotipa (npr. mutacije
PIK3CA u kolorektalniméelijskim linijama). Ovaj fenomen je poznat kao ,@gena
zavisnost® (engoncogene addictign(pregled u Jonkers and Berns, 2004; Samuels et
al., 2005; Weinstein, 2002).

1.1.5.1 MOLEKULARNI PUTEVI KOLOREKTALNE KARCINOGENEE

Kolorektalna neoplastna transformacija je viSestepen proces kojteig traje

godinama i préena je nizom karakterigtiih genettkih promena. U tom procesu dolazi
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do patoloSke transformacije normalnog epitela kal@nvo u adenomatozni polip, a
zatim u maligni karcinom koji ima invazivni potejadi (Slika 5). Kolorektalna

karcinogeneza se karakteriSe sukcesivnhom akumaomacinutacija u genima Kkoji

kontroliSu rast i diferencijaciju epitelniléelija, Sto za posledicu ima genomsku
nestabilnost (Goel et al., 2003).

Genes MSl APC, aN KRAS, PIK3CA, TP53, SMADA4, 3

(MMR mutation) B-Catenin  (e.g., CDC4) BRAF PTEN BAX TGFBRZ ,f_'\
(MLH1 methylation) f==
L} {2

= "-._\ P
Progression ~ -

>
Normal Small Large |
epithelium adenoma adenoma

| = :.’
P %

/" Metastasis
¢ Yy

Epithelium
Laminla x
Rropria SEERIEL IR SREOE. ] =,
Muscularis \\ == -’ i
mucesa = -
Submucosa —/
Growth - ¥ | f\
Factors ™ / L
cox2 ~ 15-PGDH Red blockers denote
/_\ tumor-suppressor

factors that are turned

EGFR / off in colon cancer
i

Green arrows denote

oncogenic mediators

that are turned on in
colon cancer

Slika 5. Genetike promene tokom kolorektalne karcinogeneze (pteuzeMarkowitz
and Bertagnolli, 2009).

Genomska nestabilnost predstavlja vazan diajga kolorektalnoj progresiji i na
osnovu nje mogu se razlikovati dva puta nastank&-@Rsupresorski (tradicionalni)
mutatorskiput (pregled u Deschoolmeester et al., 2010).ddogh godina predloZen je
I tre¢i molekularni put karcinogeneze kolomaetilatorskiput (Jass et al., 2002). Dakle,
sa molekularne tke gledista klasifikacija CRC-a se bazira d¢aijskim dogaajima
koji karakteriSu ova tri puta kancerogeneze: hraonoekoj nestabilnosti (eng.
chromosome_istability - CIN), mikrosatelitskoj nestabilnosti (engmicrosatellite
instability - MSI) i metilatorskom fenotipu CpG ostrvaca (e@pG island _nethylator
phenotype CIMP) (pregled u Perea et al., 2011).
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1. Supresorski put kolorektalne karcinogeneze

Supresorski ili tradicionalni put kolorektalne kiaw@geneze predlozen je joS 90-tih
godina proslog veka od strane FearonMogelstein-a (Fearon and Vogelstein, 1990).
Ovaj klastni model nastanka tumora od adenoma do mikrosskektabilninh (MSS)
karcinoma se moze titi kod 60-85% sporadnih CRC-a, a takie i kod sld¢ajeva sa
FAP-om u nekih 15% (pregled u Grady, 2004; pregleBerea et al., 2011; Snover,
2011). Molekularni profil ovih tumora karakteriSe $iromozomskom nestabilrins
koja ukljucuje gubljenje ili amplifikaciju hromozoma, aneuplu, translokacije,
gubitak heterozigotnosti (engpds_d heterozygosity LOH) i to nageXe za: 5q APC
gen), 8p, 17 pTP53gen) i 189 (genDCC, SMAD2 SMAD4. Inicijatorom ovog puta
smatra se gubitak ili mutacija u tumor-supre&BC (eng.Adenomatous &lyposis @l

- APC) genu, ali karakterigthe su i mutacije protoonkogem@RAS Gubitkom gena
DCC, SMAD2i SMAD4 dolazi do dalje progresije tumora i to onem@anjem
apoptoze. MutacijeTP53 gena se deSavaju kasnije, tokom prelaska bengmge lu
invazivnu bolest (pregled u Worthley et al., 2007).

2. Mutatorski put kolorektalne karcinogeneze

Kanceri koji nastaju ovim putem imaju o&e@ mehanizam za popravku pogresno
sparenih baza u DNK (enllismatch_Rpair Mechanism- MMR), ¢ime je omogdeno
nakupljanje mutacija. MMR je pod kontrolom nekolikgna pricemu su naei
MLH1, MSH2 MSHG PMS2 Nemoguinost popravkenismatcha se moze lako @i
jer rezultuje u varijabilnosti duzina kratkih, patienjih nukleotidnih sekvenci u DNK
(mikrosatelita) odcelije do ¢elije, tj. u mikrosatelitskoj nestabilnosti. Kao gbedica,
geni koji imaju mikrosatelite, kao Sto SIGF3RII, EGFRIli BAX sucesto mutirani u
CRC-ima (pregled u Liefers and Tollenaar, 2002)k 6-15% sporadnih CRC-a ima
MSI, nage&e uzrokovanu hipermetilacijom promotdwlH1 gena, véina HNPCC-a
se karakteriSe MSI fenotipom (mutacije MMR genaemgnativnim¢éelijama) (pregled
u Deschoolmeester et al., 2010; Grady, 2004; pdagleéerea et al., 2011).

3. Metilatorski put kolorektalne karcinogeneze

Pazljiva karakterizacija epigenetskih faktora, gaocometilacija promotorskih sekvenci
gena, dovela je do definicije CIMP kancera (pregléd/orthley et al., 2007). Oko 40%
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genskih promotora sisara sadrzi CpG ostrvca kojaesuetilovana kod eksprimiranih
gena (pregled u Perea et al.,, 2011). U karcinogeepmenetsko utiSavanje genske
transkripcije ovih sekvenci metilacijom bioloskig&vivalentno nastanku inaktivacione
mutacije. Kod CRC-a moZe se videti globalna hipda&ja genoma (najvise kod
ponovljenih DNK sekvenci) paralelno sa hipermetjtan promotorskih regiona
~Strateskih® gena, kao Sto mgr. MLH1 (pregled u Bariol et al., 2003). ViSe od polovine
tumor-supresor gena koji imaju ulogu u kancerogefenilijarnih kancer sindroma,
zbog mutacija u germinativnifelijama, je prondeno utiSano kod sporaaiih CRC-a
(pregled u Deschoolmeester et al., 2010). Smatradaemehanizam metilacije
promotorskih regiona igra ulogu u nastanku oko 3®RC-a. Za razliku od
tradicionalnog ,,adenom-karcinom* puta nastanka ttanmetilatorski put zagmje od
prekursorskih lezija zvanih ,sesilni reckasti adanpolipi“ (eng. sessil serrated
adenoma/polyp pa seiesto i sam put naziva engerrated pathwayKarcinomi nastali
ovim putem sa molekularnog aspekta se karaktergakwn prisustvonBRAFmutacija
(90%), kao inicijatora koji dovode do CIMP fenotjpa mogu biti i MSI-H (eng.
microsatellite instability - high - MSI-H) i MSS (eng.microsatellite gable - MSS)
(pregled u Perea et al., 2011; Snover, 2011). stksuCIMP-a se moze zapaziti i kod
tumora koji noseKRAS mutacije, ali u mnogo manjem procentu, Sto gowoprilog
tome da polipi koji nosBRAF, odnosnoKRASmutacije najverovatnije imaju raili
serratedput nastanka (pregled u Huang et al., 2011; Rasgndt al., 2007; Shen et al.,
2007).

1.2 KONCEPT PERSONALIZOVANE MEDICINE U  TERAPUI
KOLOREKTALNOG KANCERA

Personalizovana medicina predstavlja nov medicinsidel prilagdavanja i
primene najbolje mogde terapije za svakog pojedimeg bolesnika. Primena koncepta
personalizovane medicine se odnosi kako na udapje prevencije, tako i nadenje
bolesti. Dobro je poznato da razii bolesnici reaguju na razite n&ine na isti lek.

Individualne razlike u farmakoloSkom odgovoru baika na primenjene lekove
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dovode do ozbiljnih klinikih problema, od kojih su najvazniji otezanoideje,
nezeljene reakcije na lekove i interakcijedméekovima.

1.2.1 FARMAKOGENETIKA | PERSONALIZOVANA MEDICINA

lako mnogi faktori utiu na efekte lekova, ukljwjuci starost, funkcionalno
stanje organa, terapiju drugim lekovima, interakdgkova, prirodu oboljenja, postoje
mnogi sl¢ajevi gde su miusobne razlike u farmakokinetici i farmakodinamedova
genettki determinisane. Varijacije u sekvencama gena kogiraju sintezu enzima
ukljucenih u metabolizam lekova, transportera lekoveiljnih molekula za dejstvo
lekova, se smatraju odgovornim za pomenute raflikegled u Evans and Johnson,
2001). Procenjuje se da gegktifaktori mogu uticati sa 20-95% u varijabilnostekata
lekova (Kalow et al., 1998) Ve¢ina studija koje danas ispituju vezu izinegena i
terapijskog odgovora na lek je u osnovi farmakotjéka.

Farmakogenetika je oblast medicine kojat&ta povezanost gengih osobina
pojedinca sa efikasné$ i tokscnoxu lekova (Slika 6). Za razliku od
farmakogenomike koja ispituj&itav niz gena koji u miusobnoj interakciji odrduju
efikasnost i bezbednost leka, farmakogenetika serbanogenskim varijacijama. Cilj
farmakogenetike jeste optimizacija terapije premdividualnom genotipu bolesnika i

minimiziranje nezeljenih dejstava leka (pregledvals and McLeod, 2003).

Drug toxic but
beneficial

Drug texic but
NOT beneficial

AN,

Drug NOT toxic and Drug NOT toxic

NOT beneficial and beneficial

Slika 6. Farmakogenetika - povezanost genotipovefikasnosu i toksiéno%u lekova
(Preuzeto iz Justin, 2007).
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1.2.2 MOLEKULARNA CILJANA TERAPIJA KOLOREKTALNOG KA  NCERA

U poslednjih deset godina terapija pacijenata sacérom je zn@jno
poboljSana zahvaljufii bollem razumevanju molekularne osnove bolesttjnoigaciji
hemioterapije i uvéenju ciljane terapije (pregled u Martini et al.,12). Danas je
poznato da je CRC vrlo heterogen na molekularnomuwni da to u mnogome doprinosi
razlicitoj prognozi i ishodu l&enja pacijenata (Li et al., 2011). Pored toga, ujazna
potrebu za personalizovanim terapijama. Farmakalddkkada onkogenih dod@a u
kancerskim¢elijama ¢esto vodi ,zavisiikom Soku“ (eng.addiction shock koji za
posledicu im&elijsku smrt ili zaustavljanje rasta. ,Paradigmaignosti“ je iskorigena
u farmakologiji i dizajnirani su lekovi koji spetiho ciljaju izmenjene proteine, tj.
omoguiena je primena molekularne ciljane (etayge? terapije (pregled u Martini et
al., 2012). Primena molekularne ciljane terapijeswakodnevnoj klinikoj praksi je
uslovljena potrebama za identifikacijom biomarkecalreienih bolesti. Razvoj
tumorskih biomarkera je neophodan za postizanje detekcije tumora (dijagnosi
marker), za bolje stratifikovanje pacijenata u jgogl prognoze (progno&ki marker) i
za optimizaciju terapije za pojeditveg pacijenta (prediktivni marker) (pregled u
Hamilton, 2008).

Medu razvijenim novim terapijama zasnovanim na cilfanmolekularnim
biomarkerima nalaze se dva monoklonska antitelabittx® (cetuksimab) i Vectibi%
(panitumumab), usmerena ka inhibiciji EGFR-a, ksjajasno pokazala efikasnost u
lecenju metastatskih oblika CRC-a (MCRC). Cetuksinmalhimerno humano - misje
antitelo 1gG1 tipa, dok je panitumumab potpuno hoen&yG2 antitelo. EGFR pripada
ErbB/HER porodici transmembranskih glikoproteinsk@teptora sa tirozin kinaznom
aktivnou i prekomerno je eksprimiran u do 80% CRQime predstavlja adekvatan
cilj za terapiju navedenim antitelima (pregled urdbska et al., 2000). Vezivanjem
odgovarajdeg liganda (EGF, TGE epiregulin, amfiregulin) za EGFR dolazi do
njegove homo- ili heterodimerizacije sa nekim @anova iz iste porodice (Slika 7).
Dimerizacijom se aktivira autofosforilacija unutalijskih tirozin kinaznih ostataka i
indukuje se prenos signala preko r&gh signalnih puteva, RAS/RAF/MAPK,
PISK/AKT i STAT/AKT (pregled u Patil et al., 2010Qvi putevi imaju zné&jnu ulogu

u regulaciji ¢elijskog ciklusa, ¢elijskoj proliferaciji i prezivljavanju, adheziji,

15



angiogenezi, migraciji i invaziji, svim kljimim komponentama tumorske patogeneze
(pregled u Spano et al., 2005). Nasuprot tome,veer antitela za EGFR vodi
blokiranju nizvodne signalizacije. Matim, pokazano je da su EGFR-ciljane terapije
efikasne samo u odtenoj grupi pacijenata sa CRC-om (pregled u Dasflerwi al.,
2007). Metu molekularnim biomarkerima koji definiSu ovu grugw pre svega mutacije
KRASI BRAFprotoonkogena, za koje je pokazano da prdajuiodsustvo odgovora na
cetuksimab i panitumumab (Benvenuti et al., 2007;Nixolantonio et al., 2008;
Herreros-Villanueva et al., 2011; Karapetis et2008; Liévre et al., 2006; Loupakis et
al., 2009).

Slika 7. EGFR ligandi i signalni putevi ¢eliji (preuzeto sa https://www.cobas-
roche.co.uk/UserFiles/Image/EGFR%20signaling%2Q0pagtjpg).

1.3KRASPROTOONKOGEN: STRUKTURA, FUNKCIJA | MUTACIJE
Pre viSe od 30 godina (1982.) Chang-a i sarad@i@82) su otkriliKirsten Rat

Sarcoma Virusi Murine Sarcoma Viruonkogene povezane sa glodarskim sarkom
virusnim genima. HumanKRAS gen je homolog ova dva onkogena. Ubrzo zatim
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uoceno je da izmenjei{RASgen kodira abnormalne forme p21 proteina u kakoars
¢elijama i da je povezan sa karcinogenezom (DeiGouper, 1983).

Postoje dve formeKRAS gena u humanom genom&RAS4Ai KRAS4B
KRAS4Agen je pseudogen nastao KRAS4Balternativnim iskrajanjem informacione
RNK (iRNK). Glavna forma genaKRAS4B(u daljem tekstuKRAS, se nalazi na
kratkom kraku hromozoma 12 (na poziciji 12p11.11)2.kodira iRNK duzine 5,5 kb
(McGrath et al., 1983; Popescu et al., 19833ASima Sest egzona od kojih su egzoni
2, 314 kodirajdi (Carta et al., 2006).

1.3.1 KRAS PROTEIN: STRUKTURA, FUNKCIJA | REGULACII A
AKTIVNOSTI

KRASgenski produkt, KRAS protein, pripada super-fammhalih GTP (guanin
trifosfat)-vezujiih proteina (G proteini). To su monomerni proteiijg se mase kel
od 20 do 40 kDa. Mogu vezivati kako GDP (guanirosiift), tako i GTP, a imaju i
GTP-aznu hidrolittku aktivnost. Predstavljaju kijme elemente u skoro svim signalnim
putevima i do danas je prateno oko 150 malih G proteina klasifikovanih u 5 figen
(RAS, RHO, RAB, SAR1/ARF | RAN). RAS familija ukljuje HarveyRas (HRAS),
neuroblastomé&Ras (NRAS) i KirstenrRAS (KRAS) proteine. Podenje
aminokiselinskih (AK) sekvenci proteina RAS fanelipokazalo je da postoji 30-55%
homologije médu razlcitim vrstama (pregled u Linardou et al., 2011). Rag koji
pokazuju najvéu homologiju méu ¢lanovima familije su amino (N) terminalni domen
(AK 1-85) sa 100% i region od AK-e 85-165 sa 85%nbitngije (Slika 8) (pregled u
Quinlan and Settleman, 2009). Oni su odgovornieawanje GDP-a i GTP-a i zajedno
¢ine GTP-vezujti dzep. U ovom domenu se tal@nalaze i konsenzusne sekvence za
interakciju sa nizvodnim efektorima (encpre effector region Sekvence locirane u
karboksi (C) terminalnom domenu, hipervarijabilagion - HVR (AK 165-185/186) i
C-terminalni motiv (CAAX), su odgovorne za lipidrmosttranslacione modifikacije
proteina koje obezldgju ispravnu biolosku aktivnost, determinacijéelijske
lokalizacije (citoplazmatska stranélijske membrane) i interakciju sa efektornim
proteinima (Finegold et al., 1990; pregled ucilaet al., 2010).
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GTP binding and hydrolysis Processing/targeting

1 85 165 185/186 188/189

1 1 HVR CAAX

100% 85% 4%

Slika 8. Struktura RAS proteina (modifikovano pre@ainlan and Settleman, 2009).

KRAS protein ima 188 aminokiselina i molekulskusunad 21,6 kDa (McGrath
et al., 1983). On je teliji u neaktivnom stanju dok god ne veze GTP,j8teegulisano
unutar- i vakelijskim signalima. Kada se GTP veze (aktivho sgnjdolazi do
aktivacije dva speciéna domena proteina i njegove konformacione proménha.
domeni su poznati kaBwitch1l (AK 30-38) iSwitch2 (AK 59-67), i¢ine efektorsku
petlju koja ima ulogu u kontrolisanju spetifosti vezivanja KRAS GTP-aze za njene
efektorske molekule (pregled u dénet al., 2010).

Prelazak iz neaktivnog (RAS-GDP) u aktivno (RASF3 Btanje je posredovan
GEP proteinima (engsuanine nucleotide ¥thange_lPoteins - GEPS) koji ubrzavaju
proces disocijacije GDP-a i vezivanja GTP-a. GTR-aktivirajlti proteini (eng.
GTPase-Ativating Roteins — GAPs) ubrzavaju GTP-aznu aktivhost samog KRAS
proteina i vréanje u prvobitno, neaktivno stanje (Gideon et1#192).

U mirujwtim netransformisaninéelijama u GO fazi manje od 5% RAS proteina
je u aktivnom stanju, dok se taj procenat gawva na 50% nakon stimulacifelije
razlicitim mitogenima, kao Sto su EGF, PDGF (eRtatelet-Derived Gowth Factor -
PDGF), interleukin 2 i 3, i GM-CSF (engGranulocyte—Microphage _Glony
Simulating Factor - GM-CSF) (pregled u Adjei, 2001; Osterop et 8993).

Konformaciona promena KRAS proteina oméaya njegovu interakciju kao
adaptera sa mnogobrojnim nizvodnim prenosiocimaasegg U aktivnom GTP stanju
KRAS se moze vezati za: RAERifie se pokrée mitogen-ativated potein knase -
MAPK signalni put), PI3K - fosfatidil-inozitol-3-kiazu ¢ime se aktivira AKT), PLC —
fosfolipazu C, RAL ¢ime se aktiviralun amino-terminal kinasesJNK signalni put)
i/ili RAC (Slika 9). Krajnji efekti aktiviranja naedenih signalnih puteva, kako u
normalnim tako i u neoplagtio transformisaningelijama, jesu: intenziviranjéelijske

proliferacije, broja deoba, prezivljavanja; regafige diferencijacije, apoptoze i
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angiogeneze; regulisanje transporta vezikula i rdike aktina, tj. organizacije
citoskeleta; aktivacija odgovardjh mehanizama za popravku DNK; regulacija

signalizacije preko kalcijuma (Ca).

§| Growth factor

Receptor tyrosine kinase

Other GRB2 ) Gab .
effectors \_/

‘ TIAMI ‘ ‘ PI3K ‘ @Féﬁqﬁ;m ' RGL. RGL2 ‘ ‘ e ‘ I
S | ¥ 4 ¥ i
‘ Rac ‘ ‘ PDKI ‘ MEK ‘ — ‘ ‘ it ‘
i |
e ¥ 3 ¥ i
>
V 3 ¢

Vesicle
Proliferation trafficking

Calcium

Cytoskeletal
signalling |

organization

‘ Survival

Slika 9. Sematski prikaz RAS signalnih puteva (pega iz Schubbert et al., 2007).

1.3.2 MUTACIJE KRAS GENA U ONKOGENEZI CRC-a

Aktiviraju¢e somatske mutacijRASgena su do danas detektovane u ¢irti
humanim malignitetima. Onkogena formdRASa je prevalentna u karcinomu
pankreasaX80%), kolorektalnom karcinomu (30-50%) i karcinopiu¢a (30-50%), ali
se takde javlja i kod endometrijalnog i cervikalnog karmetumora dojke, jetre i
beSike, mijelodnim leukemijama (Bos, 1989; Downwa2003; Forbes et al., 2008;
Herreros-Villanueva et al., 2011). Aktivirgg mutacije mogu dovesti do inhibicije
GTP-azne funkcije KRAS proteina ili onemdgwati njegovu aktivaciju GAP
faktorima, Sto rezultuje nakupljanjem samog praainaktivnoj, GTP formi (pregled u
Schubbert et al., 2007). Konstitutivho aktiviran KR ne samo da doprinosi inicijaciji
tumora, vé i tumorskom rastu, prezivljavanju, progresiji, a¥ji lokalnog tkiva,
formiranju metastaza, angiogenezi,da& i imunskom odgovoru (pregled u Schubbert
et al., 2007; Smakman et al., 2005; pregled u Vaekién et al., 2008). \Wna mutacija
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(>95%) u CRC-u koje su odgovorne za sintezu

907 trajno aktivnog KRAS proteina su ckaste

7 mutacije koje menjaju zkanje kodona i imaju
7 za posledicu ugradnju druge AK-e (eng.
30
missensk predominantno locirane u 12-om (oko

82%) 1 13-om (oko 17%) kodonu egzona 2
— (Slika 10) (Edkins et al., 2006; Kotoula et al.,
2009; pregled u Linardou et al., 2011). Mutacije

10 4

\
\

1.0

Mutations (%)

0.8 4

0.6

0.4 na drugim pozicijama, kao Sto su kodoni 61 i

0.2 ” 146, su detektovane u manjem procentu (1-4%),
0.0 511 I|_I I|_I ITI I|_I T ITI T
8 12 13 14 19 22 59 61 117 146

Codon =~ potpunosti ispitan (Edkins et al., 2006; Luopakis

wras {S00| B0 [BORL{BFFL. et al., 2009; Oliveira et al., 2004).

i njihov Klinicki znaaj nije joS uvek u

Slika 10. Sematski prikaz egzoréRAS gena i procenta mutacija po kodonima

(preuzeto iz Martini et al., 2012).

U okviru 12-og i 13-0g kodona, mutacionogof spota“, sledéih sedam mutacija se
smatraju na@egim: p.G12A, p.G12D, p.G12R, p.G12C, p.G12S, p.Gizy.G13D
(pregled u Forbes et al., 2008). Pretpostavljaaendtacije u ovim kodonima imaju

glavnu ulogu u progresiji CRC-a (Andreyev et a@98).

1.3.2.1 KRAS MUTACIONI STATUS KAO PROGNOSTIKI | PREDIKTIVNI
MARKER

S obzirom da se mutacijeKRASuU smatraju ranim dogajem u kolorektalnoj
karcinogenezi i progresiji, i da je onkogena aktijgaRASsignalnog puta uklgena u
mnoge aspekte malignog procesa, pretpostavlja $€Rdesmutacioni status moze biti
prognostéki faktor u CRC-u. Prema nekim studijark& ASmutacije su asocirane sa
tumorima viSeg stadijuma, posenim metastatskim potencijalom, loSijom prognozom i

smanjenim ukupnim prezivljavanjem (er@yerall Survival - OS) i prezivljavanjem bez
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progresije bolesti (end2rogression_fee Qurvival - PFS) (Andreyev et al., 1998 and
2001; Bos et al., 1987; Samowitz et al., 2000; Zansem et al., 2010; Wang et al.,
2006). Metutim, podaci o prognoskoj vrednosti KRAS mutacija u CRC-u su
kontraverzni i zahtevaju dodatne potvrde (Karapettil., 2008; Roth et al., 2010).

Mutacije uKRASgenu kompletno blokiraju normalnu funkciju RAS t@ioa |
produzavaju njegov poluzivot u aktivnom stanju, utegu¢i neregulisanom
stimulacijom nizvodnih puteva transdukcije signalagzavisno od spoljasnje
stimulacije. Ovakav statuSRASgena onemogdiava delovanje inhibitora koji deluju na
uzvodne komponente EGFR signalnog p&i#k, i ukoliko je doSlo do amplifikacije ovih
komponenti. Prema literaturnim podacim@RAS mutacije su povezane sa slabim
odgovorom na terapiju i kéan PFS i OS kod pacienata sa CRC-ontelgh
cetuksimabom i/ili panitumumabom, kao monoterapganii u kombinaciji sa
hemioterapijom (Amado et al., 2008; Bokemeyer gt24110; De Roock et al., 2008; Di
Fiore et al., 2007; Liévre et al., 2006). Na osnovih podataka, FDA (endzood &
Drug Administration- FDA) i EMEA (eng.European_Médicines_Ajency- EMEA) su
ograntile upotrebu cetuksimaba (2004. godine) i panituraban (2006. godine) na
bolesnike sa mMCRC-om koji su imali progresiju bblaakon standardne hemioterapije
I kod kojih nisu ndeneKRASmutacije (engwild-type- wt KRAS (Giusti et al., 2008).
Navedene odluke predstavljaju vazan diagar molekularnoj onkologiji kako u svetu
tako i u nasoj zemlji, jer je prvi put odobrena trpba ciljanog molekularnog leka
ograntena na pacijente sa spetifim molekularnim profilom gena.

Uprkos wtKRAS statusu, utweno je date samo 40-60% bolesnika zapravo
odgovoriti na terapiju (pregled u Linardou et &Q08; Loupakis et al., 2009). Ova
¢injenica ukazuje na postojanje dodatnih molekularmarkera, iz istog ili nekog
drugog signalnog puta, koji mogu imati ulogu u pgra Medutim, neki bolesnici
(<10%) saKRAS mutiranim tumorima mogu ipak da odgovore na EGHamu
terapiju. Nosioci p.G13D mutacije, koja je i1 jedrad nage&ih, imaju bolje
prezivljavanje u odgovoru na cetuksimab monoteuakéo i kombinovanu terapiju (De
Roock et al.,, 2010). Take, novija istraZzivanja pokazuju da su mutacije ogega
specifcne za tip tumora, kao i da imaju r&li bioloSki efekat i transformisi
potencijal (specitino p.G12V) (Andreyev et al., 2001; De Roock et2010; Forbes et

al., 2008; Miller i Miller, 2011). ZapaZeno je da swutacije detektovane u primarnim
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kolorektalnim tumorima takde prisutne i u metastazama, i da procenat te sayati
ide i do 96% (Ltar et al., 2011; Santini et al., 2008).

1.4BRAF PROTOONKOGEN: STRUKTURA, FUNKCIJA | MUTACIJE

Humani protoonkogemRAF, v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B1, je lociran na dugom kraku hromozoma 7 na pozitijad. Sastoji se od 18 egzona i
kodira iRNK duzine 2478 bazna para (bp). Produktgogena je protein kinaza wéhe
766 AK-a i mase oko 84,4 kDa, jedna od glavnih &fiek nizvodno od KRAS-a u
RAS/RAF/MEK/MAPK signalnom putu (pregled u Phillipst al., 2010; Roskoski,
2010).

1.41 BRAF PROTEIN: STRUKTURA, FUNKCIJA | REGULACIJ A
AKTIVNOSTI

RAF familija proteina obuhvata tri serin/treonirofein kinaze: ARAF, BRAF i
RAF-1/CRAF. Ove kinaze se aktivirajuéeliji na GTP-zavistan rian od strane RAS
proteina (pregled u Vakiani and Solit, 2011). Stowko kod ovih proteina se mogu
razlikovati dva funkcionalna domena sa tri konzesmia regiona (CR): N-terminalni
regulatorni (CR1 i CR2) i C-terminalni kinazni dom@CR3) (Slika 11). U neaktivnoj
konformaciji, smatra se da RAF formira zatvorernulduru u kojoj regulatorni domen
interaguje sa kinaznim domenom (Wan et al., 2004).

Aktivirani RAS se vezuje za RAS-vezépi mesto u CR1 regionu i priblizava
RAF protein ¢elijskoj membrani. Tu se zatim vrSi fosforilacijpegificnih AK-a
(treonina 599 i serina 602 kod BRAF-a) u aktivacionsegmentu CR3 regioname se
RAF protein aktivira. CR2 region sadrzi regulatorfasforilaciona mestacija
defosforilacija je neophodna za vezivanje RAS pnateNeke mutantne forme BRAF-a,
ukljucéuju¢i p.V600E, su konstitutivno aktivne i sposobne damonomernoj formi
fosforiliSu MEK na RAS-nezavistan &ia (Wan et al., 2004). Ponekada, u zavisnosti od
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¢elijskog konteksta, dalja signalizacija moze ii preko heterodimera BRAF-CRAF
(Rushworth et al., 2006).

Regulatory Domain Kinase Domain

Ras Crysteine
Binding Rich
Domain  Domain
CR1 CR2 CR3
> | & db o @b b
® ® @ D @ @ G
Phosphorylation 543 5233 5259 533858339 YIMMOY34l  Td91  8494,79 8621
Sites
\ J . _

N T

Inhihits Raf Activation,
and Coupling to MEK

Regulatory

Function Ras Binding

Required for Raf Activation

Slika 11. Struktura RAF proteina: funkcionalni dotheregulatorna mesta fosforilacije
(preuzeto iz Sridhar et al., 2005).

RAF proteini dele mnoge strukturne i bioloSke aseb dok je njihova
ekspresijacelijski speciftna (pregled u Sridhar et al., 2005). Postoje vaazdike
medu njima koje se pre svega odnose na regulaciju antestforilacije proteina, tj.
moguwenost njihove kinazne aktivacije (Marais et al., TZP9BRAF pokazuje wal
bazalnu kinaznu aktivhost u odnosu na CRAF jer ¢gmskitutivho fosforilisan na
poziciji serina 445, nezavisno od stimulacije oraign RAS-om. Fosforilacija serina
445 ipak doprinosi maksimalnoj aktivaciji BRAF-adiou¢i bazalnu, a zatim i RAS-
indukovanu aktivaciju. Fosforilacija homologe AKeskozicije u CRAF-u (serin 338)
je pak RAS zavisna. Za maksimalnu aktivaciju CRAReophodna je i dodatna
fosforilacija od strane SRC-a na poziciji tiroziBdl (Mason et al., 1999). ARAF
protein se stino ponasa CRAF-u; slabo je aktiviran RAS-om, a nonage SRC-om.
Ova dva signala zapravo deluju sinerglgtkako bi obezbedili maksimalnu aktivaciju
proteina. S obzirom da jedino BRAF ne zahteva akiju pom@u dva proteina (lakSe
se aktivira), moZe se pretpostaviti da je on glaktivator nizvodnog MEK-a i primarni
cil onkogenog RAS-a (Marais et al., 1997). Navedezgulatorne razlike daju bioloSku
osnovu razlika efekata pojedimh mutacija. Smatra se da mutacija kodona 600
oponasSa fosforilaciju AK-a u aktivacionoj petljrezultuje konstitutivnom aktivacijom
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BRAF-a, dok mutacija homologe pozicije u CRAF-u reimsti efekat. Takde, ove
razlike mogu dati i potencijalno objasSnjerdj@jenice da je BRAF najviSe mutiran od
svih ¢lanova RAF familije u kancerimaD@vies et al., 2002; pregled u Mercer and
Pritchard, 2003).

Smatra se da je ®ma funkcija RAF proteina posredovana fosforilacija
aktiviranjem MAPK signalnog puta. MAPK je inicijainbila poznata i kao ERK 1/2
(eng.extracellular signal-egulated_khases 1 and 2 ERK 1/2). Nizvodno od RAF-a
prvo se fosforiliSe MEK1/2, a zatim ova kinaza sé na&in aktivira MAPK, koja
reguliSecelijske funkcije direktnom fosforilacijom nukleusnitranskripcioni faktori -
ETS, ELK, MYC) ifili citosolnih (p9&°) supstrata. MAPK signalna kaskada
omoguiava prenos signala od receptora na memhi@ije do transkripcionih faktora
koji reguliSu ekspresiju gena. U zavisnosti od tghanulusa i¢elije, ovim putem se
prenose signali koji reguliSutelijsku diferencijaciju, proliferaciju, apoptozu i
angiogenezu (pregled u Sridhar et al., 2005; pdeglgakiani and Solit, 2011).

1.4.2 MUTACIJE BRAF GENA U ONKOGENEZ| CRC-a

Somatske t&kaste mutacije BBRAF genu su zapazene u réslm tipovima
tumora. Izmenjena form@RAFa je detektovana u oko 70% melanoma, 30-69%
tiroidnih tumora, 15-30% ovarijalnih, 10-15% kolktalnih, kao i u manjem procentu u
drugim kancerima (plia, akutne leukemije, limfomi itd.) (Cohen et aD03; Davies et
al., 2002; Herreros-Villanueva et al., 2011; Kuretal., 2003; Rajagopalan et al., 2002;
Singer et al., 2003; Wellbrock et al., 2004). ViaakopaBRAF mutacija u humanim
kancerima sugeriSe dRAFima onkogenu funkciju u karcinogenezi (pregledratias
et al., 2011).

U okviru CRC-a incidenc8RAF mutacija varira i u zavisnosti od tipa tumora.
MSI-H/CIMP-H tumori kolona imaju visoku stopBRAF mutacija, dok je ona jako
niska kod MSS/CIMP-negativnih tumora. Stopa muga€iRASgena u ovim tipovima
tumora je potpuno obrnuta; niska kod MSI-H/CIMP-ldmbra, a visoka kod
MSS/CIMP-negativnih tumora (Sanchez et al., 20@8).razliku od sporadnih MSI

tumora, HNPCC sindromi se odlikuju odsustv@RAF genskih promena (pregled u
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Vakiani and Solit, 2011). U rektalnim kancerimaddd, mutacijeBRAFa su jako retke
(Kalady et al., 2009)BRAF mutacije se smatraju ranim daggem u karcinogenezi
kolona (deSavaju se na nivou polipa) i verovatnuteanzaju dodatne genske promene za
indukciju ¢elijske transformacije (pregled u Pratilas et2011).

Mutacije u BRAF genu su predominantno locirane u dva regiona kiogz
domena: petlji bogatoj glicinom (P-petlja) u egzohl i aktivacionom segmentu u
egzonu 15 (Slika 12). Mietim, substitucija valina u kodonu 600 egzona 15
glutamatskom kiselinom (p.V600ENi oko 90% svilBRAF missensmutacija (oko 65
poznatih) koje se javljaju u humanim malignitetifzavies et al., 2002; Kumar et al.,
2003; Roskoski et al., 2010). Strukturna analizetgmstavlja da p.V600E mutacija
onemoguava inhibitornu interakciju iznde P-petlje i aktivacionog segmenta, Sto vodi
konstitutivnoj kinaznoj aktivaciji BRAF-a (Wan ek ,a2004). Mutacija uvodi negativno
naelektrisanu AK-u u aktivacioni segment Sto faxajpe aktivhu konformaciju proteina.
Do 2004. godine smatralo se da se ova mutacijazinaéakodonu 599 usled greske u
sekvenciranju (Wellbrock et al., 2004). Pored owkssitucije na istoj poziciji se mogu
nekada né i slede&e promene: p.V600A, p.V600D, p.V600G, p.V600OK, pO@M i
p.V600R (pregled u Mercer and Pritchard, 2003).
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Slika 12. Sematski prikaz domena BRAF proteinaigif@a aminokiselinskih izmena

asociranih sa kancerima (modifikovano prema Waal.e2004).
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1.4.2.1 BRAF MUTACIONI STATUS KAO PROGNOSTIKI | PREDIKTIVNI
MARKER

Rezultati razliitin studija sprovedenih do sada pokazuju da jeinamitBRAF
marker loSije prognoze. Neki autori su utvrdili Zagu asocijaciju mutacija BRAFRu
sa kolorektalnim tumorima koji se javljaju na dgsstani (engright-sided, starijom
starosnom dobi (>60 godina), viSim gradusom, Zengiolom i MSI-H tumorima (Roth
et al.,, 2010; Sanchez et al., 2009). AsocijaBRAF p.V600E mutacije sa loSim
klini¢ckim ishodom pacijenata (zé@no smanjenim PFS i OS) je taleprim&ena bez
obzira na vrstu terapije, naito kod MSI-S tumora stadijuma 1l-IV (Roth et a&010;
Samowitz et al., 2005).

Uz retke izuzetkeBRAF p.V600E iKRASmutacije su iskljtive (eng.mutually
exclusivg u CRC-u, Sto se dugo smatralo znakom funkcionae@undantnosti
(Popovici et al., 2012)Cinjenica da se navedene mutacije ne javljaju zajadistim
histoloskim tipovima CRC-a sugeriSe da ove genskenpne aktiviraju zajedeki set
nizvodnih efektorskih molekula koji @ti na transformacijuelije (pregled u Vakiani
and Solit, 2011). Pokazana je i piila razlika u prognozi pacijenata ISRASI BRAF
mutiranim mMCRC-om, sa jasno loSijom prognozom lblexi BRAFmutanata (Roth et
al., 2010). Smatra se da kod njih to moze biti gdish viSeg nivoa aktivacije MAPK
(pregled u Pratilas et al., 2011). Za razliku odive KRASmutiranih CRC-aBRAF
mutirani MCRC-i nemaju dobar odgovor ni na jedminttnu hemioterapiju, i ishod tih
pacijenata je stan onome netretiranih pacijenata (Popovici e28l12).

Kada je u pitanju EGFR-ciljana terapija antitelinsnatralo se da jBRAF
mutacioni status pre prognadti nego prediktivni marker odgovora na cetuksimab u
pogledu PFS-a i OS-a (Tol et al., 2009). Ipak, ne#festudija pokazuju da je BRAF
genotip neophodan za odgovor na cetuksimab i paniab, bilo u mono- ili
kombinovanoj terapiji (Di Nicolantonio et al., 2Q08upakis et al., 2009). Pacijenti sa
mutiranim statusom ovog gena imaju &rRFS i OS. Stavide, na osnovu meta-analize
Mao-a i saradnika, u neselektovanoj grupi pacijenatm€RC-om ututeno je da nema
asocijacijeBRAFp.V600E mutacije sa nedostatkom odgovora na EGE&uzuiterapiju
antitelima, dok u selektovanoj grupi (samo WRAS pacijenti) ova mutacija ima

negativan efekat na terapijski odgovor (Mao et211).
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BRAF genotipizacija nije joS uvek uvrStena u standardvgveznu kliniku
praksu kako u svetu, tako ni u Srbiji. Na osnowaulata studija koje su sprovedene do
sada, kao i na osnovu NCCN (emational Gomprehensive &cer Network- NCCN)
preporuka BRAF p.V600E mutacija bi mogla da bude jedan od dotdatmblekularnih
biomarkera kod wKRASpacijenata sa mCRC-om (NCCN GuideliflesOdretivanje
mutacionog statusa ovog gena bi u mnogome dopripelioj selekciji pacijenata za
EGFR-ciljanu terapiju.
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2. CILJ RADA

S obzirom na nedovoljno objasnjenu povezanost njat&RASiI BRAF gena sa
klini ¢ko-histopatoloskim karakteristikama karcinoma kekduma (stadijum bolesti,
primarna lokalizacija, histoloski gradus, wéha tumora, zahwvenost regionalnih
limfnih ¢vorova, prisustvo inicijalnin metastaza) i karalggkama bolesnika sa ovim
karcinomom (starosna dob, pol, performans stakes), i na povezanost pomenutih
potencijalnih biomarkera sa adjuvantnom hemiotgpapii EGFR-ciljanom terapijom,
cilievi doktorske disertacije bili su:

« Utvrdivanje prisustva, ¢estalosti i tipaKRASmutacija (deset n&&ih mutacija
u egzonima 12 i 13) kod pacijenata sa kolorektalkeEmcerom u populaciji
Srbije.

» Ispitivanje povezanosti prisustva i tip&RAS mutacija sa kliniko-
histopatoloskim karakteristikama karcinoma koloveké i karakteristikama
bolesnika.

e Utvrdivanje prisustva i &estalosti BRAF p.V600E mutacije kod podgrupe
bolesnika sa kolorektalnim kancerom koji imajukKiRASstatus.

* Ispitivanje povezanosti prisustv@RAF p.V600E mutacije sa klitko-
histopatoloskim karakteristikama karcinoma koloveké i karakteristikama
bolesnika.

» Ispitivanje klincke upotrebljivosti KRAS i BRAF p.V600OE mutacija kao
moguih prediktivnih biomarkera adjuvantne terapije. dtkévni znaiaj je
procenjivan kroz povezanost mutacija sa duzinontipijavanja do pojave
metastaza (TTM).

» Ispitivanje prediktivnog zn@mja BRAF p.V600OE mutacije kod podgrupe
pacijenata sa WKRASstatusom u odgovoru na spediiu EGFR-ciljanu terapiju
kolorektalnog karcinoma.

* Procena adekvatnosti ispitivanin markera za subgmape bolesnika sa

kolorektalnim karcinomom.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 UZORCI

U radu su korig&ni formalinom fiksirani i parafinom ukalupljeni r(g.
Formalin-Fixed and_Rraffin-Embedded- FFPE) uzorci tkivakolona i rektuma 188
pacijenata obolelih od kolorektalnog kancera. Kwagagtike bolesnika i Kkliriiko-

histopatoloSke karakteristike tumora date su u ITdbe

Tabela 1. Karakteristike bolesnika i kiktkbd-histopatoloSke karakteristikearcinoma

kolorektuma.

Karakteristike ' Broj bolesnika Karakteristike ' Broj bolesnika
(n=188) (n=188)

Pol M kategorija

musKki 117 MO 89
Zenski 71 M1 99
Starost (godine) T kategorija

opseg 27-80 T2 9
medijana 60 T3 98
prose&na starost 58,5 T4 37
nije odreien 2 nije odreten 44
Performans status N kategorija

0 57 NO 21
1 106 N1 52
2 9 N2 66
nije odreten 16 nije odreten 49
H|§tolosk| tip/ ) Dukes

Primarna lokacija

kolon 95 B 11
rektum 80 C 58
rektosigmoidni prelaz 12 D 91
nije odreten 1 nije odreten 28
Gradus

Gl 25

G2 108

G3 12

nije odreten 43
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Parafinski kalupi tkiva su 8eni mikrotomom na ljuspice debljine oko 30 um na
odeljenju Patologije Instituta za onkologiju i raldigiju Srbije. U zavisnosti od petne
kolicine tumorskog tkiva, jedna do Sest ljuspica je lgaa u ependorficu ¢uvana na

temperaturi od + 4°C do izolacije DNK.

3.2 IZOLOVANJE DNK 1Z KALUPA QlAamp ® DNA FFPE TISSUE KIT-om

QlAam® DNA FFPE Tissue Kit(QIAGEN, UK)

omoguiava efikasnu izolaciju DNK iz parafinskih kalupa

Remove parafin  (S€Matski prikaz procedure na Slici 13). Ovom pdocem
najpre se uklanja parafin iz pojedémag uzorka kori&njem
ksilola. Zatim se liziranjec¢elija odvija u denaturigim

lyse uslovima (inkubacijom uzoraka na %) kori&enjem
proteinaze K IATL pufera. Zaostali tragovi parafina se dalje
uklanjaju inkubacijom uzoraka na %@ pri ¢emu dolazi i do
parcijalnog uklanjanja formaldehidnih promena nirg&ih
kiselina. Nakon ovog koraka, DNK se vezuje za ailik
membranu afinitetnih kolonica. Ispiranje uzora®a/1i AW2

S puferima kroz ovaj tip membrane omaégua selektivho
vezivanje samo DNK molekula na njenu povrSinu, dek
necistoce sakupljagju na dnu ependorfice i odbacuju se.

] Odvajanje DNK od povrSine silika membrane postize s

elucijom saATE puferom.

Eute Pre nego Sto se zape sa procedurom, neophodno je pufere

pripremiti prema uputstvu proizdeca 1 ekvilibrisati na

%qﬁﬁ%@ﬁ)%ﬁﬁﬁw—da—ﬁaﬁa—dﬂ—g

sobnoj temperaturi.

Ready-to-use DNA

¥

Slika 13. Sematski prikaz procedure izolacije DI#Aamy DNA FFPE Tissue Kit
om (preuzeto iz QlAamp® DNA FFPE Tissue Handbodd,®.
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Procedura:

» Parafinske uzorke igene na tanke ljuspice staviti u ependorfice od 2 mL
Potom dodati 1 mL ksilola. Zatvoriti ependorficuvorteksovati snazno 10
sekundi.

» Centrifugirati na maksimalnoj brzini 2 minuta nabgroj temperaturi. Pipetom
ukloniti supernatant.

» Dodati 1 mL etanola (96-100%) na talog i vortekdbvatanol uklanja zaostali
ksilol iz uzorka.

» Centrifugirati na maksimalnoj brzini 2 minuta nabeoj temperaturi. Pipetom
ukloniti supernatant.

» Otvoriti ependorficu i inkubirati na sobnoj tempeera (15-25°C) 10 minuta ili
do potpunog isparenja etanola.

* Resuspendovati talog u 180 PATL pufera. Dodati 20 puL proteinaze K i
vorteksovati.

* Inkubirati na 56°C sat vremena (ili do komplenline uzorka).

* Inkubirati na 90°C jedan sat. Ovaj korak osim kaosinpe lizecelija, omogéava
i raskidanje formaldehidnih promena nukleinskihekisa, koje su posledica
cuvanja uzoraka u parafinu.

* Dodati 200 uLAL pufera u uzorak, vorteksovati. Potom, dodati 2Q0efanola
(96-100%), vorteksovati.

e Pazljivo preneti ceo lizat n@lAamp® MinElutekolonicu, bez kvasenja oboda,
zatvoriti poklopac i centrifugirati 1 minut na 6000g. PrebacitiQlAamp®
MinElute kolonicu ucistu ependorficu od 2 mL, a eluat odbaciti. Ukolikmat
nije potpuno prosSao kroz membranu kolonice nakamtrifegiranja, ponoviti
ovaj korak na véoj brzini centrifugiranja dok se kolonica ne ispraz

* Dodati 500 pLAW1pufera uQlAamp® MinEluteolonicu, bez kvaSenja oboda
I centrifugirati 1 minut na 6008 g. PrebacitiQlAamp® MinElutekolonicu u
c¢istu ependorficu od 2 mL, a eluat odbaciti. Pokelje izbegavati kontakt
izmedu kolonice i eluata.

* Dodati 500 pLAW2pufera uQlAamp® MinElutekolonicu, bez kvaSenja oboda
i centrifugirati 1 minut na 6008 g. PrebacitiQlAamp® MinElutekolonicu u
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¢istu ependorficu od 2 mL, a eluat odbaciti.

* Centrifugirati 3 minuta na 20000g dok se membrana ne osusi. Ovaj korak je
neophodan posto prisustvo etanola moze uticatafja kiorake izolacije.

e Staviti QlJAamp® MinElute kolonicu u ¢istu ependorficu od 1,5 mL. U
QlAamp® MinElute kolonicu dodati 20 - 100 ULATE pufera na centar
membrane. Zapreminu odrediti u zavisnosti od petréaljih metoda (u ovom
radu korigena je zapremina od 50 |ATE pufera).

e Zatvoriti poklopac i inkubirati na sobnoj temperatli minut. Centrifugirati 1
minut na 20000x g. Na ovaj n&n vrSi se elucija DNK sa kolonice u

ependorficu.

3.3 SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODRE DIVANJE KONCENTRACIJE DNK

Spektrofotometrijskom metodom se moze odrediti dkadi i ¢istoca izolovane
DNK. Prema Lambert-Beer-ovom zakonu, frakcija ugadretlosti koja se apsorbuje
od strane nekog rastvora zavisi od koncentracipstsmce u rastvoru koja apsorbuje
svetlost, debljine sloja rastvora kroz koji svetlggolazi i od hemijske prirode
supstance u rastvoru. Odema supstanca apsorbuje samo deo svetlosti kéjazaju
propusta. Zavisno od kd&lhe supstanceciju koncentraciju merimo, rastvote
apsorbovati veu ili manju kolginu svetlosti odréene talasne duZine, ptemu se

apsorpcija rastvata uzima kao nulta vrednost apsorpcije.

Prinos i¢isto¢a DNK rastvora moze se odrediti merenjem apsorbéhcea 260
i 280 nm na spektrofotometru (Eppendorf BioPhot@meGermany. DNK ima
maksimum apsorpcije na 260 nm, a proteini ha 280 @dnos R=AsdA250 za Cistu
DNK je oko 1,8. Nizi odnos od 1,6 ukazuje na &aao prisustvo proteina i drugih
kontaminanata i takve uzorke treba, eventualnoathmdpreistiti. Za proverucistoce
DNK trebalo bi izmeriti i apsorbancu na 230 i 320.rNa 230 nm apsorbuju ugljeni
hidrati, peptidi, fenol i aromatne komponente, a na 320 nm soli, tako da je pazeln

su ove vrednosti Sto manje.
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Koncentracija DNK se iztainava na osnovu formule:

C (ng/l) = (Ao X R x 50 x OP)/1000

Ag0 - apsorbanca na 260 nm,

R - razblazenje (u ovom slaju R = 100),

OP - opttki put, tj. debljina kivete (1 cm),

50 (ug/L) - molarni ekstincioni koeficijent dvolkéeme DNK na 260 nm i na opkiom

putu od 1cm.

Na osnovu dobijene vrednosti koncentracije DNKdareva se katina uzorka koja se

koristi u daljim analizama.

Procedura:

* Napraviti 100 puta razblazenje uzorka sa destilowamodom (1 pL uzorka i 99
uL dH0).

* Podesiti program na spektrofotometru na merenjéadvane DNK (dsDNK) i
kalibrisati blanko kivetom u kojoj je 100 uL d@.

e Sipati u drugu kivetu 100 pL razblazenog uzorkdiiati apsorbance. Merenje

se vrsi u plastnim kivetama za jednokratnu upotrebu.

3.4 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE ( Polymerase Chain ReactionPCR)

Lancana reakcija polimeraze (en®olymerase_@Gain Reaction — PCR) je
metoda kojom se selektivio vitro amplifikuje odréeni segment DNK. Zasniva se na
ponovljenim procesima sinteze DNK poéoo dve suprotno orijentisane
oligonukleotidne sekvence (prajmera) koje ogfanaju cilijnu sekvencu DNK i enzima
termostabilne DNK polimeraze (kage kori€ena Taq polimeraza). Svaki od
sintetisanih ciljnih molekula DNK sluzi kao matriza sintezu novih kopija ciljnog
molekula. Za reakciju su ta#e potrebni i dezoksiribonukleotid trifosfatieng.
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deoxyriborucleotide_tiphosphate— dNTP) i odgovarajt uslovi pufera (koncentracija
Mg** jona) u kojem se reakcija odigrava. PCR se odvijaukcesivnim koracima
denaturacije, hibridizacije prajmera i elongadj@ime, tokom denaturacije raskidaju se
vodonine veze izméu komplementarnih lanaca DNK pod uticajem visokegerature

i lanci se razdvajaju, omogavajwi koris¢enje jednolatane DNK (ssDNK) kao
matrice za dalju amplifikaciju. U koraku hibridizgc prajmeri se komplementarno
vezuju za jednolatanu matricu. DNK polimeraza u slégen koraku elongacije
sintetiSe deo DNK ograten prajmerima po principu komplementarnosti na wsno
sekvence matrice. Ova tri kora&ae jedan ciklus PCR-a. Fragmenti DNK sintetisani u
prethodnom ciklusu PCR-a sluze kao matrica za DhKesu u sledeem ciklusu.
Nakon svakog ciklusa broj produkata se duplira,otala u reakciji dolazi do
eksponencijalnog umnozavanja Zeljenog dela DNK. ddakoslednjeg ciklusa sledi
finalna elongacija da bi se zavrSila sinteza palrmg amplifikovanih produkata.

Za izvaienje PCR-a koren je AmpliTag Gold PCR Master MixApplied
Biosystems,USA koji sadrzi dNTP-ove AmpliTag GoldDNK polimerazu i pufer
optimalne jonske jane za rad polimeraze (Tabela 2). Komponente saupre u
dvostrukoj koncentraciji. Sekvence prajmereBEAFgen (koje ograavaju egzon 15
u kome se nalazi mutacija p.V600E) u PCR reakcienogsi, kao i duzina dobijenog
amplifikata date su u Tabeli 3. Kot&ni prajmeri su firme Eurofins MWG operon

(Germany, a PCR aparat Mastercycler gradient (Eppendzefmany.

Tabela 2.Spisak supstanci kodénih za PCR, potrebna finalna koncentracija i

zapremina koja je dodata u reakcionu smesu.

KOMPONENTE FINALNO ZAPREMINA (uL)
AmpliTaq Gold PCR Master Mix 1x 10
Uzvodni prajmer (S) 4 pmol (200 nM) 1
Nizvodni prajmer (AS) 4 pmol (200 nM) 1
Genomska DNK 200 ng X pL *
Voda X ML **
Ukupna zapremina 20 pL
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* Zapremina rastvora genomske DNK koja je potrelzaareakciju odréduje se na
osnovu izmerene koncentracije izolovane DNK

** \Voda se dodaje u odgovarapj zapremini tako da ukupna zapremina reakcione
smeSe bude 2L

Tabela 3.SekvenceBRAF prajmera u PCR reakcionoj smeSi i duzina dobijenog
amplifikata.

BRAF _ Duzina
o Sekvenca prajmera (5'-3") -
prajmeri amplifikata

BRAF S 5CTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAGG3
250 b
BRAF AS 5TAGTAACTCAGCAGCATCTCAGG3 P

Temperaturni i vremenski profil PCR reakcije:
inicijalna denaturacija: 95°C/10 min
45 ciklusa: 95°C/10 gpuchdown* 64° -54 °C /10 s (1°C/ciklusu), 72°C/20 s
hladenje: 4°Cso

*temperatura hibridizacije je niza z&lu svakom narednom ciklusteuchdown PCR

PCR-om su umnozavani kontrolni uzorci ZBRAF p.V600E mutaciju,
kolorektalnacelijska linijja LS174 (wt kontrola) i pacijent noad BRAF p.V600E
mutacije (pozitivha heterozigotna kontrola), kaozorci za koje se analizom krive
topljenja (poglavlje 3.8) smatralo da su mutirdnizmenjeni. Dobijeni PCR produkti
su dalje proveravani na agaroznom gelu (poglavljg) 3 analizirani metodom
sekvenciranja (poglavlje 3.9).

3.5 ELEKTROFOREZA NA AGAROZNOM GELU

Provera uspesnosti i kvaliteta PCR-a vrSi se eléktezom na agaroznom gelu
sa 0,5ug/mL etidijum bromida u 0,5XTBE (Tris, Borna kigedii EDTA) puferu. PCR
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produkti (6uL) se meSaju sa bojom (L&) i nanose u bunare gela (aparatura GNA
100, PHARMACIA BIOTECH,Swedeh Boja se sastoji od 6 x ksilencijanola (0,25%)
u 30% glicerolu u vodi. Elektroforeza traje 25 niawri j&ini struje od 25 mA.
Razdvojene fragmente DNK u gelu po zavrSenoj edébtezi posmatrati na UV
transiluminatoru (MacroVue UV-25, HOEFERJSA. Etidijum bromid koji je
interkaliran izméu baza u lancu DNK molekula fluorescira narandzasteno kada se
osvetli UV svetlo8u i tako omoguava vizuelizaciju produkata PCR reakcije. Interizite
fluorescentnih traka je proporcionalan koli i velicini fragmenata DNK. Fragmenti
DNK putuju razlgitom brzinom zavisno od svoje duzine, tako ddakrasi fragmenti
putovati brze kroz gel, date duzi zaostajati. Patenjem brzine kretanja PCR produkta
sa brzinom kretanja fragmenata DNK poznatecusdi (standarda zduzinu - markera
DNK) moguce je odrediti njegovu velinu. UspeSnost PCR-a B&RAFprajmerima smo

proveravali na 2% agaroznom gelu.

3.6 LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE U REALNOM VREMENU (  real-time
PCR)

Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eagl-time Rolymerase
Chain Reaction — real-time PCR) je metoda koja kombinuje konvencionalnu PCR
amplifikaciju i fluorimetriju. Metoda je nastalaestinom devedesetih godina proSlog
veka i omogdava préenje PCR reakcije iz ciklusa u ciklus. DetekcijaRP@odukata u
realnom vremenu je moda zahvaljujéi fluorescentnim molekulima koji u reakciji
prate povéanje koltine DNK tako Sto proporcionalno paigvaju fluorescentni signal.
Fluorescentna hemija koja se koristi u ove svrhigutilgje (1) boje koje se spedifio
vezuju za dvolatanu DNK i (2) specifine probe i prajmere obelezene fluorescentnim
bojama. Specijalizovaniaparati opremljeni detektorima fluorescencije se koriste za
njeno praenje kroz cikluse amplifikacije (u ovom radu keéggd ABI PRISM® 7500
PCR instrument, Applied BiosystemESA). Rezultati real-time PCR-a mogu biti
kvalitativni (prisustvo ili odsustvo sekvence) kivantitativni (broj kopija DNK).Real-
time tehnologija danas ima Siroku primenu kako za k¥&atiju genske ekspresije,

tako i za detekciju mutacija i polimorfizama.
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3.6.1 PRINCIP METODE REAL-TIME PCR-a

Princip metodereal-time PCR-a zasniva se na kontinualnoméprgu porasta
fluorescencije kroz cikluse a koja je proporciomalrmnozenom PCR fragmentu. Kao
rezultat umnozavanja dobija se grafik (emgnplification plo} sa amplifikacionom
krivom (Slika 14).

o _' < Exponential phase —» |4— _Non- —P
T exponential
| plateau
- phase
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o
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Slika 14. Grafik amplifikacije (preuzeto iz Realrlé@ PCR Applications guide, Bio-
Rad, 2006).

Na ovom grafiku broj ciklusa PCR-a je prikazan nast, a fluorescencija iz
reakcije umnozZavanja na y osi. Zapazaju se dve &zponencijalna faza gena plato
fazom. Tokom eksponencijalne faze kKola PCR produkta se priblizno udvostava u
svakom ciklusu. Méutim, kako reakcija napreduje komponente u realggjitroSe i
neke od njih postaju ogratvajute. Tada reakcija usporava i ulazi u plato fazulgsik
28-40). U inicijalnim ciklusima (ciklusi 1-18) fluescencija ostaje na
"bazalnom/pozadinskom” (endpackgroundl nivou i njeno povéanje se ne detektuje,
lako se produkti reakcije eksponencijalno nakupljdy jednom trenutku dovoljno
umnozenog produkta se nakupi da proizvede deté&matuorescentni signal. Ciklus u
kome se ovo deSava se naziva gminieng. threshold ciklus, G. G vrednost je
odraeiena koléinom paetne matrice i ukoliko je njena koiha mala viSe ciklusa
umnozavanjae biti potrebno da fluorescentni signal ggdoazalni nivo (i sama reakcija
¢e imati viSi G). Ovaj odno<gini osnovu kvantitativnog aspekteal-time PCR-a.
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3.6.2 DETEKCIJA MUTACIJA U KRAS GENU THERASCREEN KRAS PCR
KIT-om

Detekcija prisustva sedam wtegih mutacija u KRAS genu i utvdivanje
njihovog tipa urdeni sutherascreen KRAS PCR Kitm (QIAGEN, UK). Ovaj test je
dijagnostéki validiran (eng.CE-markedl u skladu sa direktivom Evropske Unije (eng.
European Unionin vitro Diagnostic (IVD) Medical Device Directive 98/79/EC)
Metoda je visoko selektivna i u zavisnosti od ukeipolicine DNK moze detektovati i
1% mutiranih alela u wt genomskoj DNK. Pri tomezajnirana je tako da se detektuje
samo jedna mutacija po uzorku. Test predstavlja RSB u realnom vremenu i
zasnovan je na tehnologiji alel-spetiibg PCR-a, ARMS (engAmplification
RefractoryMutation System— ARMS), u kombinaciji sa molekulima ,hv&tema“ (eng.
Scorpions.

Najceka primena ARMS metode jeste za detekcijtkaatin mutacija.Taq
DNK polimeraza ima veliku sposobnost razlikovanjatgunog (eng.match od
nepotpunog (engnismatch vezivanja 3' kraja PCR prajmera za matricu. Spee
sekvence koje nose mutaciju mogu biti selektivnacnobenecak i u uzorcima gde je
vetina sekvenci bez mutacije. Kada se prajmer potppoklapa sa sekvencom,
amplifikacija se odvija krajnje efikasno. Ukolike B' baza prajmera pogresno sparena,
dolazi samo do niskog nivdmckgroundamplifikacije.

Molekularni Skorpioni su bifunkcionalni molekuli jose sastoje od PCR
prajmera kovalentno vezanog za dvostruko obeleZkmmuescentnu probu koja ima
strukturu petlje (engstem-loop (Slika 15). Sekvenca petlje je komplementarnau del
ciline sekvence koja se amplifikuje na istom lan&®eporterska fluorofora (eng.
reportern koja se nalazi na 5' kraju probe interaguje s&auvaem” (eng.quenchey na
3' kraju, koji smanjuje fluorescenciju. Skorpion letal takate sadrzi i PCR bloker,
odmah do 3' krajaguenchera, koji spréava citanje sekvence same probe tokom
elongacije naspramnog lanca. Tokom prvog ciklusalifikacije dolazi do vezivanja
(eng.annealing i elongacije Skorpion prajmera i nastanka sekeekmmplementarne
sekvenci petlje na istom lancu. Zatim, u korakuaderacije dolazi i do raskidanja veza
u samoj petlji probe i ona hibridizuje sa kompletaenim delom ciljne sekvence, pri

cemu se reporterski molekul odvaja ogienchera. Tom prilikom on péinje da
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fluorescira j&e, a rezultujgi fluorescentni signal je proporcionalan Kati

amplifikovanog produkta u uzorku.

— The Scorpions primer acts as a probe.
TET;} e The intact primer forms a hairpin so that the
: quenched reporter does not fluoresce
%b__k During annealing, the hairpin primer binds
— to the template, and is then extended

During subsequent denaturation, the reporter
} separates from the quencher, and the loop

sequence binds to the internal target sequence.
The reporter on the extended Scorpions primer
fluoresces

e Reporter
6 Quencher

{) PCR blocker

Slika 15. Molekularni Skorpioni (preuzeto iz RealnE PCR Applications guide, Bio-
Rad, 2006).

Therascreen KRAS PCR Kibuhvata panel od 8 eseja: jedan kontrolni i sedam
eseja kojima se detektuju mutacije u kodonima 13 iegzona KRASgena. Spisak

mutacija je prikazan u Tabeli 4.

Tabela 4. PregleRASmutacija koje se detektuiherascreen Kiom.

Kodon AK promena Nukleotidna promena
12 Gly12Asp GGT=GAT
12 Glyl12Val GGT>GTT
12 Glyl2Ala GGT=GCT
12 Glyl2Cys GGT>TGT
12 Glyl2Ser GGT=AGT
12 Glyl2Arg GGT=CGT
13 Gly13Asp GGC>GAC
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Reakcione smeSe sadrze standardni PCR pufer, dM&@Prmagnezijum hlorid
MgCl,, oligonukleotide i sterilnu vodu. Ta#e, svaka smeSa sadrzi i Skorpion za
egzogenu kontrolu (unutrasnja kontrola) obelezen HEX bojom (detektsg JOE
detektorom na aparatu). Skorpion kantrolni esej je obelezen FAM fluoroforom i
koristi se za odiivanje ukupne DNK u uzorku. U ovom eseju amplifikige region
egzona 4KRASgena i trebalo bi da se umnozi u svakom uzorkajnkari i probe su
dizajnirani tako da ne ,hvataju” ni jedan poznatlimorfizam KRAS gena. Svaki
mutacioni esejje obelezen FAM fluoroforom i sadrzi jedan Skorpiojedan ARMS
prajmer, za razlikovanje wt od mutirane DNK. Ukalije uzorak wt, kao rezultat jaa
se samo amplifikaciona kriva koja pei od kontrolnog eseja, dok u mutacionim
esejima née biti umnozZavanja. Kada uzorak nosi jednu od mjatadKRASgenu javie
se dve amplifikacione krive, jedna koja getiod kontrolnog i druga koja p&& od
specifchog mutacionog eseja. Za svaki uzorak jedan kamtrgedam mutacionih eseja
je pripremljeno i naneseno na @il placu sa 96 bunara (en§6-well platg prikazan
na Slici 16. Zapremina svake reakcije je bila 25 u®,8 uL reakcionog miksa, 0,2 pL
Taq polimeraze i 5 pL razblazenog uzorka DNK (koncacifa DNK: 200 ng/uL).
Uporedo sa uzorcima analiziraju se i standard ktat(STD - smeSa DNK koja se
dobija u kit-u i sluzi kao pozitivha kontrola zaeseseje) i sterilna voda kao NTC
kontrola (engNon-Template ©ntrol). NTC predstavlja negativnu kontrolu za sve eseje

I mozZe ukazati na njihovu eventualnu kontaminaciju.

96 well layout

Assay | 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A sTD NTC Sample | Sample | Sample [ Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

Control I 2 3 4 5 & 7 8 9 1o
B sTD NTC Sample | Sample | Sample [ Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

1 2ALA . I 2 3 4 5 & 7 8 9 10
C sTD NTC Sample | Sample | Sample [ Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

1 2ASP . I 2 3 4 5 6 7 8 9 10
D sTD NTC Sample| Sample [ Sample | Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

12ARG . 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10
E sTD NTC Sample| Sample [ Sample | Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

12CYS I 2 3 4 5 & 7 8 9 10
F sTD NTC Sample | Sample | Sample [ Sample | Sample| Sample| Sample| Sample | Sample | Sample

12SER . I 2 3 4 5 & 7 8 9 10
G sSTD NTC Sample | Sample [ Sample | Sample | Sample [ Sample | Sample | Sample | Sample | Sample

|2V AL | I 2 3 4 5 & 7 8 9 1o
H sTD NTC Sample| Sample | Sample [ Sample | Sample | Sample | Sample | Sample | Sample | Sample

13ASP . 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

Slika 16. Sematski prikaglate-a (preuzeto iz therascreen KRAS PCR Kit Handbook,
2010).

40



Temperaturni i vremenski profil PCR reakaijati su u Tabeli 5. Za podeSavanje uslova
PCR-a i analizu rezultata koristi 8800 System Softwakeji ide uz aparat.

Tabela 5. Temperaturni i vremenski profil PCR réjakc

Temperatura Vreme Ciklusi Detekcia
fluorescencije

Inicijalna

denaturacija

95°C 4 min 1

Amplifikacija

95°C 30s

60°C 1 min 40 FAM, JOE

Nakon amplifikacije, za svaki uzorak, prisustvo auije se odréuje
racunanjem DeltaC(AC;) vrednosti izméu pozitivnog mutacionog eseja i kontrolnog

eseja prema sledej formuli:

AC; = [mutacioni Guzorka] — [kontrolni Quzorka]

Mutacija se smatra prisuthnom kada je detektov&@avrednost manja od datih
1% ,grantnih” (eng.cut-off) vrednosti u kit-u. Pri tome, u NTC kontroli nedmelo da
ima amplifikacije ni za jedan esej, a standardddalo da ima Gsrednost za kontrolni
esej od 26-29. Takie, ukoliko uzorak ima (rrednost za kontrolni esef29 kit nije u
stanju da detektuje do 1% mutacija, ali jo§ uveknjeguwe detektovati mutaciju
prisutnu u véem procentu. Ako je ova vrednost pak8, smatra se da nije bilo
dovoljno DNK i taj uzorak treba ponoviti. Take, G>38 za mutacioni esej se treba
smatrati kao negativan rezultat (nepostojanje nijetag uzorku) ili ispod nivoa

detekcije ovog kit-a.
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3.7 DETEKCIJA MUTACIJA U KRASGENU KRAS STRIPASSAY™.-om

KRAS StripAssay (ViennaLab Diagnostics GmbHAustria) je Kklinicki
validirana (CE-IVD) metoda za detekciju mutacijagKkRAS genu. Bazira se nRCR
reakciji (koristi prajmere obelezene biotinom) d@aoj reverznom hibridizacijom
amplifikovanih produkata na test &ree (eng. teststrip sa imobilizovanim alel-
specifinim probama u paralelnom nizu. Vezani

Red Marker Line (top) amplifikati koji sadrze biotin se zatim detektuju

Control

streptavidin-alkalnom fosfatazom i obojenim
- KRAS codon 12 Ala

- KRAS d 12 A i i i
KRAS  codonis A= supstratom. Esej pokriva deset mutacija u

KRAS codon 12 Cys

KRAS codon12 116 egzonima 12 i 1ZXRASgena. Mutirane alele je
KRAS codon 12 Leu

Keas  Sodonl? TS mogute detektovattak i kada su prisutni u 1%

- KRAS codon 13 Asp .. .
KRAS codon13  Cys  y uzorku. Pored traka za mutacije,taatstripu

PCR Negative Control . . .
PCR Positive Control se nalaze i trake koje oztawaju markere za

- Green Marker Line (bottom)

orijentaciju samogeststripa, kao i kontrolne
trake (Slika 17).

Slika 17. Izgledteststripa sa spiskom mutacija KIRASgenu koje se detektuiiRAS
StripAssay-om (preuzeto iz KRAS StripAssd§ Handbook, 2009).

Esej se sastoji iz dva koraka: (In Vitro amplifikacije (PCR) i (2) reverzne

hibridizacije.

3.7.1In Vitro AMPLIFIKACIJA (PCR)

Pre pdgetka PCR-a napravljeno je radno razblazdiggDNK polimeraze uraq
Dilution puferu (1:25, finalna koncentracija 0,2 U/uL) peemputstvu proizvdeca.
Takaie, za svaki uzorak potrebno je podesiti koncerjtrd2NK sa sterilnom vodom na
10 ng/pL. Svi koraci PCR-a izdeni su na ledu (0-4°C). Za svaki uzorak napravljena
reakciona smesSa koja se sastojala od: 1B\pbplification Mixa, 5 pL (1U) prethodno

razblazeneTaq DNK polimeraze i 5 pL prethodno napravljenog razblga DNK
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matrice. Kao proveru eventualne kontaminacije rgakaporedo sa uzorcima pravi se |
kontrola u koju se umesto DNK dodaje sterilna vdd@R aparat koji je korgn za

ovu reakciju je bio Mastercycler gradient (Eppefd@ermany.

Vremenski i temperaturni profil PCR reakcije izgdede ovako:
inicijalna denaturacija: 94°C/2 min
35 ciklusa: 94°C/1 min, 70°C/50 s, 56°C/50 s, 6D?in

finalna elongacija: 60°C/3 min.

Provera uspesnosti i kvaliteta PCR-a vrSi se edéitezom na 3% agaroznom
gelu. Nakon PCR amplifikacije u ovom eseju na g&lumogu zapaziti fragmenti duzine
151 i/ili 204 bp.

3.7.2 REVERZNA HIBRIDIZACIJA

Pre p@etka ovog koraka potrebno je podesiti vodeno kigaa temperaturu od
45°C (£ 0,5°C) i zagrejatdybridization Bufferi Wash Solution Ala bi se rastvorili
nastali precipitati. Ostatak kit-a ostaviti malo s@noj temperaturi. Obelezteststrip

ove za svaki uzorak pojedireo grafitnom olovkom izvan linije za marker.

Procedura:

1) Korak hibridizacije
» Sipati po 1QuL DNAT-a u donji ugao svakog kanala ké@ se koristiti na kadici
(eng.Typing tray. Dodati 10uL PCR produkta na isto mesto u odgovataju
kanalu (rastvote ostati plave boje). Ostaviti na sobnoj temper&tuninuta.
* Dodati 1 mLHybridization Buffera u svaki kanal. Blago promesati ljuljanjem
kadice (plava bojée nestati).
« Uroniti potpunoteststripove u odgovarajte kanale i inkubirati 30 minuta na

45°C u vodenom kupatilu sa blagim ljuljanjem (okorpm-a).
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» Ukloniti Hybridization Bufferodmah nakon isteka inkubacije. Ne dozvoliti da se

teststripovi potpuno osuSe tokom procedure.

2) Korak ispiranja (45°C)
e Dodati po 1 mLWash Solution APromesSati kratko ljuljanjem kadice (10
sekundi). Ukloniti ténost aspiriranjem.
* Dodati po 1 mLWash Solution Alnkubirati 15 minuta na 45°C u vodenom
kupatilu sa blagim ljuljanjem. Ukloniti teost aspiriranjem.
* Dodati po 1 mLWash Solution Alnkubirati 15 minuta na 45°C u vodenom

kupatilu sa blagim ljuljanjem. Ukloniti teost aspiriranjem.

3) Korak enzimske bojene reakcije(sobna temperatura)

* Dodati po 1 mLConjugate solutiora (sadrzi streptavidin-alkalnu fosfatazu).
Inkubirati 15 minuta na sobnoj temperaturi na SejkeUkloniti tecnost
aspiriranjem.

e« Dodati po 1 mLWash Solution BPromesati kratko ljuljanjem kadice (10
sekundi). Ukloniti ténost aspiriranjem.

e Dodati po 1 mLWash Solution Binkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi na
Sejkeru. Ukloniti ténost aspiriranjem.

e Dodati po 1 mLWash Solution Binkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi na
Sejkeru. Ukloniti ténost aspiriranjem.

* Dodati po 1 mLColor Developefa (sadrzinitro blue tetrazolium NBT i 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate BCIP). Inkubirati 15 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku na Sejkeru. Ljodsta bojace se pojaviti kod pozitivnih
reakcija. Ne izlagatieststripove jakom svetlu nakon razvijanja boje.

» Ispratiteststripove nekoliko puta destilovanom vodom. Ostavitiléhse osuSe u

mraku na absorbugem papiru.
Interpretacija rezultata se radi pofmoSematizovanog papira (eng. CollefYor

sheet).Teststripovi se lepe na odgovarggm mesta na papiru i poravnaju se sa Sematski

nacrtanim markerima (gornji crveni i donji zeleni).

44



Pozitivna reakcija najvise kontrolne trake ukazdg suConjugate Solutioni Color
Developerpravilno ,radili“. Ova traka uvek treba da bude piona, tj. obojena.
Pozitivha reakcija PCR pozitivne kontrole ukazuge prisustvo i adekvatan kvalitet
komponenti PCR-a i DNK matrice za analizu mutaki@ASa. Ukoliko je ova kontrola
negativna, ponoviti analizu pevsi od izolacije DNK.

Negativna reakcija PCR negativne kontrole ukaz@ekompletnu supresiju WKRAS
amplifikacije. Ukoliko je ova kontrola pozitivna gn usled prevelike kaline DNK
matrice) senzitivnost eseja za detektovanje mat&djASa je smanjena.

Sto se prisustva mutacijaKRASgenu tée, mogude je dobiti dva bojena obrasca: (1)
sve probe/trake zKRAS negativne (neobojene), kontrole regularne kaoj&tgore
opisano — nema prisustkdRASmutacija ili (2) jedna ili viSe proba 28RASpozitivha

(obojena), kontrole regularne — speagifi(e) mutacija(e) KRASgenu prisutna(e).

3.8 ANALIZA KRIVE TOPLJENJA ( High Resolution Melting- HRM)

Analiza krive topljenja (engdigh Resolution_Melting - HRM) je novija, post-
PCR metoda koja omogava analizu genskih varijacija (polimorfizama, nuoijt
metilacija) u PCR produktima. HRM karakterizuje tkeonukleinskih kiselina (NK) na
osnovu njihovih kriva disocijacije/topljenja. Uzorse mogu razlikovati na osnovu
njihove sekvence, duzine, GC sastava ili kompleareosti lanacagak i kada se
razlikuju u samo jednoj bazi. Najategnija upotreba ove metode je u genskom
skeniranju (engGene Scanningtj. utvidivanju prisustva nepoznatih genskih varijacija
u PCR amplifikatima pre sekvenciranja ili kao njegoalternativa. Varijacije u
sekvencama se lako detektuju jer dovode do pronmgieda krive topljenja DNK.
Aparati novije generacije kao $to je LightCy&let80 Il (Roche Diagnostics GmbH,
Germany, omogu«avaju izvaienje real-time PCR-a i HRM-a na istom aparatu
sukcesivno.

Pri ovoj analizi koriste se specifie, visoko saturidie boje koje fluoresciraju
samo u prisustvu dsDNK, kao Sto je LCGreBakade, one se ne redistribuiraju ponovo
u isti molekul tokom topljenja kao nesatudéuboje, vé se oslobdaju kako se lanci

DNK polako razdvajaju. Ove boje se koriste i u sammrocesu PCR-a. Kada se uzorak
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zagreje do visokih temperatura dolazi do denatjgabiNK molekula, i intenzitet
fluorescencije boje p@inje da opada sa razdvajanjem lanaca DNK, Sto & knvom
topljenja (Slika 18). Kako se radilie sekvence DNK tope na ragtim temperaturama,
one se lako mogu «ii i porediti ovim krivama. Promena fluorescencijekom
eksperimenta moze se koristiti kako za merenje ¢@ya koncentracije DNK tokom

PCR-a, tako i za péanje njene disocijacije do jednotamih molekula tokom narednog
HRM koraka.

Mormalized Melting Curves
e i
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Fluorescence {Normalized)

O
T Te 82 Tm 88 o1
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Slika 18.Prikaz krive topljenja. Fluorescentni signal sarmpemom temperature prati
promenu dsDNK do ssDNK (preuzeto sa http://hrm.ggunntification.info/).

3.8.1 ANALIZA BRAF p.V600E MUTACIJE HRM-om

Utvrdivanje prisustvaBRAF p.V600E mutacije izvedeno je naévpomenutom
LightCyclef® 480 Il aparatu, préemu su sve reakcijedane u duplikatu, sem reakcija
za wt kontrolu (triplikat). Kao uzorci za analizoris¢ene su samo DNK pacijenata (n=
122) kojima je, prethodno opisanim metodama, dgmrwt KRAS status. Uzorci su
paralelno pustani na ple sa 96 otvora sa tri kontrole pri svakoj analkaintrole su
prethodno sekvencirane (poglavlje 3.9) kako bi @ut/rdioBRAFp.V600E mutacioni
status. DNK izolovana iz kolorektalné€elijske linijje LS174 je predstavljala
homozigotnu wt kontrolu. Za pacijenta nosi®RAFp.V600E mutacije (analiziran van

naSe laboratorije) je nakon sekvenciranja pokazknge heterozigot za ovu mutaciju i
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njegova DNK je kori€ena kao jedna od kontrola. Kao NTC kontrola kojaaufe na
eventualnu kontaminaciju reagenasa u reakciji jgS&ena sterilna voda. Prajmeri za
analizu su bili isti kao za klagin PCR (poglavije 3.4).

Svaka reakciona smeSa se sastojala od 50-100 n§ Diitrice, 200 nM
prajmera (0,5uL), 5 uL LightCycler HRM Master Reaction M (RocheGermany, 3
mM MgCl, (1,2uL) i sterilne vode do ukupne zapremine odul0

Vremenski i temperaturni profil reakcije je bioddéi:
PCR: inicijalna denaturacija: 95°C/10 min

45 ciklusa: 95°C/10 gpouchdown* 64°C - 54 °C /10 s
(1°C/ciklusu), 72°C/20 s

Denaturacija: 95°C/1 min
Hladenje: 40°C/1 min
HRM: 65°C - 95°C sa povanjem od 1°C/s uz 25 akvizicija/°C

Finalno hladenje: 40°C/10 s

Analiza kriva topljenja nakon zavrSene reakcijeadi pom@éu Gene Scanning
softvera u tri osnovna koraka: (1) Normalizacija) Temperaturno pomeranje i (3)
Diferencijalniplot (Slika 19). U prvom koraku normalizacije svi flescentni signali sa
pocetka (inicijalni, pre topljenja) i kraja reakcijén@alni, nakon topljenja) se podeSavaju
uniformno na skali od 0% do 100%. U drugom Kkorakel temperaturna osa
normalizovanih kriva topljenja pomera docka gde su sve dsDNK kompletno
denaturisane. Ovo pomeranje oméaya bolje razlikovanje heterozigotnih nosilaca
neke promene od wt-ova usled razlika u izgleduanjih kriva topljenja. Razlika u
izgledu kriva topljenja se dalje analizira oduzipeam kriva topljenja od referentne
krive. Ovo pomaze automatskom grupisanju uzorakgrupe sa stinim krivama

topljenja (npr. heterozigoti naspram homozigota).
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Slika 19.Gene Scanningnaliza: normalizacija, temperaturno pomeranpéerencijalni

plot (preuzeto sa http://hrm.gene-quantification.info/)

3.9 AUTOMATSKO SEKVENCIRANJE DNK

Automatsko sekvenciranje DNK metodonycle sequencingzasniva se na
modifikaciji metode za sekvenciranje DNK koju swwviéi Sanger i saradnici 1977.
godine i PCR-a. Sangerova metoda bazira se narmdoNiK polimeraze da moze da
inkorporira fluorescentno obojene 2’,3- dideoksezdksiribonukleotid trifosfate
(ddNTP) na 3’ kraj rastieg DNK lancagime se elongacija prekida selektivho na A, C,
G ili T usled odsustva 3'’- hidroksilne grupe u ddN®vima. PCR u automatskom
sekvenciranju omogava da se u sukcesivnim ciklusima denaturacijesidiacije i
elongacije linearno amplifikuju ekstenzioni produkiRezultat reakcije je meSavina
oligonukleotida raztiite duzine koji sadrze bojama obelezene ddNTP-aevojim 3’
krajevima. Dobijeni obelezeni fragmenti DNK se efeforetski razdvajaju kroz
kapilaru ispunjenu separacionim matriksom. Svakafrodrescentnih boja emituje
svetlost razliite talasne duzine kada se ekscitira laserom Stogofava detekciju
svake octetiri baze koja je u vidu ddNTP-a ugema u fragment DNK.

U ovom radu su sekvencirani kontrolni uzorci za HRNalizu i uzorci koji su

na HRM-u bili mutirani ili izmenjeni. Pored navedienuzorke za koje nismo mogli da

dobijemo rezultat HRM analizom smo taleoproverili sekvenciranjem.
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3.9.1 PRIPREMA UZORAKA ZA AUTOMATSKO SEKVENCIRANJE DNK

Priprema uzoraka za sekvenciranje podrazumevarétiscavanje PCR produkta, (2)

njegovo obeleZavanje fluorescentnim bojama i (8}igéavanje nakon obelezavanja.

1) PreciSéavanje PCR produkata koris¢enjem Exo | i SAP enzima

Pre sekvenciranja, produkti PCR reakcije morajuséapreiste od preostalih
prajmera, neugteenih nukleotida, polimeraze, soli itd. Pi&avanje se zasniva na
sposobnosti enzima egzonukleazéBxo |) da razgradi neugtane prajmere i alkalne
fosfataze gambora (engarimp dkaline ghosphatase SAP) da ukloni fosfatne grupe
sa dNTP-ova, ostavljajuih u vidu nukleozida. U PCR produkt (5 pL) dodapienzimi
Exo I (0,5 pL) i SAP (1 pL), smeSa se dobro izmag&ubira 15 minuta na 37°C, kada
enzimi svojom aktivnad preiscavaju uzorak. Potom se uzorak zagreje 15 minuta na
85°C da bi se enzimi inaktivirali. Ovako @#g¢en uzorak spreman je za dalju pripremu

za sekvenciranje.

2) Reakcija obelezavanja DNK pre sekvenciranjdcycle sequencingeakcija)

Reakcija obelezavanja DNK pre sekvenciranja (erygle sequencingslicna je
konvencionalnom PCR-u. U teogakciji, osim dNTP-ova koriste se i ddNTP-ovi, pri
c¢emu je svaki od ddNTP-ova obelezen jednonteiti fluorescentne boje koje nakon
ekscitacije laserom emituju svetlost na r&adi talasnim duzinama. Svi nukleotidi,
AmpliTaq DNK polimeraza i pufer koji su potrebni za realcijalaze se BigDye
Terminator Ready Reaction Kit (Applied BiosystemdJSA. Umesto genomske DNK
koja se dodaje u klasiu PCR reakciju, kao matrica za ovu reakciju dodsge
predis¢eni PCR produktiju sekvencu treba odrediti, kao i samo jedan ad paajmera
koji je kori&en u PCR reakciji (u ovom radu kam&hi su prajmeri koji uokvirujBRAF
V600Emutaciju).

Ponavljanjem ciklusa denaturacije, hibridizaciglongacije dolazi do linearnog
umnozavanja Zzellenog DNK fragmenta. DNK polimerazpo principu
komplementarnosti na odienoj poziciji nasun@no ugrauje dNTP ili ddNTP. Nakon
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ugradnje ddNTP-a, usled nedostatka 3’ hidroksilngog na njemu, onemoégna je
ugradnja sledeeg nukleotida u taj molekul DNK i taj fragment getaobelezen
fluorescentnom bojom na ddNTP-u. Rezultat reakcifdicnog obeleZzavanja DNK je
smeSa fragmenata DNK raitih duzina, koji na svojim 3’ krajevima sadrZze auoja

obelezene ddNTP-ove.

REAGENSH KOLICINA:
Ready Reaction Premis3.1 (2.5X) 0,35 uL
Big Dye Sequencing BuffésX) 0,35 uL
Prajmer (4 pmol/uL) 1puL

PCR produkt *
Redestilovana voda **

* Koli¢ina PCR produktae dodaje u zavisnosti od duzine PCR amplifikéte i

DUZINA PCR AMPLIFIKATA KOLINA
100-200 bp 1-3ng
200-500 bp 3-10 ng
500-1000 bp -ADng
>2000 bp 20-50 ng

** \Joda se dodaje tako da ukupna zapremina realkcgmese bude J{L
Vremenski i temperaturni profil reakcije:
inicijalna denaturacija: 96°C/1 min
25 ciklusa: 96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min
3) PreciSéavanije koris¢enjem BigDye XTerminator Purification Kita
Nakon reakcije ciklinog obelezavanja dobijeni fragmenti DNK §gB&éavaju se od

neugraenih obelezenih ddNTP-ova, koji bi dali signaledokiitavanja sekvence na
automatskom DNK sekvenatoru. Rastvéierminator(10 pL) i SAM (45 uL) se
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dodaju u PCR produkt (10 pL) prethodreakcije. Zatim se uzorak vorteksuje 30
minuta pri ¢emu komponente rastvopéTerminator vezuju neugrdene ddNTP-ove,
dNTP-ove i soli, dok rastvor SAM stabilizuje fragme nakon pr&Scavanja. Po
zavrSenom vorteksovanju uzorak se centrifugirar@utai na 3100 rpm. Rnigceni DNK
produkt ostaje u supernatantu, dok su u talogunrezaugrdaeni ddNTP-ovi, soli i
ostale neéistoce.

3.9.2 SEKVENCIRANJE DNK

Nakon pripreme uzoraka dobija se smeSa fragmé@tdkarazlicitih duzina, koji
na svojim 3’ krajevima imaju ugdan fluorescentno obelezen ddNTP. Da bi se dobila
sekvenca DNK potrebno je fragmente razdvojiti pdidiukapilarnom elektroforezom
na automatskom DNK sekvenatoru ABI PRISM 310 Genéthalyzer (Applied
pod uticajem elekténog polja putuju od katode prema anodi kroz kapilauzine 48
cm). Kapilara je ispunjena polimerom (POP6) kojiaimlogu analognu ulozi gela u
klasiknoj gel elektroforezi. Krd fragmenti¢e putovati brze pée ranije siti do prozora
za detekciju (prozirnog dela kapilare). U tom trigaulaserskim zrakom se ekscitiraju
fluorescetni obeleziv@boje. Pri vrg&anju iz ekscitovanog u osnovno nepdbnio
stanje emituje se svetlost odeme talasne duZine koja je spetif za svaku odetiri
boje. CCD kamerom (endgCharge-®upled evice - CCD) detektuje se emitovana
svetlost i redosled i {gna tih signala séuva kao digitalni zapis.

U ovom radu uslovi elektroforeze bili su slédel5kV, 36 minuta, 58C (Run module
Seq POP6 Rapid 1mL E.njdéhjekciono vreme 40 sekundi na 3kV.

3.9.3 ANALIZA SEKVENCI
Digitalni podaci dobijeni tokom kapilarne elektroédae obrduju seSequencing

Analysissoftverom i dobija se redosled nukleotida&gtain DNK molekula. Dobijene

sekvence se upateju sa referentnom sekvencom (NCBI GenBank Referenc
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Sequence: NG_007873.1) zaBRAF gen upotrebom BLAST programa
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), ¢ime se utwtuje prisustvo mutacija ili
polimorfizama u analiziranim uzorcima. Zf@ detektovanih promena se analizira u
bazi Catalogue @ Somatic _Mutations _h Cancer - COSMIC

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/).

3.10 STATISTICKA ANALIZA

Ispitivanje  povezanosti KRAS mutacija sa kliniko-histopatoloSkim
karakteristikama karcinoma, kao i karakteristikabmalesnika rdeno je FiSerovim
egzaktnim testom (en§isher exact tedti y° testom (engPearsonChi-square tegt

Za prikaz vremena do pojave metastaza (TTM) kena je Kaplan Majer-ova
(eng.Kaplan Meie)j metoda, a za njihov opis kotene su medijane prezivljavanja i
95% intervali poverenja (engonfidence mterval - Cl). Za testiranje razlika u vremenu
do pojave metastaza, u odnosu na parametre @¢djan&ori€en je Log-Rank test.

Za nivo zndajnosti uzimano je p=0,05.
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4. REZULTATI

Od ukupno 188 parafinskih kalupa tumora pacijersdaCRC-om DNK je
uspesno izolovana u 100% &hjeva korigenjem QIAamy® DNA FFPE Tissue Kif.
Spektrofotometrijskim merenjem utieno je da je koncentracija izolovane DNK bila

zadovoljavajada za dalje mutacione analize.

4.1 MUTACIJE U KRASGENU

Metode koje su koré&ne za detekciju mutacija su bile alel-spénifireal-time
PCR (Therascreen KRAS PCR Kit PCR u kombinaciji sa reverznom hibridizacijom
(KRAS StripAssalf).

Primeri rezultata dobijenilmeal-time PCR metodom (amplifikacionplot) za
KRAS wt i mutirani uzorak prikazani su Slikama 20 i 24a y osi prikazan je
normalizovan signal fluorescencije (Rn), axnasi broj ciklusa. Rn predstavlja odnos
intenziteta fluorescencije reporterske boje i pasiveferentne boje. Kod WKRAS
uzorka zapaza se samo amplifikaciona kriva konbwlaseja, dok se kod mutiranog
uzorka pored kontrolne amplifikacione krive nalakriva amplifikacije koja potie iz
specifinog mutacionog eseja (na slici je dat primer p.GhaRacije).

Prisustvo mutacije se odige raunanjem AC; vrednosti izméu pozitivhog
mutacionog eseja i kontrolnog eseja. Mutacija satenprisutnom kada je detektovana
AC;vrednost manja od datih 1étit-off vrednosti u kit-u.
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Slika 20. Amplifikacioniplot wt KRASuzorka.
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Slika 21. Amplifikacioniplot KRASmutiranog uzorka (mutacija p.G12D).
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Primeri rezultata dobijenih reverznom hibridizaoy za KRAS wt i mutirani
uzorak prikazani su na Slici 22. Pozitivna reak(ljjabicasto obojena traka neststrip
u) se moze u ovom primeru ditb u nivou p.G12D mutacije (pored obaveznih obdjen

kontrolnih traka), za razliku od wt uzorka koji n@mpozitivne mutacione trake.

Red Marker Line (top)

@ G12D

— Control

KRAS codon 12 Ala
KRAS codon 12 Arg
KRAS codon 12 Asp
KRAS codon 12 Cys
KRAS codon 12 lle
KRAS codon 12 Leu
KRAS codon 12 Ser
- KRAS codon 12 Val
KRAS codon 13 Asp
- KRAS codon 13 Cys

OCONOUO A WON =

-
o

PCR Negative Control
PCR Positive Control

Green Marker Line (bottom)

T
T

Slika 22. Primerdststriprezultata za wt i mutirani (mutacija p.G12RiRASuzorak.

4.1.1 WCESTALOST | TIP MUTACIJAU KRASGENU

KRAStackaste mutacije u kodonima 12 i 13 su bile prisukod 66 od 188
(35,1%) analiziranih bolesnika sa CRC-om (Slika. Z8)lesnici sa dve ili viSe mutacija

nisu naeni.

Slika 23. estalosKRASwt i

mutiranih bolesnika.
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Od deset testiranih, sedam d&gfih KRASmutacija je detektovano powoba
kit-a. Distribucija detektovanih mutacija je bildedeta: p.G12D 42,4% (28/66),
p.G12V 21,2% (14/66), p.G12A 10,6% (7/66), p.G126% (5/66), p.G12S 6,1%
(4/66), p.G12R 1,5% (1/66) i p.G13D 10,6 % (7/68lka 24).
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Slika 24. DistribucijaKRASmutacija.

Ucestalost mutacija po kodonima je bila 89,4% u kad®8 i 10,6% u kodonu
13. Pokazano je i déetiri nage&e mutacije, p.G12D, p.G12V, p.G12A i p.G13ine
cak 84,8% (56/66) svih detektovanih mutacija.

Stopa tranzicija (59,1%) je u naSoj populaciji patata koji noseKRAS
mutaciju bila véa od stope transverzija (40,9%). Jedini detektotipriranzicije u oba
kodona je bio G>A, préemu je promena 12 GGT>GAT (p.G12D) biladedfa. Dva

tipa transverzija G>T i G>C su d@na samo u kodonu 12.
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42 POVEZANOST MUTACIWJA U KRAS GENU SA KLINI CKO-
HISTOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA
KOLOREKTUMA

U cilju ispitivanja korelacije mutacija KRASgenu sa karakteristikama tumora,
u sledéim poglavljima data je distribucija detektovanih tancija u funkciji: primarne
lokalizacije tumora, vetine tumora (T), statusa regionalnih limfnitvorova (N),
prisustva inicijalnin metastaza (M), gradusa tum@@, Dukes stadijuma bolesti,
lokalizacije i broja metastaza. Statikth zn&ajnost ovih distribucija testirana j&

testom i FiSerovim egzaktnim testom.
a) Povezanost mutacija u KRAS genu sa primarnom lokakijom tumora

Razmatrana je zastupljenoSRAS mutacija u okviru lokalizacija primarnog
tumora: kolon, rektum i rektosigmoidni prelaz. Pada lokalizaciji tumora nisu bili
dostupni za jednog bolesnika. U 34 od 95 (35,8%)ana kolona, 26 od 80 (32,5%)
tumora rektuma i 5 od 12 (41,7%) rektosigmoidnimdua su detektovane mutacije u
KRASgenu.

Nije pokazana statiski znaajna razlika u raspodeKRASmutacija u okviru
razlisitih tumorskih lokalizacija)?,=0,477; p>0,05).

b) Povezanost mutacija u KRAS genu sa ¥elom tumora (T)

Od 188 ispitivanih uzoraka karcinoma ni jedan bie velcine T1, 9 (4,8%) je
bilo velicine T2, 98 (52,1%) valine T3, 37 (19,7%) valine T4 i za 44 (23,4%)
bolesnika veltina tumora nije bila odtena. Od ukupno 66 detektovanih mutacija u
svim ispitivanim uzorcima, 2 su bile locirane u okvtumora vekine T2, 31 u okviru
veli¢ine T3, 18 u okviru vetine T4 i za njih 15 nismo imali podatak o i tumora.

U 22,2% (2/9) pacijenata sa T2 tumorom, u 31,6%98) pacijenata sa T3
tumorom i u 48,6% (18/37) pacijenata sa T4 tumosondetektovane mutacijeKRAS
genu. Zastupljenost mutacija KIRAS genu u okviru tumora razltih veli¢ina nije
statistéki znaajna (p=0,138; FiSerov egzaktni test). lako nije&kgmana statistka
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zn&ajnost, treba napomenuti da proceRASmutacija raste kako se wgha tumora

uvetava.

c) Povezanost mutacija u KRAS genu sa prisustvom mtetes u regionalnim

limfnim ¢vorovima (N)

Podaci o limfonodusnom statusu nisu bili dostupai 49 pacijenata. Prema
tome, analizirano je ukupno 139 pacijenata od kdjimije imao prisustvo metastaza u
regionalnim limfnim¢vorovima (NO), 52 su imala metastaze u 1-3 lim&vbrova (N1)
I 66 pacijenata su imali metastaze>d limfna ¢vora (N2). U grupi NO 5 pacijenata
(23,8%) je imalo mutacije KRASgenu, u grupi N1 21 pacijent (40,4%) i u grupi A2
pacijent (31,8%).

Nema statistki znatajne razlike u pojavi mutacijakiRASgenu izméu NO, N1
i N2 grupe ¢%=2,06; p>0,05).

d) Povezanost mutacija u KRAS genu sa prisustvom jaicih metastaza (M)

Od 188 ispitivanih uzoraka, 89 bolesnika nije inahetastatsku bolest pri
dijagnozi (MO0), dok je njih 99 imalo udaljene metee (M1). Od detektovanih 66
pacijenata sa mutacijam&RAS gena, 32 (36%) su bila u okviru MO grupe, a 34
(34,3%) u okviru M1 grupe.

Dobijena razlika u distribuciji mutacijakiRASgenu u dve pomenute grupe nije
statistitki znatajna §%=0,053; p>0,05).

e) Povezanost mutacija u KRAS genu sa histoloskim grsaoim tumora (G)

U 12 od 25 (48%) dobro diferentovanih tumora kektuma (G1), 37 od 108
(34,3%) umereno diferentovanih tumora (G2), 3 od(22%) slabo diferentovanih
tumora (G3) i u 14 od 43 tumotgi gradus nije odréivan detektovane su mutacije u
KRASgenu. Ni jedan bolesnik u ovoj studiji nije imastbloski gradus tumora G4.

Razlika u distribuciji KRAS mutacija kod tumora razitih stepena

diferentovanosti (GI/s. G2 vs. G3) nije statistiki znatajna (p=0,336; FiSerov egzaktni
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test).lpak, moze se zapaziti trend opadan§@stalosti mutacija sa porastom histoloSkog

gradusa tumora.

f) Povezanost mutacija u KRAS genu sa Dukes stadijuaninolesti

Dukesstadijume bolesti nije bilo moga odrediti za 28/188 bolesnika. Ni jedan
bolesnik nije imaoDukes A stadijum. U grupi od 11 bolesnika sa lokalizovano
bole¥u (DukesB) kod 2 bolesnika (18,2%) su detektova¢iRASmutacije, u grupi od
58 bolesnika sa bolé&s rasirenom na limfnévorove PukesC) u 24 (41,4%) i u grupi
od 91-og bolesnika sa metastatskom kales33 (36,3%).

lako je procenat mutacija oko dva putativkod bolesnika sa raSirenom u
odnosu na lokalizovanu bolest, nije pokazana $iis znatajna razlika u
zastupljenosti mutacij&RAS gena u odnosu nBukes stadijume bolesti (p=0,360;
FiSerov egzaktni test).

g) Povezanost mutacija u KRAS genu sa brojem metastaza

Od ukupno 188 pacijenata za 27 nismo imali podataliroju i lokalizaciji
metastaza. Gledano prema statdftASgena, maksimalan broj metastaza po pacijentu
je u wt grupi pacijenata iznosio 3, a u mutiranaja 5.

U grupi od 88 pacijenata bez prisutnih inicijalmietastaza (M0) broj pacijenata kod
kojih su detektovand&KRAS mutacije iznosio je 32 (36,4%). Nle 44 pacijenta sa
prisutnom samo jednom metastazom mutacije su aestahké kod 15 (34,1%) slajeva.

U grupi od 29 pacijenata sa viSe od jedne metastetsktovane syRASmutacije u 16
(55,2%) pacijenata.

lako suKRAS mutacije bile procentualno viSe zastupliene kodijpaata sa
vecim brojem prisutnih metastaza, dobijena razlikaestalostKRASmutacija izméu
navedenih grupa nije imala stati&iiznasaj (;°>»=3,885; p>0,05).
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h) Povezanost mutacija u KRAS genu sa metastazamdru je

S obzirom da se metastaze CRC-acewg javljaju u jetri, razmatrana je
zastupljenosKRAS mutacija kod pacijenata koji su imali udaljene as¢hze u ovom
organu. Od 162 pacijenta za koje smo imali podatkle,66 je imalo metastaze prisutne
u jetri. Kod 43,9% (29/66) pacijenata sa metastazanpetri su pronéene mutacije u
KRAS genu, dok je u grupi pacijenata bez ovih metastaggrocenat bio 35,4%
(34/96).

Razlika u zastupljenosiRASmutacija kod ove dve grupe pacijenata nije imala
statistitki znasaj (¢*1=1,195; p>0,05).

i) Povezanost mutacija u KRAS genu sa metastazamaudipla

Druga po destalosti lokalizacija gde se metastaze CRC-&8&a javljaju jesu
pluéa. Od 162 bolesnika za koje su podaci bili pozngih 18 je imalo metastaze u
pluéima. U grupi bolesnika sa metastazamaplu¢éima KRAS mutacije su bile
zastupljene u 55,6% (10/18), a u grupi bolesnikadeh metastaza u 36,8% (53/144).

lako je Westalost mutacija KRASgenu bila véa kod bolesnika sa metastazama
u odnosu na one bez metastaza, razlika u zastoptjddRAS mutacija kod ove dve
grupe bolesnika nije imala statidti znasaj (*1=2,367; p>0,05).

4.3 POVEZANOST MUTACIJA U KRAS GENU SA KARAKTERISTIKAMA
BOLESNIKA SA KOLOREKTALNIM KARCINOMOM

U cilju ispitivanja korelacije pojave mutacijaKRASgenu sa karakteristikama
bolesnika sa CRC-om, u sléita poglavljima data je distribucija detektovanih tanija
u funkciji: starosne dobi, pola i ECOG (erigastern_operative_@cology _Goup -
ECOG) performans statusa. Statisi zn&ajnost ovih distribucija testirana jé testom

I FiSerovim egzaktnim testom.
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a) Povezanost mutacija u KRAS genu sa starosnom dobi

Medijana raspodele godina dijagnostikovanja kantia kolorektuma kod
bolesnika sa mutacijamaKRASgenu je bila 58 godina, a kod bolesnika sKWRAS

om 60 godina.
b) Povezanost mutacija u KRAS genu sa polom

Mutacije uKRASgenu su detektovane kod 47/117 (40,2%) pacijematskog
pola i kod 19/71 (26,8%) pacijenata Zzenskog polabi[ena razlika u ¢estalostiKRAS
mutacija izmédu navedenih grupa je bila na granici statiei zn&ajnosti {*1=3,488;
p=0,06).

c) Povezanost mutacija u KRAS genu sa ECOG performatagusom

ECOG skala ili tzv. performans status (PS) predisteskalu i kriterijume za
procenu kvaliteta zivota bolesnika (Oken et al82)9 Doktori i istrazivai koriste ovu
skalu za procenu progresije bolesti, procenu njaramja na sposobnost pacijenta da
obavlja svakodnevne aktivnosti, kao i za @ddranje adekvatnog é&enja i prognoze.
Performans status se kesod 0-5.

U naSoj grupi bolesnika sa CRC-om (n=188) podgoedormans statusu za 16
bolesnika nisu bili dostupni. Od 172 analizirandebnika, 57 je bilo potpuno aktivho
(PS0), a 115 je bilo pokretno ali ogréemo u fizeéki napornim poslovima (PS1) ili
onemogdeno u obavljanju bilo kakvog posla (PS2). MutacjeKRAS genu su
detektovane u 24,6% (14/57) bolesnika sa PSO i ©9%40(47/115) bolesnika sa
PS1+PS2 (Slika 25).

Razlika u @estalostiKRASmutacija u grupi bolesnika sa P86. PS1+PS2 je
statistiski znasajna §*1=4,429; p=0,035).
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Slika 25. RaspodeldRASwt i mutiranih uzoraka u odnosu na performansistat

4.4 POVEZANOST p.G12V MUTACIJE KRAS GENA SA KLINI CKO-
HISTOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA
KOLOREKTUMA | KARAKTERISTIKAMA BOLESNIKA

U okviru grupe bolesnika nosilaca mutacij&KBASgenu (n=66), ispitivali smo
korelacije p.G12Vimutacije (najagresivnije prema literaturnim podagim odnosu na
sve ostale testirane mutacije, sa karakteristikameora (primarna lokalizacija tumora,
velicina tumora (T), status regionalnih limfnitvorova (N), prisustvo inicijalnih
metastaza (M), gradus tumora (Gykesstadijum bolesti i broj udaljenih metastaza) i
sa karakteristikama pacijenata obolelih od CRC-al, (starosna dob i performans

status). Dobijeni rezultati za testirane paramstrerikazani u tabeli 6.
Medijana starosne dobi dijagnostikovanja karcinorkalorektuma kod

pacijenata sa p.G12V mutacijomKiRASgenu je bila 56 godina, a kod pacijenata sa

ostalim mutacijam&RASa 59 godina.
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Tabela 6. PovezanoKiRASmutacija (p.G12Ws. sve ostale mutacije) sa parametrima
tumora i karakteristikama bolesnika sa CRC-om. Piodatabeli su dati kao broj

(procenat).

Parametar Ukupan broj 0.G12V Sve ostale
analiziranih bolesnika mutacije

Lokalizacija 65 14 51 0,595*
kolon 34 7 (20,6) 27 (79,4)
rektum 26 7(26,9) 19 (73,1)
rektosigmoidni prelaz 5 0(0,00 5(100,0)
Veli¢ina tumora 51 11 40 0,058*
T2 2 2 (100,0) 0 (0,0)
T3 31 6 (19,4) 25(80,6)
T4 18 3(16,7) 15(83,3)
Limfonodusni status a7 8 39 0,633*
NO 5 0(0,0) 5 (100,0)
N1 21 5(23,8) 16 (76,2)
N2 21 3(14,3) 18(85,7)
Udaljene metastaze 66 14 52 0,898**
MO 32 7(21,9) 25 (78,1)
M1 34 7(20,6) 27 (79,4)
HistoloSki gradus 52 10 42 0,215*
Gl 12 4(33,3) 8(66,7)
G2 37 5(13,5) 32(86,5)
G3 3 1(333) 2(66,7)
Dukesstadijum 59 13 46 0,854*
B 2 0(0,00 2(100,0)
C 24 6 (25,0) 18 (75,0)
D 33 7(21,2) 26 (78,8)
Broj metastaza 63 13 50 0,161*
0 32 7(21,9) 25(78,1)
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Tabela 6. nastavak

1 15 5(33,3) 10(66,7)

>1 16 1(6,3) 15(93,8)

Pol 66 14 52 0,741*
mus3ki 47 11 (23,4) 36 (76,6)

Zenski 19 3(15,8) 16(84,2)
Performans status 61 14 47 0,590*
PSO 14 4(28,6) 10 (71,4)

PS1 43 10 (23,3) 33 (76,7)

PS2 4 0(0,0) 4 (100,0)

* FiSerov egzaktni test

** 52 test

Na osnovu rezultata u tabeli, zapaza se da sviriuke@ ne prodiru u dublje
slojeve zida kolona i rektuma poseduju p.G12V mtaadok je zastupljenost ove
mutacije kod tumora koji zahvataju dublje slojewdoka ili rektuma 19,4%, a kod onih
koji probijaju serozu 16,7%. Ova razlika je na geastatisttke zn&ajnosti.

lako ne statistki znatajno, westalostKRASp.G12V mutacije je opadala sa
porastom performans statusa i broja prisutnih neetas Takde, u pordenju sa svim
ostalim detektovanim mutacijama, p.G12V je biteestalija kod muskaraca nego kod

Zena, i kod tumora kolona/rektuma u odnosu na sagtaoidni prelaz.

45 POVEZANOST p.G12D MUTACIJE KRAS GENA SA KLINI CKO-
HISTOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA
KOLOREKTUMA | KARAKTERISTIKAMA BOLESNIKA

U grupi KRAS mutiranih bolesnika ispitivali smo i korelacije jnéestalije
mutacije p.G12D, u odnosu na sve ostale analiziantcije, sa parametrima tumora
(primarna lokalizacija tumora, veéina tumora (T), status regionalnih limfn#vorova

(N), prisustvo inicijalnih metastaza (M), gradusntara (G),Dukesstadijum bolesti i
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broj udaljenih metastaza) i sa karakteristikamal@lhood CRC-a (pol, starosna dob i

performans status). Dobijeni rezultati za testirpaemetre su prikazani u tabeli 7.
Medijane starosne dobi dijagnostikovanja karcindwoiarektuma kod bolesnika

sa p.G12D mutacijom i kod bolesnika sa ostalim w@ijgma uUKRASgenu su bile 58

godina.

Tabela 7. PovezanokiRASmutacija (p.G12Dys. sve ostale mutacije) sa parametrima
tumora i karakteristikama bolesnika sa CRC-om. PBiodatabeli su dati kao broj

(procenat).

Parametar .U.kup-an bro) ) p.G12D sve os.t.alj
analiziranih bolesnika mutacije
Lokalizacija 65 27 38 0,432*
kolon 34 12 (35,3) 22 (64,7)
rektum 26 12 (46,2) 14 (53,8)
rektosigmoidni prelaz 5 3(60,00 2(40,0
Veli¢ina tumora 51 21 30 0,613*
T2 2 0(0,0)0 2(100,0)
T3 31 14 (45,2) 17 (54,8)
T4 18 7(38,9) 11 (61,1)
Limfonodusni status 47 20 27 0,536*
NO 5 2 (40,00 3(60,0)
N1 21 11 (52,4) 10 (47,6)
N2 21 7(33,3) 14 (66,7)
Udaljene metastaze 66 28 38 0,832**
MO 32 14 (43,8) 18 (56,2)
M1 34 14 (41,2) 20 (58,8)
HistoloSki gradus 52 23 29 0,557*
Gl 12 4(33,3) 8(66,7)
G2 37 17 (45,9) 20 (54,1)
G3 3 2(66,7) 1(33,3)
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Tabela 7. nastavak

Dukesstadijum 59 26 33 1*
B 2 1(50,0) 1 (50,0)

C 24 11 (45,8) 13 (54,2)

D 33 14 (42,4) 19 (57,6)

Broj metastaza 63 27 36 0,638**
0 32 14 (43,8) 18 (56,2)

1 15 5(33,3) 10 (66,7)

>1 16 8 (50,0) 8(50,0)

Pol 66 28 38 0,973**
muski 47 20 (42,6) 27 (57,4)

Zenski 19 8(42,1) 11 (57,9)
Performans status 61 26 35 0,590*
PSO 14 7 (50,00 7 (50,0)

PS1 43 16 (37,2) 27 (62,8)

PS2 4 3(75,00 1 (25,0)

* FiSerov egzaktni test

e xz test

Prema rezultatima iz tabele, statiktizna’ajna povezanost p.G12D mutacije sa
testiranim karakteristikama nije pokazana ni zafedarametar. Miitim, vidi se trend
porasta zastupljenosti ove mutacije sa Sirenjemotankroz zid kolona/rektuma i
serozu, kao i histoloSkim gradusom. Poraststalosti ove mutacije se zapaza kod
distalnih tumora (rektum i rektosigmoidni prelaz)odnosu na proksimalne (kolon) i
kod bolesnika sa PS2 u odnosu na PSO i PSdavdose i trend blagog opadanja kod
DukesC i D tumora u odnosu rfaukesB.
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46 POVEZANOST MUTACIJA KODONA 12 | 13 KRAS GENA SA
KLINI CKO-HISTOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA
KOLOREKTUMA | KARAKTERISTIKAMA BOLESNIKA

Kod bolesnika sa mutacijami@RAS gena ispitivali smo i korelacije mutacija
kodona 12 u odnosu na kodon 13, sa parametrimaréupomarna lokalizacija tumora,
velicina tumora (T), status regionalnih limfnitvorova (N), prisustvo inicijalnih
metastaza (M), gradus tumora (BGykesstadijum bolesti i broj udaljenih metastaza) i
sa karakteristikama samih bolesnika (pol, staralytai performans status). Dobijeni
rezultati za testirane parametre su prikazani eli&o

Medijana starosne dobi dijagnostikovanja karcindwoiarektuma kod bolesnika
sa mutacijama kodona 12 je bila 58 godina, a kdésnika sa mutacijama kodona 13 je

iznosila 59 godina.

Tabela 8. PovezanoKRASmutacija (kodon 1%s.kodon 13) sa parametrima tumora i

karakteristikama bolesnika sa CRC-om. Podaci uitabelati kao broj (procenat).

Parametar Ukupan broj Mutacije  Mutacije
analiziranih bolesnika kodona 12 kodona 13

Lokalizacija 65 58 7 0,235*
kolon 34 29 (85,3) 5(14,7)
rektum 26 25 (96,2) 1(3,8)
rektosigmoidni prelaz 5 4 (80,0) 1 (20,0)
Veli¢ina tumora 51 45 6 0,733*
T2 2 2 (100,0) 0 (0,0)
T3 31 28(90,3) 3(9,7)
T4 18 15 (83,3) 3 (16,7)
Limfonodusni status 47 42 5 1*
NO 5 5(100,0) 0 (0,0)
N1 21 19 (90,5) 2 (9,5)
N2 21 18 (85,7) 3 (14,3)
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Tabela 8. nastavak

Udaljene metastaze 66 59 7 1*
MO 32 29 (90,6) 3(9,4)

M1 34 30(88,2) 4 (11,8)
HistoloSki gradus 52 47 5 0,498*
Gl 12 12 (100,0)  0(0,0)

G2 37 32(86,5) 5(13,5)

G3 3 3(100,0) 0(0,0)
Dukesstadijum 59 53 6 1*

B 2 2 (100,00  0(0,0)

C 24 22 (91,7) 2(8,3)

D 33 29 (87,9) 4(121)

Broj metastaza 63 56 7 0,883*
0 32 29 (90,6) 3(9,4)

1 15 13(86,7) 2 (13,3)

>1 16 14 (87,5) 2 (12,5)

Pol 66 59 7 0,663*
muski 47 41 (87,2) 6 (12,8)

Zenski 19 18 (94,8) 1(5,3)
Performans status 61 54 7 0,799*
PSO 14 13 (92,9) 1(7,1)

PS1 43 37 (86,0) 6 (14,0)

PS2 4 4 (100,0) 0 (0,0)

* FiSerov egzaktni test

lako westalost p.G13D mutacije u naSem radu raste sarsigp invazivnosti
tumora kroz zid creva (ve€inom tumora),Dukes stadijumom, prisustvom i brojem
udaljenih metastaza i onih u limfnigrorovima, statistika zn&ajnost nije dostignuta ni

za jedan od analiziranih parametara. Ova mutaeijdakaie, ceXa kod musSkaraca u
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odnosu na zene, i kod tumora kolona i rektosigmmgdprelaza u odnosu na tumor

rektuma.

4.7 UCESTALOST p.V600E MUTACIJE U BRAF GENU

Prisustvo p.V600E (GTG>GAG) mutacije BRAF genu je proveravano
metodom sekvenciranja kod uzoraka kaeisih kao kontrole. Kodelijske linije LS174
nije detektovana navedena mutacija (wt kontrolagpd uzorka za koji se prethodno
znalo da je mutiran je poidena mutacija na toj poziciji u heterozigotnoj forghi
kontrola).

U grupi pacijenata sa WitKRAS statusom gena (n=122) testirano je
prisustvo/odsustvo mutacije p.V600BRAF gena HRM metodom. Zbog loSijeg
kvaliteta ili nedostatka DNK, 21 pacijent je morda bude iskljgen iz analize.
Poreienjem krivih topljenja uzoraka sa krivama topljerkantrola mogli smo da
odredimo mutacioni status. U zavisnosti da li s&ipkrivih topljenja uzoraka grupisao
I poklapao sa profilom neke od kontrola, bilo jeguee odrediti da li je uzorak wt ili
heterozigot zaBRAF p.V600E mutaciju. S obzirom da nismo imali kontrata
mutiranog homozigota, sve uzorke koji su se raxhitiood poznate dve kontrole smo
klasifikovali kao izmenjene. lako se mutacija p.W&0javlja u oko 90% sliajeva sa
mutiranimBRAFgenom, mogée je da se na ovoj ili drugoj poziciji pojave i eettruge
mutacije, ili da postoje polimorfizmi u delu sekeenkoji smo umnozili. U oba staja
doslo bi do promene izgleda krive topljenja i foramja drugih grupa koje se razlikuju
od nasih kontrola. Kao rezultat HRM analize dofitio 83 wt uzorka, 4 heterozigota za
mutaciju p.V600E BBRAFgenu i 14 izmenjenih uzoraka.

Primeri rezultata koji se dobijaju HRM metodom datina Slici 26. Na y osi se
nalazi fluorescentni signal, a na x osi temperatitakazane su normalizovane |
temperaturno pomerene krive topljenja i diferencijglot-ovi za wt (A) i izmenjeni
uzorak (B). U slgaju wt uzorka, jasno se razlikuju dve ra&itb obojene grupe krivih
koje pottu od ht kontrole (crvena) i wt kontrole (plava)tis Sto ispitivani uzorak
pripada wt kontrolnoj grupi. U skaju izmenjenog uzorka, mogu se razlikovati tri
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grupe krivih: ht kontrolna (plava), wt kontrolnarfena) i grupa koja pate od

izmenjenog uzorka (zelena).

A

Hermalized and Shifted Melting Curvas

B

Hermalized and Shified Meliing Curves
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Slika 26. Normalizovane i temperaturno pomereneektopljenja i diferencijalnplot-
ovi za A) wtBRAFuzorak i B) izmenjenBRAFuzorak.

Sve mutirane i izmenjene uzorke, kao i one za kigeno mogli da dobijemo
rezultat HRM analizom, smo proveravali metodom sekiranja DNK. Od prethodno 4
detektovana heterozigota samo je jedan getvrsekvenciranjem, dok su ostala 3
uzorka imala wt status i ni jednu drugu promenuagrnentuBRAF gena koji smo
umnozavali. Ovaj fragment je obuhvatao ceo egzondéove introna 14 i 15. Mia
14 izmenjenih uzoraka, za 3 nismo uspeli da dolmjeezultat sekvenciranjem, a za
preostalih 11 se utvrdilo da imaju BRAF mutacioni status. Takle, u okviru ovih 11
uzoraka, samo kod jednog bolesnika su bile deteki®vdve intronske promene u
sekvenci (IVS14-7 A>T i IVS14-5 C>T), dok ostalild bolesnika nije imalo nikakvu
promenu. Od 21-og pacijenta za koje nismo inicgalmali rezultat HRM analize,

sekvenciranjem smo utvrdili VBRAF status kod njih troje.
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Prema tome, od getnih 122 bolesnika sa idRASgenom, 21-om bolesniku
nismo uspeli da utvrdim@RAF mutacioni status, 100 (99%) bolesnika je imalo wt
BRAF i samo jedan (1%) bolesnik je bio heterozigot Zd6p0E BRAF mutaciju.
Primer rezultata sekvenciranja dat je na Slici Prikazani su delovi sekvence sa

pozicijom p.V600E mutacije kod wt i ht uzorka.

Slika 27. Primeri elektroferogranBRAF gena na poziciji mutacije p.V600E. A) Wild-
type (WT) TT uzorak i B) Mutirani (MUT) AT heteragotni uzorak.

4.8 POVEZANOST MUTACIJA U KRAS | BRAF GENIMA SA TOKOM
MALIGNE BOLESTI

Od 188 bolesnika sa CRC-om, 99 je imalo prisutreastaze pri dijagnozi ili
nakon hirurgije (inicijalne metastaze). Smatra ae&kadd njih znaci bolesti postoje i oni
se u prvoj liniji terapije podvrgavaju nekom odired sistemske hemioterapije (HT) (5-
fluorouracil - 5-FU, HT bazirana na oksaliplatinii irinotekanu, bevacizumab,
mitomicin). Bolesnici u metastatskoj fazi bolessa wtKRASstatusom gena mogu u
drugoj (u svetu), trj ili nekoj kasnijoj liniji (u svetu i kod nas) pnati i EGFR-
ciljanu terapiju antitelima u kombinaciji sa HT-ofeetuksimab u kombinaciji sa

irinotekanom).
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Dva bolesnika (2/188) su imala mikroskopske (fgsti makroskopske (rest 2)
znake tumora nakon hirurSke intervencije i za ghtakde smatra da imaju znake
bolesti. Preostalih 87 bolesnika je bilo bez znakbwlesti (nisu bile prisutne metastaze,

ni rest tumora) nakon hirurgije.

Pacijenti bez prisutnih metastaza, u zavisnostzait/genosti limfnih¢vorova,
mogu primiti adjuvantnu (dodatnu) HT-u (5-FU i leworin) nakon operacije da bi se
uklonili eventualni nevidljivi ostaci tumora, sgre nastanak mikrometastaza i da bi se
odlozilo ponovno javljanje bolesti. Ukoliko limfrévorovi nisu zahvéeni (NO) ne daje
se ni jedna terapija sve do pojave nekih znakovashpkada se uklguje sistemska
HT. Ako su zahvéeni 1-3 limfnacvora (N1), klintki se procenjuje da li pacijent ide na
adjuvantnu HT-u ili ne. Kod pacijenata 34 zahvéena limfnacvora (N2), daje se

obavezno adjuvantna HT.

Odgovor na adjuvantnu HT-u i EGFR-ciljanu terapmetastatske bolesti je
praéen na osnovu duzine vremena do pojave metastazM)(Tddnosno stepena

tumorskog odgovora (engesponseate - RR).

a) Vreme do pojave metastaza u odnosu na prisustva/st¥® mutacija u KRAS i
BRAF genima

Od 87 bolesnika koji nakon hirurgije nisu imaliake bolesti, 16 bolesnika je
bilo iskljuceno iz analize zbog nedostatka podataka, 22 bé&kesnisu primala
adjuvantnu HT-u i 49 bolesnika je bilo podvrgnutavedenom terapijskom rezimu.
Medijana vremena do pojave metastaza u celoj gtopirl) je bila 14 meseci (95% CI
12-20 meseci), s tim da se raspon kretao od jedoo@l-og meseca. Nakon 6 meseci
87,3% bolesnika je bilo bez metastazaduten taj broj se vé nakon godinu dana
smanjio na 56,3%. Posle 2 godine procenat bolekujkaemaju metastaze je bio 31%,
nakon 3 godine 16,9%, a nakon 4 godine svega 432%a(28).
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Slika 28. Kaplan Meier kriva vremena do pojave metastaza u grupi padgebaz

inicijalnih znakova bolesti.

Uloga prediktivnog faktora jeste da se na osnovegoyog statusa moZze
proceniti ishod terapijskog odgovora. S obzirom ulagu KRAS i BRAF gena u
regulaciji ¢elijske proliferacije i apoptoze, pretpostavili smda bi njihov mutacioni

status mogao da bude faktor prefhrja odgovora na adjuvantnu HT-u.

U podgrupi od 49 pacijenata bez inicijalnih metaatkoji su primili adjuvantnu
terapiju upordivan je TTM kod pacijenata sa mutacijamaK®RAS genu (n=16) u
odnosu na grupu pacijenata bez mutacij&RAS genu (n=33) (Slika 29)lako je
medijana vremena do pojave metastaza u grupi patgesa mutacijamakKiRASgenu
bila duza u odnosu na grupu pacijenata s&RBASom (19,5vs13,2 meseci), razlika
nije dostigla statistku znaajnost (Log-Rank tesf’1=0,085; p>0,05).
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Slika 29. Kaplan Meier krive vremena do pojave metastaza u odnosu na

prisustvo/odsustvo mutacijaKRASgenu.

Kako je broj pacijenata sa mutiranBRAF genom u ovom radu bio jako mali
(n=1), nismo bili u mogtnosti da koreliSemo mutacioni status tog gena sMTT

parametrom.

b) Stepen tumorskog odgovora (RR)odnosu na prisustvo/odsustvo mutacija u
BRAF genu

Za bolesnike koje su u toku ili po primljenoj tefaizgubili vidljive znake
bolesti kaze se da su kompletno odgovorili na igrgeng. comleteresponse CR),
dok za one kod kojih je redukcija tumorske masa bd 30% ili viSe smatra se da su
delimicno odgovorili na terapiju (engartial response PR). Bolesnici kod kojih nije
bilo promena ili je redukcija tumorske mase bilanjpaod 30% imaju stabilnu bolest
(eng. stable dsease- SD). Kod ostalih bolesnika je doSlo do Sirenlebti (eng.
progressive_tsease- PD). Stepen tumorskog/terapijskog odgovora (R&meri kao

procenat obolelih koji su u toku ili nakon primigeterapije imali CR ili PR.

74



Svi bolesnici u ovoj studiji su imali metastatskalest u trenutku kada im je
testiranKRASgen na prisustvo mutacija. S obzirom da su swada primali neku vrstu
hemioterapije i da su one bile vrlo r&#ke u zavisnosti od bolesnika, nismo mogli da
procenjujemo RR na HT-u. Matim, svi bolesnici sa WKRASstatusom gena su bili
kandidati za cillanu molekularnu terapiju cetukdomm (u kombinaciji sa
irinotekanom) i kod njih smo zeleli da utvrdimo RR.

Od 122 bolesnika sa WdRASom, za njih 50 nismo imali podatke o tome da i
su paeli sa ovom terapijom ili kakav im je odgovor b{@d preostala 72 bolesnika, ni
jedan nije postigao kompletan odgovor na teradiju,je imalo PR, 34 SD i 27 PD.
Prema tome, 15,3% (11/72) bolesnika je postiglapigski odgovor (RR). S obzirom na
mali broj bolesnika koji su postigli RR, kao i dameiu njima svih 11 imalo WBRAF,

nismo bili u mogunosti da povezemo date parametre.
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5. DISKUSIJA

Kolorektalni kancer pripada grupi maligniteta gasttestinalnog sistema |
danas predstavlja globalni zdravstveni problem.akiabe natetvrtom mestu uzroka
smrti usled kancera. Sirom sveta CR@i 10% svih kancera koji se javljaju u
muskaraca i 9,4% u Zena. Tdkoje i tr&i najceXe dijagnostikovani kancer kod
musSkaraca, odmah iza kanceracplu prostate, odnosno drugi po redu kod zena, nakon
tumora dojke. Skoro 60% <lajeva se javla u razvienim delovima sveta
(GLOBOCAN 2008).

Stope incidence variraju i do deset puta kod alla pa svetskom nivou: najvise
stope su procenjene u Australiji/Novom Zelandu.ese® Americi i zapadnoj Evropi,
najnize u Africi (izuzevsi juznu Afriku) i juznojemtralnoj Aziji, dok su u Latinskoj
Americi proséne. Pored toga, ztiajno su vise kod muSkaraca u odnosu na Zene
(GLOBOCAN 2008). Stope incidence CRC-a se rapidovsfavaju u nekoliko regiona
koji su u proSlosti bili u manjem riziku, rde kojima su Spanija i zemlje istoe Azije i
istone Evrope. Zn&jno je i da su stope rhe muskarcima uCeskoj Republici i
Japanu veé premasile najviSe stope incidence u SAD, Kanalistraliji, gde su one u
padu ili se ustaljuju (pregled u Center et al.,20&matra se da ovi nepovoljni trendovi
oslikavaju kombinaciju faktora rizika: promene a&tilshrane, gojaznosti i potene
rasprostranjenosti pusenfaregled u Center et al., 2009; de Kok et al., 2@B8&cia-
Alvarez et al., 2007). SAD su jedina zemlja u kapmjidenca zn&jno opada poslednijih
godina kod oba pola usled dobro razvijenih progranexentive i préenja (Edwards et
al., 2010).

Kada je stopa mortaliteta u pitanju, ona je neSia rkod Zena nego kod
musSkaraca, osim za region Kariba. Varijabilnost sigpe je manja na svetskom nivou
(Sest puta kod muskaraca i pet puta kod Zena)Xemnu su najvée standardizovane
stope mortaliteta za oba pola procenjene u cemjraiatocnoj Evropi (20,1/100 000 za
muskarce, 12,2/100 000 za zene), a najnize u deoitrafrici (3,5 i 2,7 respektivno)
(GLOBOCAN, 2008).Dok se smrtnost od CRC-a smanjuje u zemljama Zapada
uglavnom usled boljeg ¢enja i ranijeg otkrivanja kancera, stope smrtnoastavljaju

da rastu u mnogim zemljama sa ogéanim resursima i loSijim zdravstvenim
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sistemom, namdto u centralnoj i jJuznoj Americi i istmoj Evropi pregled uCenter et
al., 2009a; Edwards et al., 2010).

U Srbiji maligni tumori kolorektuma predstavljajuugiu nageXu lokalizaciju
malignih tumora i drugi nae&i uzrok smrti usled kancera, odmah posle rakagkod
musSkaraca i raka dojke kod zena (Nacionalni progeamprevenciju kolorektalnog
karcinoma). Stopa incidence se nalazidmeiSim u svetu i iznosi 19,9 na 100 000
musSkaraca i 11,2 na 100 000 Zena (ASR-W) (Regrstaak u centralnoj Srbiji, 2011).
Na osnovu podataka iz 2008. godine, od zemaljayiome sltnu stopu incidence imaju
Rumunija, Bugarska i Makedonija, dok smo po stoprtaliteta jedino stini Bugarskoj
(GLOBOCAN, 2008). Prema podacima Reptikdig zavoda za statistiku za period od
1997-2010. godine zabeleZen je porast mortalitetadoj zemlji od 16% usled CRC-a,
pri ¢emu standardizovane (ASR-W) stope mortaliteta ier®98 na 100 000 muskaraca i
5,9 na 100 000 Zena (Repukiizavod za statistiku, 2010).

Nizak socijalni i ekonomski status kao i nepostggasvesti o bolesti i edukacije
stanovniStva su zkajni razlozi koji doprinose visokoj incidenci i ntalitetu u slabije
razvijenim delovima sveta. Moge je da su ovo neki od razloga za tako visok praicen
CRC-a u Srbiji. Faktori rizika koji doprinose nasta CRC-a su uglavhom poznati
(starost, sredinski faktori, pozitivha por&aa ili licna istorija bolesti), a neke od njih je
mogute i modifikovati: pusSenje, figku neaktivnost, gojaznost, ishranu crvenim
obraienim mesom i preteranu konzumaciju alkohola (pekgieBoyle and Langman,
2000;Ferrari et al., 2007). Regularskriningza CRC predstavlja jedno od najngih
oruzja u njegovoj prevenciji. Programi ranog otlnja raka kolorektuma su se pokazali
svrsishodnima zbog toga Sto se ovaj tip kancerges&a javlja iz dobréudnih polipa —
adenoma tokom procesa kancerogeneze koji traje algenod deset godina. Ovakav
dugotrajan proces omoémva pravovremeno otkrivanje navedenih promena.iikje
bolesti u prekanceroznom stadijumu ili stadijumkal@wovane bolesti omogava
izlecenje u viSe od 85% obolelih (Nacionalni program pravenciju kolorektalnog
karcinoma). U Srbiji Nacionalni program za prev@m&olorektalnog karcinoma postoji
jos od 2008. godine, ali njegova primena u praksijos uvek zazivela.

Hirurgija predstavlja najefikasniji &an lecenja ovog maligniteta, nafivo kod
pacijenata koji nemaju udaljene metastaze. U tkentegsekcije oko 30-40% pacijenata

su dijagnostikovani u stadijumu Il (Zlobec et @007). Uprkos napredovanju hirurSkih
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tehnika i upotrebi adjuvantne i sistemske HT-ejatadapije i u novije vreme bioloSke
ciljane terapije, petogodiSnje prezivljavanje paagta sa ranim stadijumom CRC-a (bez
invazije i metastaza u limfnifvorovima) je oko 90%. Miutim, ovaj procenat opada
na 65% kod tumora koji su se regionalno proSiridalje pada na 10% kod kasnih
stadijuma bolesti, gde je tumor metastazirao ndjerta mesta (Zlobec and Lugli,
2008). S obzirom da je CRC vrlo heterogena bolestvajoj osnovi, efikasnost
navedenih terapijskih rezima zavisi i od precizdefjinisanja podgrupa pacijenata koje
¢e imati najbolji odgovor. Razvojem molekularne dgiastike i ciljanih terapija, tenje
kancera se polako pomera sa tradicionalnog prisfppkusaja i greske“ na nivo koji
podrazumeva personalizovani pristup (pregled u bBasmeester et al., 2010). Shodno
tome neophodno je identifikovati markere k&g biti pokazatelji agresivnosti tumora i
prediktori odgovora na odtenu vrstu terapije. Poslednjih godina je aktivnatraga“
za biomarkerima koji bi definisali grupu pacijenatastadijumima Il i lll za adjuvantnu
HT-u i grupu pacijenata sa ovim ili stadijumom IVa zsistemsku i/ili ciljanu
molekularnu terapiju (pregled u De Roock et alQ20 U svakodnevnoj praksi razlika
izmedu prognostikih i prediktivnih markeraesto nije jednozré@a i mnogi markeri su
zapravo kombinacija oba tipa. U poslednje 2 deeeng ispitivano na stotine
biomarkera kod CRC-a (Uvod, Slika 4), ali sam&RASgen dospeo u klitku praksu
za terapiju metastatske bolesti (pregled u Descheester et al., 2010).
Kancerogeneza se tradicionalno smatra viSestepgmoonesom u kome se
genskim alteracijama u svakom koraku normatesje transformiSu u maligne. Na
molekularnom nivou ova progresija ukijye niz mutacija kojimaelije sticu prednost
u rastu i omogéava im se klonalna ekspanzija. Naposletku, mutanipgu doprineti
kako nekontrolisanoj proliferaciji tako i gubitkntiatelijske adhezije, ekspresiji enzima
za razgradnju bazalne membrane, gawej celijskoj pokretljivosti i sposobnosti da
prezivi na udaljenim lokacijama. U najjednostavmijesiutaju prognoza tumora bi
zavisila od broja i tipa mutacija koje su se akurald, pri ¢emu svaka od njih ima
odreienu ulogu u progresiji CRC-a (pregled u De Rooc&lgt2009). Méutim, noviji
podaci i otkréa o tumorskim stendelijama, heterogenosti tumora i odnosu tumorskih
¢elija sa okolinom, ukazuju na komplikovaniji modelzvoja kancera. Buduoost
otkrivanja novih biomarkera bi bila klasifikacijaagjenata u podgrupe na osnovu

slicnosti njihovih genskih profila, koriste microarray ili druge tehnologije genskog
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profilisanja. Smatra se da dvediree sporadinih CRC-a ima mutacij@dPC gena koje
su dovoljne da pokrenu rast benignih tumora alii & omogde ovim tumorima
progresiju u agresivnije forme (Segditsas and Tiosolh, 2006). Za ovaj korak
neophodni su dodatni gen#édi i epigenetiki dogaiaji. Pokazano je da se CRC-i
odlikuju dodatnom genomskom nestabilétwghromozomska nestabilnost i MSI) koja
za posledicu ima inaktivaciju tumor-supresorskimage aktivaciju protoonkogena.
Medu protoonkogenima koji se aktiviraju rano tokom deektalne kancerogeneze
nalaze se dva gena iz EGFR signalnog pkiRRASiI BRAF. Ipak, prim&eno je da se
mutacije u ovim genima ne javljaju zajedno i da ouikoji ih nose najverovatnije
nemaju isti put nastanka (pregled u Huang et atl12Rosenberg et al., 2007; Shen et
al., 2007). ObjaSnjenja ove teorije se mogti mal sledée opisanim radovima. lako
bioloSke i klinktke osobine CRC-a povezanih sa CIMP-om nisu do kiagg@snjene,
nesumljivo je da ove epigenetske promene izdvaajpu tumora koja ima jedinstvene
molekularne profile i etiologiju. Wynter i saradni2004) su ispitujti ovu grupu
tumora pokazali da postoje bar dva puta nastankardédalnog kancera. Jedna grupa
tumora nastaje putem mutacija RRAF genu i metilacijehMLH1, dok se druga
karakteriSe mutacijamRASa umestadBRAFa i hipermetilacijom promotor®IGMT
gena umesttiMLHL1 Takaie je pokazano i da je metilaciGMT gena povezana sa
MSI-L (eng.microsatellite instability - bw - MSI-L) (Whitehall et al., 2001), kao i da je
pojavaKRASmutacija retka kod MSI-H tumora (Samowitz et 2001).

Wang i saradnici (2006) su u svojoj studiji na neama kolorektalnih adenoma
predlozili da aktiviraniKRAS onkogen moze igrati veoma vaznu ulogu u daljoj
kolorektalnoj karcinogenezi preko svojih nizvodeiljnih molekula. Analizom genske
ekspresije su utvrdili grupu od Sest gem2CI2 H2AFZ RAP1B TBX19 E2F4
MMP1) visoko eksprimiranih u adenomima, za koje je @darda destvuju u regulaciji
¢elijskog rasta i diferencijacije. Na osnovu uloggukimaju uceliji, pretpostavili su da
ovi geni mogu zn&jno doprineti mehanizmu koji lezi u osnovi tumaengze CRC-a.
Haigis i saradnici (2008) su pronasli u svom raduedspresija mutiranofRASa
indukuje hiperproliferaciju u epitelu kolona, alia dnije dovoljna da dovede do
neoplazije. U kombinaciji sa mutacijo®PC gena, mutiraniKRAS ipak promovise
tumorsku progresiju, Sto je u skladu sa prethodmgnutontinjenicom da se mutacije

KRASgena javljaju nakon promenaAiPC-u.
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Aktivirani BRAF aleli mogu konstitutivno da vrSe aktivaciju MEK/ER
(MAPK) puta, Sto utie na tumorsku progresiju na transkripcionom i metkaipcionom
nivou (Slika 30).

Tissue invasion MLCK < P-ERK Apoptosis evasion

and nictastasis \
pODRsk /

CyclinD1,D2, D34 - Self-sufficiency in growth

1, Bim¥ >

Apoptosis evasion

—M mdm24 —=> p53+ 4 Limitless replicative potential

VEGF4 —m8——> Angiogenesis
o-myc‘f ——> Insensilivity to antigrowth signals

B3 éntcgriu+ ———2  Tissue invasion and metastasis

Slika 30. Uloga aktiviraniBBRAF alela u procesima nastanka kancera (preuzeto iz

pregleda u Mercer and Pritchard, 2003).

ERK u citoplazmi moze da fosforiliSe p90RSK, kagilj@ inaktivacijom BAD-a
I aktivacijom CREB-a (transkripcioni faktori ukfjgni u indukciju ekspresije gena
vezanih sacelijskim prezivljavanjem) omogava izbegavanje apoptoze. Aktivirani
ERK moze i da interaguje sa lakim lancem miozirakm (MLCK), Sto ima efekte na
tkivnu invaziju i metastaziranje. U jedru, ERK it utce na ekspresiju ragitih gena
koji reguliSu glavne procese u kancerogenezi. Ppekaane ekspresije ciklina D tipa
reguliSe se rastelija, preko c-MYC-a nesenzitivnost na signale lsgre&avaju rast,
preko VEGF-a kontroliSe se angiogeneza i prekoghmea invazivni potencijal, dok

smanjivanje ekspresij@IM gena ima uticaj na prezivljavanje i apoptozu. Nivo
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ekspresijeTP53gena je regulisan ERK-om preko indukcije ekspeeBIPM2, proteina
uklju¢enog u inhibicijuTP53aktivnosti (pregled u Mercer and Pritchard, 2003).

U ovoj disertaciji smo se opredelili za éavanje promena KRASI BRAFgenu
odvijanjem moze nastati maligni fenotip. Tdko mutacije ovih gena predstavljaju
molekularne markere odgovora na ciljanu terapijutastatskog CRC-a antitelima
prvenstveno, dok su rezultati o njihovoj ulozi kamgnostékih i prediktivnih faktora
adjuvantne i sistemske HT-e kontradiktorni. Povesarprisustva/odsustva i tipova
mutacija u navedenim geninsa klinicko-histopatoloskim karakteristikama karcinoma

kolorektuma i tokom bolesti nije razjasnjena.

5.1 UCESTALOST MUTACIJA U KRAS GENU U KARCINOMIMA
KOLOREKTUMA

Mutacije uKRASgenu igraju vaznu ulogu u patogenezi mnogih tipkesacera.
Prema literaturnim podacima, mutirana forBASgena je zastupljena u preko 80%
karcinoma pankreasa, u 30-70% kolorektalnih karoao karcinoma pléa, i u manjim
procentima kod endometrijalnog kancera i kanceliéaggmaterice, tumora dojke, jetre i
besSike, mijelodnim leukemijama (Bos, 1989; Downwa2603; Forbes et al., 2008;
Herreros-Villanueva et al., 2011). Na osnhovu intggrih podataka iz literature
objedinjenih u COSMIC bazi procenat zastupljend$RAS mutacija u kancerima je
nesto drugdji: 57% kod kancera pankreasa, 35% kod kolorekiglkancera, 28% u
kanceru zunog trakta, 16% u kanceru phuitd. (Forbes et al., 2008). Mafirazlog
ovih procentualnih razlika jeste katénhje raziitih metoda detekcije mutacija.

Mutacije koje se javljaju kod CRC-a su u preko 95&ajeva locirane u dva
susedna kodona drugog egzona, 12-om i 13-om, i 6dau82% i 17% respektivho
(Edkins et al., 2006; Kotoula et al., 2009; pregleldnardou et al., 2011; pregled u Van
Krieken et al., 2008). Kada je u pitanju detekaijatacija, metoda izbora/,zlatni
standard” jeste direktno sekvenciranje. Ovom matodoogute je ispitati ceo gen na
prisustvo kako poznatih, tako i novih genskih @tga. S obzirom da je metoda dosta

skupa, dugotrajna i da je za detekciju mutacijaphedno 10-30% mutiranog tkiva, u
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novije vreme su sveéese u upotrebi metode bazirane na PCR-u (Kotould.,e2@09).
Takade, u sléaju KRASgena postoji mutacioni ot spot*u kome su locirane skoro
sve mutacije koje se javljaju kod CRC-a, pa nemizepe kontrolisati celu sekvencu
gena. Treba napomenuticinjenicu da je DNK iz trajnih histoloSkih preparataji
predstavljaju n&egi izvor tkiva za analizu CRC-a, loSijeg kvalitetponekada malog
kvantiteta (u zavisnosti od procenta tumorskogakivmajwi sve pomenuto u vidu, u
ovom radu smo se opredelili za metode koje detekiu]% mutanata u okviru wt
genomske DNK,cije je vreme izvdenja kr&e i cija je upotreba dijagnoski
validirana, metode alel-specifiog real-time PCR-a i PCR-a u kombinaciji sa
reverznom hibridizacijom. Studije koje su se bawlaitivanjem @estalosti mutacija u
KRAS genu u CRC-u pokazale su Sirok opseg vrednosti,20ddo 61%, kao i

raznovrsnost koré&enih tehnika. Pregled ovih studija dat je u TaBeli

Analizom 188 parafinskih uzoraka CRC-a u ovom rddbijena je destalost
KRAS mutacija od 35,1% u sekvencama kodona 12 i 13cedPai mutacija po
kodonima je bio 89,4% u kodonu 12 i 10,6% u kod@Bu Dobijene testalosti su u

skladu sa literaturnim podacima.

Tabela 9. Westalost mutacija KRAS genu u kolorektalnim karcinomima i metode
detekcije - pregled literature. Metode za detekojutacijaKRASgena bile su: PCR,;
DS (eng.direct squenciny SSCP (engsingle-drand conformation_jlymorphisn);
AS-PCR (eng. allele gecific PCR; RFLP (eng. restriction fagment _éngth
polymorphisny;, REMS-PCR (engrestriction endonuclease-ediated _pecific PCR;
TMA (eng.tissue_nicroarray); qRTPCR (engguantitative_eal-ime PCR; LDR (eng.

ligase_gktection eaction).

Studija B_rol Metodologija v KR'?‘S
pacijenata mutacija
Halter et al., 1992 71 DS 54
Benhattar et al., 1993 99 PCR 71
Bell et al., 1993 100 SSCP 24
Lee et al., 1996 64 PCR/DS 20
Ahnen et al., 1998 229 SSCP/DS 40
Cerottini et al., 1998 989 AS-PCR/SSCP 29,6
Hardingham et al., 1998 100 SSCP/DS 35
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Tabela 9. nastavak

Liang et al., 1999 166 RFLP 43
Tortola et al., 1999 140 RFLP 41
Pajkos et al., 2000 88 PCR 61,3
Samowitz et al., 2000 1413 DS 31,8
Belly et al., 2001 106 REMS-PCR 43,3
Esteller et al., 2001 115 SSCP 38
Font et al., 2001 114  PCRialel-specificna 29
hibridizacija
Bazan et al., 2002 160 PCR/SSCP 46
Linnemann et al., 2004 121 PCR/RFLP 44,6
Gonzélez-Aguilera et
al.. 2004 77 RFLP/PCR 35
Poehlmann et al., 2007 65 Pirosekvenciranje 29
Di Fiore et al., 2007 59 DS 37
Frattini et al., 2007 27 DS 37
De Roock et al., 2008 113 DS 40,7
Lidvre et al., 2008 89 Esej alelske 27
diskriminacije
Etienne-Grimaldi et al.,
2008 93 PCR/RFLP 38,7
Karapetis et al., 2008 394 DS 42,3
Freeman et al., 2008 62 DS 38,7
Sartore-Bianchi et al.,
2009 132 DS 26,5
Sohn et al., 2009 66 DS 40,9
Richman et al., 2009 711 Pirosekvenciranje 43
Abubaker et al., 2009 285 DS/TMA/QRTPCR 28,1
Nash et al., 2010 188 PCR/LDR 27
Nash et al., 2010a 532 PCR/LDR 36

5.2 TIP MUTACIJA U KRAS GENU U KARCINOMIMA KOLOREKTUMA

Spektar mutacija koje se javljajudRASgenu je specifian za tip tumora. lako
CRC-i imaju mutacije u kodonima 12 i 13, mutiramimiori pankreasa skoro uvek nose
mutacije samo u kodonu 12, dok udslju nesitnéelijskog kancera plta preko 90%
njih je locirano takde u ovom kodonu (De Roock et al., 2010).

Mutacije KRASgena koje se javljaju u CRC-ima su u preko 99,6%eageva tipa
missensesubstitucija (COSMIC baza) (Forbes et al., 2008ye mutacije menjaju

zn&enje kodona i dovode do ugradnje druge AK-e u proteao Sto je vé pomenuto,
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u skoro svim sléajevima mutacije se javljaju u dva susedna kodarma kodiraju za
dva uzastopna glicinska ostatka u kakom domenu KRAS proteina (Sameer et al.,
2009). U zavisnosti kojom AK-om je izvrSena zamemaze ddéi do promene GTP-
azne aktivnosti proteina i/ili njegove sposobnalstiinteraguje sa svojim regulatornim
proteinima. Svaka od ovih promena rezultuje permanee aktivnom formom KRAS
proteina. Za razliku od wt proteina koji se inaktivza kratko vreme, mutirana forma je
sposobna da kontinuirano aktivira nizvodni signaput i u odsustvu uzvodnog
stimulusa.

U naSoj studiji detektovano je sedam od desetréssii tipovaKRASmutacija,
od toga Sest u kodonu 12 i jedna u kodonu 13epnavih sedam mutacija su i tege
analizirane i detektovane prema literaturnim pouaci Raspodela mutacija koje smo
identifikovali je takale bila u skladu sa drugim studijama (Andreyev et 2001;
Herreros-Villanueva et al., 2011;dar et al., 2011).

Tranzicije i transverzije predstavljaju generalnge dazltite klase substitucija
baznih parova koje mogu oslikavati razlike u gemskiutevima signalizacije i/ili
izloZenosti karcinogenima. S toga, one mogu deftnisazlcite grupe kolorektalnih
kancera u pogledu bioloskog ponaSanja i drugihidkih parametara (Greenblatt et al.,
1994). Naje&e detektovani tipovi mutacija KRASgenu u svim humanim kancerima
su G>A tranzicije i G>T transverzije (Liu et al.QPL). U naSoj studiji na CRC-ima
jedini detektovani tip tranzicije u oba kodonah@® G>A (59,1%), prcemu je promena
glicina u aspartat p.G12D (42,4%) biladesta od svih detektovanih mutacija. Dva tipa
transverzija, G>T (28,8%) i G>C (12,1%), suieaa samo u kodonu 12, @emu je
promena glicina u valin p.G12V (G>T) zauzimala drugesto po &estalosti (21,2%),
dok je substitucija glicina argininom p.G12R (G>iila najmanje zastupljena (1,5%)
medu ukupnim detektovanim mutacijama. Dobijeni reziulpotvrduju gore navedeni
podatak iz rada Liu-a i saradnika, a u skladu sa podacima COSMIC baze vezanim
za Westalost tranzicija i transverzija u CRC-ima (G>A3;3%; G>T — 36,3%; G>C —
9,3%) (Forbes et al., 2008).

Vedina studija i terapeutskih pristupa tretRASmutacije kao jedan entitet - gen
je ili mutiran ili wild-type Medutim, razlgiti tipovi KRASmutacija mogu pokazivati
suptilne razlike u svojoj sposobnosti signalizieasp nizvodnim efektorima, Sto moze

imati uticaj na proces kancerogeneze, njihovu ulkgo ,driver” mutacija i tumorski

84



odgovor na nove terapijske agense. Ipak, interragdikoraci izmdu KRASmutacija i
finalne smrti kancerskilielija su joS uvek nedovoljno ispitani kod CRC-aotngbna su
dalja istrazivanja na ovom polju.

Kako je RASgen jedan od n&&e mutiranih gena u humanim kancerima i
signalizira u mnostvitelijskin procesa, vrlo je verovatno da pacijenticiji tumori
nose specifine mutacije ovog gena pokazivati razlike u preawdnju, tumorskoj
agresivnosti i odgovoru na hemioterapeutike. Raxame osobina pojedigaih RAS
mutacija u specifinim tkivimace u buddnosti u mnogome ponéoda se personalizuje

terapija kancera i da se obezbedi najbolji néo@ihod za pacijente.

5.3 UCESTALOST | TIP MUTACIJA U BRAF GENU U KARCINOMIMA
KOLOREKTUMA

Mutacije BRAFgena mogu se detektovati u Sirokom spektru tunfrmegledom
literature mozZe se zakliti da suUBRAF mutacije identifikovane u oko 70% malignih
melanoma, 10-15% CRC-a, i u manjim procentima Kamhta, sarkoma, kancera [ghy
jajnika, stitne zlezde, dojke i jetre (Cohen ef aD03; Davies et al., 2002; Herreros-
Villanueva et al., 2011; Kumar et al., 2003; pregle Vakiani and Solit, 2011;
Rajagopalan et al., 2002; Singer et al., 2003; Wedk et al., 2004). Prema podacima
COSMIC baze, 99% svih detektovarfRAF mutacija jemissensdipa. Nageke su
detektovane u kancerima koze (42%), Stitne zle3884], jajnika (12%), genitalnog
trakta (12%), kolorektuma (12%), dok su u ostalpovima rele (Forbes et al., 2008).

lako su ove mutacije detektovane kod mnogih kangeostoji trend u njihovoj
pojavi kod tipova kancera u kojima je Zag@n procenat stajeva sERASmutacijama
(melanomi, CRC, gratini kancer jajnika). @gledna asocijacija iznde prisustvaRAS
I BRAF mutacija u sbinim tumorima sugeriSe da se aktivacija RAS-RAF-MAP
kinaznog puta moZe poétina razltitim nivoima i da je ovaj put signalizacije aktiair
u zna&ajnom broju sldajeva sa navedenim tipovima kancera. Manje od l®&taka
kancera s8BRAF mutacijama istovremeno im@AS mutacije, pricemu kod tih 1%
kanceraBRAFmutacije skoro nikada ne obuhvataju p.V600E mjua8& obzirom da se

mutacije ovih gena ne javljaju u istom tumoru iréguliSu aktivaciju istog signalnog
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puta, pretpostavlja se dRAFiI KRASgeni imaju isti tumorski efekat (Davies et al.,
2002).

Visoka westalost BRAF mutacija u melanomima moZe biti povezana sa
biologijom samih melanocita. U melanocitima izmeaeegulacija cikinog adenozin
monofosfata (CAMP) vodi povanoj proliferaciji i melanogenezi u odgovoru na UVB
radijaciju (Halaban, 2000). Ova cAMP-zavisna sigaakaskada aktivirBRAF gen i
dalje MAPK-u. Dakle, zbog uloge koBRAFgen ima u glavnoj melanocitnoj signalnoj
kaskadi koja kontroliSe proliferaciju i diferenajpu ¢elija i zbog¢injenice da je upravo
ovaj gen mutiran u naj¢em broju melanoma, moge je da su zato njegove mutacije
procentualno mnogo viSe zastupljene u melanomirmdnosu na druge tipove kancera
(Davies et al., 2002).

U okviru CRC-a incidencRAF mutacija varira u zavisnosti od tipa tumora.
Tumori kolona sa MSI-H/CIMP-H fenotipom imaju visolstopuBRAF mutacija, dok
je ona jako niska kod MSS/CIMP-negativnih tumorap& mutacijdRASgena u ovim
tipovima tumora je potpuno obrnuta; niska kod M3EHUP-H tumora, a visoka kod
MSS/CIMP-negativnih tumora (Sanchez et al., 20RAF mutacije karakteriSu
serratedCIMP put nastanka tumora i javljaju se u 90% sdsireckastin adenoma,
primarnih prekursora lezija koje vode razvoju kaocha (pregled u Worthley and
Leggett, 2010). lako se CIMP moze detektovati i K6tASmutiranih tumora, obrazac
osobina i nastanka je radti u odnosu naBRAF mutirane. Drugim r&ma, BRAF
mutacije mogu biti dominantne u mnoStvu “reckastdahcera kolona, ali nisu jedine
(Faris and Ryan, 2012). Za razliku od spotati MSI tumora, HNPCC sindromi se
odlikuju odsustvonBRAFgenskih promena (pregled u Vakiani and Solit, 20aXetke
su i u rektalnim kancerima (Kalady et al., 200BRAF mutacije se smatraju ranim
dogatajem u kolorektalnoj karcinogenezi i verovatno eahju dodatne genske
promene da bi dovele delijske transformacije (pregled u Pratilas et2011).

Mutacije uBRAF genu su ngp&e lokalizovane u petlji bogatoj glicinom (P-
petlia) u egzonu 11 i aktivacionom segmentu u egzd® kinaznog domena.
Substitucija valina u kodonu 600 egzona 15 glutakwah kiselinom (p.V600Egini
oko 90% svihBRAF missenseutacija (oko 65 poznatih) koje se javljaju u huma
malignitetima (Davies et al., 2002; Kumar et a002; pregled u Mercer and Pritchard,

2003; Roskoski et al., 2010). Ova mutacija uvodjateno naelektrisanje u aktivacioni
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segment proteina, Sto imitira fosforilaciju koja einae odvija. Na ovaj nan se
favorizuje aktivna konformacija proteina (pregleMarcer and Pritchard, 2003; Wan et
al., 2004). Na osnovu rezultata genske ekspresioakze, pokazan je drugjp spektar
gena koji su asocirani sa p.V600E mutacijom u CRCedlnosu na onaj u melanomima
(Popovici et al.,, 2012). Ovakav rezultat ukazuje p@stoji potreba za boljim
razumevanjem tkivno-speaifie biologije, a shodno tome i za primenom tddi
ciljane terapije. Nijecudno daBRAFspecifini inhibitori mogu biti jako uspesni u
le¢enju melanoma, a potpuno nekorisni u terapiji CR@efford et al., 2010; Kopetz
et al., 2010).

U vremenu ciljlane kancerske terapije, molekulardatekcija pojedinih
genettkih markera u tumorima omogava individualizaciju l&éenja pacijenata. Zbog
zn&aja detekcijeBRAF mutacija pri dijagnozi kancera, prognozi i potgalaoj
prediktivnoj ulozi, pouzdan dijagno&ki test moze uticati na pravilnu klitku
dijagnozu i odluke u budem le&enju. Do sada je u literaturi opisano viSe metoda
detekcije ove mutacije u CRC-ima uldjyuci: SSCP, sekvenciranjgagManbazirani i
alel-speciféni  real-time PCR, pirosekvenciranje i oligonukleotidnmicroarray
(Benlloch et al., 2006; Domingo et al., 2005; Jatwal., 2004; Ikehara et al., 2005; Kim
et al., 2007). Kao Sto smo &pomenuli, naje¥a metoda izbora pri detekciji mutacija
uopste je direktno sekvenciranje,dogém kako se u najem broju sldajeva detektuje
samo p.V600OE mutacija nije neophodno analizirath ¢en. S obzirom na vreme
neophodno za njeno iz&#enje i na cenu analize, odili smo se da sve uzorke prvo
proverimo analizom krive topljenja (HRM). Ova medo@ razvijena poslednjin godina
I pokazala se primenljivom u detekciji klghi vaznih mutacija (Holden et al., 2007,
Simi et al., 2008; Vandersteen et al., 2007; WilleaBayne et al., 2005). Metoda se
izvodi u zatvorenom sistemu, ne zahteva post-PCaiza) omogdava istovremeno
testiranje velikog broja uzoraka u kratkom vrem@mskperiodu i cena je pristuraja.
Studije viSe autora pokazuju da se senzitivhost awetode moze porediti sa
senzitivnogu alel-speciftnogreal-timePCR-a, i da obe metode mogu detektovati i 1%
mutirane DNK kada se radi slijskim linjjama (Jarry et al., 2004; Pichler dt, a
2009). Metutim, kritican korak u HRM analizi mutacija iz tumora jesteimacija
PCR reakcije. Za jasno razlikovanje mutiranog odundrka vazno je da se topi visoko

speciftan PCR produkt. Prisustvo nespetith produkata, inhibitora ili previsoke
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koncentracije soli moze u mnogome poremetiti pomaS&rive toplienja. Ovo je
narcito vazno u analizi tkiva koja imaju mali procedtlK, kao i tkiva iz parafinskih
kalupa u kojima je DNK hemijski modifikovana u pesu fiksacije formalinom
(Srinivasan et al., 2002). U radu Do-a i saradrfil@08) je pokazano prisustvo lazno
pozitivnih rezultata HRM analizKRASI EGFR mutacija u parafinskom tkivu kancera
plu¢a. Njihovi rezultati naglaSavaju vaznost kéeisja kr&ih amplifikata iz parafinskog
tkiva kako bi se povala pouzdanost ove metode. U svom drugom radusigdestirali
razlike u dobijenim rezultatima HRM metodom i sekeieanjem, su zaklgili da one
poticu od PCR artefakata kod HRM-a (Do and Dobrovic,B0@vi artefakti nastaju
zbog loSijeg kvaliteta DNK u analizi ili male kéine uzorka. Tom prilikom se
umnozava samo mali broj kopija Sto rezultujecesie kasnom amplifikacijom i
heterogenads kriva topljenja. Kori&enjem kvalitetnije DNK (iz periferne krvi ili
svezeg tkiva tumora) nema pojave PCR artefakatak®wobijene rezultate treba
ponoviti iz nezavisno umnozenih uzoraka i potvrggkvenciranjem. Dok ¢eaa autora
koristi metodu HRM-a kao predskrining, a dobijeneziivne uzorke proverava i
potviduje sekvenciranjem (Cacev et al., 2011; Do ef8l08; Liar et al., 2011; Pichler
et al.,, 2009), neki od autora zastupaju stav daodaetsekvenciranja sa svojom
senzitivnogu nije adekvatna za ovu potvrdu (Borras et al. 120Do i kolege (2009) su
u svom, vé pomenutom, radu zakfui da se dobrom optimizacijom PCR-a kod
problemattnih uzoraka moze dobiti produkt koji je adekvatarsgkvenciranje.

U naSoj studiji predskrining mutacigRAF p.V600E urden je HRM metodom
u grupi bolesnika sa CRC-om kojima je prethodnovigein wt KRAS status. Kao
rezultat ovog koraka smo dobili 83 BRAF uzorka, 4 heterozigota i 14 izmenjenih
uzoraka za koje nismo imali adekvatnu kontrolu kdkoih identifikovali. Takae,
ovom metodom nismo uspeli da dobijemo rezultat elenpacijente (n=21). Razlog
nemoguénosti detektovanja mutacija kod ovih pacijenatavgrovatno loS kvalitet
izolovane DNK iz parafina. S obzirom da su prajmienji su kori€eni u analizi
obuhvatali ceo egzon 15 i delove introna, pretpalstamo da je mogée da se kod
pacijenataciji se profili krive topljenja razlikuju od naSihoktrola jave neke druge
mnogo réde mutacije na istoj ili raaitoj poziciji, ili da postoje polimorfizmi ove
sekvence. Bilo koja promena u umnozenoj sekvendientmvesti do druggeg izgleda

krive topljenja. Takde, usled nedostatka pozitivhe kontrole za homoaigiemo mogli

88



da budemo sigurni da neki od izmenjenih uzorakadaoZe nosi ovu kombinaciju
mutiranihnBRAFalela.

U sledéem koraku, metodom sekvenciranja smo proveravalibsetesnike kod
kojih smo detektovali mutaciju ili promenu, kao meo za koje nismo uopSte dobili
rezultat. Uspeli smo da potvrdimo samo jedan hetgod (od 4), dok su preostala 3 bila
wt za p.V600E mutaciju. Od 14 izmenjenih uzorakh,jd bilo wt za datu mutaciju, a
kod 3 uzorka nismo uspeli da dobijemo rezultat. dMeizmenjenim uzorcima
detektovali smo dve intronske promene (IVS14-7 AXVS14-5 C>T) kod jednog wt
BRAF bolesnika koje su mogle da dovedu do promenelarkifive topljenja na HRM-
u. Pregledom literature nismo pronasli kikii znataj ovih promena. Od 21-og
bolesnika za kojeg nismo imali rezultat prethodretade, sekvenciranjem smo utvrdili
samo za 3 bolesnika wt status ove mutacije, dokdstdlih analiza nije uspela. Dakle,
od paetnih 122 bolesnika sa WKRAS genom, 21-om bolesniku nismo uspeli da
utvrdimo BRAF mutacioni status, 100 (99%) bolesnika je imaloBRAFi samo jedan
(1%) bolesnik je bio heterozigot za p.V60BRAFmutaciju.

Rezultat koji smo dobili za naSu populaciju se elda razlikuje od rezultata
ostalih studija gde se u proseku ove mutacije dejieki 10-15% sléajeva sa CRC-om
(COSMIC baza). U literaturi ima i studija koje setektovaleBRAF p.V600E mutaciju
u manjem procentu (3-5%) (Cacev et al., 201&atet al., 2011; Pichler et al., 2009).
Dobijena razlika u procentu mutacija moze biti zlpoignene raziiitih metoda detekcije
mutacija u studijama. Kako HRM analiza ima velikensitivnhost, naréito kada se
koriste ¢elijske linije, mi smo se u ovom radu opredelilirganu primenu pri detekciji
mutacije uBRAF genu. Mdutim, zbog loSijeg kvaliteta DNK i njene male katie u
pojedinim uzorcima (u zavisnosti od tie tumorskog tkiva) odtili smo da nejasne
rezultate proverimo metodom sekvenciranja. Razkkge se udavaju u rezultatima
primenjenih metoda u nasoj analizi méguye da potiu od nedovoljne senzitivnosti
metode sekvenciranja da detektuje sve prethodnwajeoe promene HRM analizom. S

toga, dobijene rezultate bi trebalo uzeti sa rex@rv
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5.4 PROMENE KRAS | BRAF GENA U NASTANKU MALIGNOG FENOTIPA |
PROGNOZI CRC-a

Mnogobrojne studije koje su do sada ispitivale gpastEki znataj KRAS

mutacija su dale konfliktne rezultate (pregled ws&wolmeester et al., 2010). dtea

njih je pokazala da su mutacifeRAS gena indikator loSije prognoze, ukaziijuna

potrebu za adjuvantnom terapijom, ali postoji velikarijabilnost méu njima

u

specifinim rezultatima. Pregled nekih od studija koje subavile ovom tematikom i

rezultata do kojih su doSle dat je u tabeli 10.

Tabela 10. Pregled studija u kojima§BASnegativan prognoski faktor.

Studija Prognosti¢ki znacaj

Stadijum-zavisne

Samowitz etal., 2000 u; kodon 13 G>A promena najavljuje goru prognozy

Mutacija p.G12V zn&jno povéava rizik od recidiva i
smrti, pricemu je taj efekat i@ kod DukesC tumora
Kodon 12 mutacije igraju ulogu kod mucinoznog tipa

Andreyev et al., 2001

Bazan et al., 2002 CRC-a; kodon 13 mutacije mogu imati 2ag po pitanju
ishoda bolesti

Poehlmann et al., 2007 Mutacije kodona 12 poveszarieSijom prognozom

Abubaker et al., 2009 Kodon 12 mutacije asociran®sijim ishodom

Halter et al., 1992 LoSa prognoza u stadijumu IV
Benhattar et al., 1993 Samo kod uznapredovale tboles
Lee et al., 1996 Samo kod stadijuma 1 i Il
Ahnen et al., 1998 Samo kod stadijuma Il
Pajkos et al., 2000 LoSa prognozBukesB i C stadijumu
KRASmutacije kod NO pacijenata sa stadijumom Il magu
Belly et al., 2001 identifikovati subgrupu sklonu rekurentnoj ili mstatskoj
bolesti
Font et al., 2001 Kod agresivnije bolesti, uglavne stadijumu
Richman et al., 2009 MutacijeKRASuU loS prognostki faktor za OS
Tip mutacije
G>T i G>C transverzije povezane sa metastatskin
Moerkerk et al., 1994 ponasSanjem CRC-a; tip i brE|RASmutacija utée na
bioloSko ponaSanje CRC-a
Andreyev et al., 1998 Mutacija p.G12V zn&jr;c;n?t(i)véava rizik od recidiva i
Cerottini et al., 1998 Mutacije kodona 12 i 13 impjognostiki znataj
Mutacijecese zastupljene u desnom nego u levom CRC-

I

574
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Tabela 10. nastavak

Recidiv bolesti
Pacijenti sa mutacijama u primarnom tumoru imaju

Linnemann et al., 2004 znaajno niZzu verovatnéu prezivljavanja i vé rizik za

javljanje sekundarnog CRC-a
Mutacije asocirane sa brzim i agresivnijim ponaSan;
kolorektalnih metastaza u jetri
Kombinacija KRAS mutacija sa drugim molekularnim promenama
Bell et al., 1993 Samo mu.tacije kodona_ll 12 a.nalizvi.r.ane; kombind€haAS
i TP53mutacija daje loSiju prognozu
Pacijenti s&KRASI TP53mutacijama imaju loSiju
prognozu u odnosu na samB53pozitivhe
Samo rektalni kanceri analizirani; kombinadfRASI
TP53mutacija je j&i negativni prediktor nego sanid®53
PreZivljavanje je zr@jno povezano sa mutacijama samo
Tortola et al., 1999 u TP53geni ili u kombinaciji s&RASgenom, ali ne sa
samoKRASmutacijama
KombinacijaKRASI p16 mutacija povezana sa loSijim
prezivljavanjem
KRASmutacije i MSI status odini prognostiki markeri
stadijuma li Il CRC-a

Nash et al., 2010

Hardingham et al., 1998

Liang et al., 1999

Esteller et al., 2001

Nash et al., 2010a

NO - nodusni status; ne postoje metastaze u relgohienfnim ¢vorovima

Dakle, mozZe se zapaziti ddRASmutacije imaju prognostki znataj samo u
odreienim stadijumima bolesti, kada su asocirane saifsfr@mn tipom mutacije
(tranzicije, transverzije, spedifii kodoni), kada su povezane sa @@dm@m tipom
rekurentnosti tumora ili pak u kombinaciji sa nekilrugim molekularnim markerom.
Pored ovih, postoje i radovi koji ukazuju da prisosSKRASmutacija doprinosi 10Sijoj
prognozi pacijenata sa CRC-om nezavisno od stadijtumora (Conlin et al., 2005),
odnosno da prognosgki znaaj ovih mutacija moze zavisiti i od lokacije tumora
(proksimalnivs. distalni) (Pajkos et al., 2000; Samowitz et alQ@). Sa druge strane,
znatan broj studija koje su ispitivale mutadj®ASgena kao prognogkog markera,
bilo pojedin&no ili u kombinaciji sa nekim drugim genom, nijepes da potvrdi
prognostéki znataj (Andersen et al., 1997; Bleeker et al., 2001arkd et al., 2001,
Losi et al., 2004; Ogino et al., 2009; Roth et2010).

Interpretacija rezultata publikovanih studija @gmostékoj ulozi KRASgena je

zapravo vrlo teSka zbog radtih mutacija koje se javljaju u genu, mnoStva naeto
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kojima se one detektuju, razlika u broju pacijenatdjucenih u studije i n&na
prikupljanja podataka, kao i razlika staging tehnikama koje su kodéne. U cilju
rasvetljavanja ovog problema, u bédasti bi bilo neophodno dizajnirati prospektivne
studije sa standardizovanim esejima za detekciju.

Sto se te transformiséeg fenotipa, pokazano je u literaturi da réi#i mutacije
KRASgena mogu imati razlite efekte. Ispitivanja néelijskim linjjama su pokazala da
mutacije p.G12V i p.G12R daju agresivan transfouhifenotip, dok p.G12D i G12S
imaju manje upéatljiv morfoloski efekat (Seeburg et al., 1984)n¥ma glicina 12 bilo
kojom AK-om, osim prolinom, dovodi do smanjenja Gaghe funkcije KRAS proteina
I do njegove biohemijske aktivacije. Glicin na pogil2 je lociran blizu prstaste petlje
GAP proteina koja upotpunjuje aktivno mesto RASt@ra. Bilo koja mutacija na ovoj
poziciji bi imala za posledicu ugradnju AK-e sacbhion lancima (glicin je jedina AK
koja nema béne lance), a Sto bi geometrijski interferiralo sankicionim stanjem u
kome je GTP hidrolizovan u prisustvu GAP prstastdlj@ (Scheffzek et al., 1997,
pregled u Schubbert et al., 2007). Substitucijairmgh 12 prolinonkini RAS protein
rezistentnim na katalizu GAP proteinima, ali mu meveava sopstvena GTP-azna
funkcija, Sto je bioloSki zri@jno za vréanje u neaktivno stanje. Stoga, ovaj fenotip nije
u osnovi agresivan (Franken et al., 1993). Nekojjkapa istrazivéa je koristéi HRAS
gen pokazalo da valin na poziciji 12 pokazuje 5plla manju GTP-aznu aktivnost
nego wt alel (Manne et al., 1985; McGrath et @84 Sweet et al., 1984). Smatrali su
da relativni nivo GTP-azne aktivhosti mozZe biti logg razlcitom transformiStem
potencijalu pojedingnih mutiranih alela. M&utim za razliku od njih studije Der-a i
Colby-ja nisu pronasle nikakvu asocijaciju iztnetransformiSteg potencijala i GTP-
azne aktivnosti raalitih alela (Colby et al., 1986; Der et al., 1988¢ka istrazivanja su
ukazala i na mogunost cisteina na poziciji 12 da obezbedi novi redaktivni
cisteinski motiv u RAS proteinu, koji raziio odgovara na povani oksidativni stres
okruzenja kancerskéeelije u odnosu na ®&a kojim to rade drugi mutirani aleli (Davis
et al., 2011; Williams et al., 2003). Efekat p.G18@tacije je ispitivan i un vivo
modelima tumora plta gde je pokazana prevalentnost p.G12V mutacijgresa/nijim
tumorima, dok je u benignim lezijama i hiperplamm preovladavala p.G12C
(Jennings-Gee et al., 2006). lako precizni molakulacelijski mehanizmi putem kojih

se ispoljava onkogeni efekat aktiviréiju KRAS mutacija nisu joS razjasnjeni kod
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humanih kanceran vitro i studije na zivotinjama pokazuju da su geni lsojiregulisani
p.G12V mutacijom ukljieni u signalizaciju citokinimaelijsku adheziju, proliferaciju,
apoptozu i razvoj kolona (Downward, 2003; preglddalumbres i Barbacid, 2003).

Kada su u pitanju studije na humanim uzorcima, stu rezultati ¢esto
kontradiktorni. Razlike nastaju najverovatnije wastgnjenice da u trenutku kada se
tumori dijagnostikuju mnoStvo genskih promena j& we njima prisutno. Vrlo je
verovatno da tumori sa slabo transforniidu KRAS alelima zahtevaju i dodatne
promene na drugim onkogenim lokusima kako bi vadinorogenezu (Miller i Miller,
2011). Dakle, u nekim stajevima mutacije kao Sto su p.G12V se mogu pon&sati
»driver’” mutacije, dok u drugim stiajevima, kada je prisutha p.G12C, mutacije u
drugim genima mogu bitidriver’-i nastanka i progresije kancera. Do sada studije
bi pokuSale da povezu spetife mutacijaKRAS gena sa prisustvom ili odsustvom
drugih “driver” mutacija nisu objavljene. Na osnovu toga MillerMiller (2011)
smatraju da pokusSaji asociranja pojedinih muta€ikaSgena sa ishodom pacijenata ili
prezivljavanjem mozda ke mai zapravo da pokazu relativan doprinos pojeéiita
mutacija procesu kancerogeneze. Tdgko neki od razloga nedostatkacnag
mehanizma koji lezi u osnovi pomenutih fenotipskazlika je i postojanje raziitih
efekata mutiranih alela na mnoge signalne putetle, a nivou transkriptoma ili
proteoma, kao ¢elijski i tkivno speciféni efekti na mutiranKRASgen.

U studiji koja je ispitivala kolorektalne adenomkancere u ranom stadijumu,
Kobayashi sa saradnicima (1996) je pokazao asquij&&RAS mutacija sa difuznim
tipom proliferacije, poliploidnim rastom i visokimitoloSkim gradusom. Rezultati viSe
studija pokazuju i pov@nu mitotsku aktivnost kokRASmutiranih CRC-a za razliku
od wtKRAStumora (Bazan et al., 2002; Haigis et al., 2008b&yashi et al., 1996; Liu
et al., 2011). Liu i saradnici (2011) su u svomurgubred poviSene proliferativne
aktivnosti, pokazali i poviSenu kratku apoptotskiktivanost mutiranin KRAS
kolorektalnih tumora. Sa ovim je i u skladu rap@datak da sKRASG>A tranzicije
asocirane sa povanom apoptozom (Risio et al., 2005).¢da mehanizam kojim
aktivirajuce KRASmutacije vodeelije u relativno brzu, spontanu apoptozu u CRC-ima
je joS uvek nepoznat. Inicijalno se smatralo datggpprogresivna inhibicija apoptoze
tokom kolorektalne kancerogeneze (Bedi et al., 1,99&tutim novi podaci ukazuju da

mutacija p.G13D moZe da promoviSe indukciju apoptaz Reovirusom T3D
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inficiranim ili oksaliplatinom tretiranim tumorskintelijama. U ovim ¢elijama se
aktivira njihova unutrasnja apoptotska kaskadavepava im se osetljivost na 5-FU-
indukovanu apoptozu (Klampfer et al., 2005; Smaknenal., 2006).In vitro
eksperimenti n&elijskim linijjama pliéa su pokazali da p.G12V mutanti péseaju
nivo COX-2, peroksidaza i o$tenja DNK, Sto upravo vodi unutrasnjoj apoptotskoj
kaskadi (Maciag et al., 2004).

Kada su u pitanjBBRAF mutacije i njihov prognostki znaaj, vetina studija
pokazuje njihovu karakterigtiu asocijaciju sa losijim kligkim ishodom, Sto sugeriSe
potrebu primene adjuvantne terapije (Ogino et 2009a; Richman et al., 2009;
Souglakos et al.,, 2009). Dok dBRAF mutacije vezane za loSije prezivljavanje
pacijenata sa MSS tumorima, prisustvo CIMP-H izglkdo da eliminiSe bar delitmo
Stetan efekat mutacije. Zapazeno je tikda dobra prognoza MSI-H tumora moZze biti
pogorSana u prisustBRAF mutacije (Ogino et al., 2009a ). Nasuprot ovimlizama,
Samowitz i Roth su u nezavisnim studijama pronadi su mutacije ovog gena
asocirane sa znajno kra&im prezivljavanjem pacijenata sa MSS tumorimagdalinisu
imale nikakav efekat na odhu prognozu pacijenata sa MSI kancerima (Roth .et al
2010; Samowitz et al., 2005). S toga, pretpostasdjada nislBRAF mutacije same te
koje obezbéuju loSu prognozu, Yeda mutacija moze imati razii efekat u zavisnosti
u kom genetikom kontekstu je nastala (Samowitz et al., 2005).

Kao i u sléaju KRASgena, sve ove zakljlue treba proveriti u prospektivnim
studijama koje bi obuhvatale zajetko ispitivanje BRAF i KRAS mutacija, CIMP i
MSI, kako bi se odgonetnula njihova molekularnagal&ako u bioloSkom, tako i u
klinickom ispoljavanju tumora (Ogino et al., 2009a).

54.1 POVEZANOST MUTACIJA KRAS GENA SA KLINI CKO-
HISTOPATOLOSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA
KOLOREKTUMA | KARAKTERISTIKAMA BOLESNIKA

Iz obilja literaturnih podataka joS uvek se ne maguci definitivni zakljucci

koji se téu povezanosti destalosti i tipaKRAS mutacija sa kliniko-histopatoloSkim

karakteristikama karcinoma kolorektuma i osobinaaaih bolesnika. Jedan od ciljeva
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ovog rada je bio da se na uzorku od 188 pacijentadéelih od CRC-a u Srbiji proveri
da li postoji povezanost pomenutih parametara.

Kada je u pitanjuKRAS mutacioni status uopste, od svih testiranih osobin
pacijenata jedino su pol i ECOG performans statiusid granici ili statisttki znatajno
povezani sa prisustvom mutacija.

Razlika u zastupljenosti mutacil@RAS gena kod muskaraca (40,2%) i zena
(26,8%) je, iako procentualn@igledna, bila na granici statigkie zn&ajnosti (p=0,06).
Neki autori ukazuju na visuwastalosKRASmutacija kod Zena u odnosu na muskarce, i
to 65,2%vs. 36,1% (Krtolica et al., 2007). Moge je da neki od faktora stila zivota
kojima su muskarci i zene rasto izloZzeni, kao Sto su upotreba alkohola i cigare
tipovi ishrane ili hormonska terapija, p@ava ili smanjuje verovatdo pojave
mutacija (Samowitz et al., 2000). Za razliku odhovezultata, mnogi radovi nisu
pokazali statistki zna&ajnu povezanosKRAS mutacija sa polom (Andreyev et al.,
1998; Cejas et al., 2009; Karapetis et al., 20@8n&witz et al., 2000; Wadler et al.,
1997).

U podgrupi od 172 analizirana bolesnika, mutagif¢RASgenu su detektovane
u manjem procentu (24,6%) kod bolesnika koji sypnb aktivni (PS0) i u zrajno
vecem procentu (40,9%) kod bolesnika koji su pokredfii ogranéeni u fizicki
napornim poslovima (PS1) ili onemaguni u obavljanju bilo kakvog posla (PS2). Na
osnovu dobijenog rezultata mozemo pretpostavisuwamutacijedKRASgena povezane
sa loSijim opstim stanjem obolelih od CRC-a. Anaipci pojeding&ne grupe
pacijenata sa ova tri PS-a, studija Karapetis-®&P0 saradnika nije pokazala vezu
izmedu mutacijaKRASgena i ovog parametra.

Kada se posmatraju pojedime mutacije (p.G1l2V, p.G12D i p.G13D) u
asocijaciji sa polom i ECOG performans statusontaigja se statistka zn&ajnost ni
za jedan od ovih parametara. Prema literaturnimagioth asocijacije pojedinih tipova
KRASmutacija sa ovim parametrima nisdeae.

Medijana starosne dobi dijagnostikovanja karcindwoiarektuma kod bolesnika
sa mutacijama KRASgenu je bila priblizna vrednosti medijane kod boika sa wt
KRASom (58vs. 60 godina). Ovo ukazuje da mutacijeKRAS genu ne doprinose

ranijem javljanju bolesti.
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U odnosu na primarnu lokalizaciju tumora, zasemystKRASmutacija je bila
priblizno sléna u kanceru kolona (35,8%), rektalnom kanceru 52, i u
rektosigmoidnom kanceru (41,7%). Nije pokazanaamast u zastupljenosti mutacija
u razlitim tumorskim lokalizacijama. Razlike u zastuplpsti pojedinanih mutacija
koje smo testirali takie nisu bile znéajne, mada je mutacija p.G13D bila mnag&a
kod kancera kolona (14,7%) i rektosigmoidnog pr@l420%) nego kod rektalnog
kancera (3,8%). M@na studija takde nije pokazala statigki zna&ajnu razliku u
zastupljenosti mutacijlgRASgena u razéitim lokalizacijama tumora, ptiemu setesto
kolon deli na proksimalni i distalni (Cejas et &009; Karapetis et al., 2008; Krtolica et
al., 2007; Minoo et al., 2010). Ipak, u studiji Samitz-a i saradnika (2000), koja
predstavlja prvu i naj\@ populacionu studiju koja nije po tipu meta amaliEkRAS
mutacije su bile zn@jno ceXe u proksimalnom tumoru nego u distalnom, 36\
26.8%. Stavise, svi tipoWWRASmutacija su imali zri@jno veu tendenciju javljanja u
tumorima proksimalnog kolona, osim mutacija kod@B8aU nasoj studiji, kao Sto smo
ve¢ nazndili, mutacija kodona 13 je bilaega u kanceru kolona u odnosu na kancer
rektuma. Pored pomenute, i studije Frattini-ja @0CEInatan-a (1996) su pokazale isti
rezultat - zn&ajnu prevalentnosKRAS mutacija kod kancera kolona u odnosu na
rektum, i to prevashodno u proksimalnom delu. &meé mutacijgKRASprotoonkogena
su bile asocirane sa Zt@no loSijom prognozom pacijenata sa tumorima nerte
kolonu (Elnatan et al., 1996). Neslaganje dobijemr@hultata mogte je da potie od
male velEine uzoraka u samim studijama koje nisu imale dawosnagu da pokazu
relativno male razlike u zastupljenosti mutacijgekee udavaju. Pored@ somatske
promene DNK, Slattery i saradnici (2009) su u svadu predlozili raztite mutacione
puteve koji karakteriSu tumore proksimalnog kolamnabodnosu na tumore distalnog
kolona i rektuma. Oni smatraju da zbogémtisti u mutacionom statusu tumora
distalnog kolona i rektuma, moégl je da oni dele i vise molekularnih i etioloskih
slicnosti nego Sto ih imaju tumori proksimalnog i distey kolona. Pokazali su da
kanceri proksimalnog kolonge&e imaju MSI, CIMP iIKRASmutacije, dok su rektalni i
kanceri distalnog kolona sklonifiP53mutacijama.

Ako se uzmu u obzir povezanosti svih ostalih tasth klinicko-histopatoloskih
parametara (valina tumora tj. dubina do koje tumor prodire krozd zkolona,

limfonodusni status, histoloski gradus, prisustiokializacija inicijalnih metastaza) sa
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prisustvom/odsustvom i tipom mutackdRASgena i uporede sa literaturnim podacima
drugih studija, moze se zapaziti¢siost u dobijenim rezultatima. U é&ei radova
zn&ajna asocijacija ne postoji ili je pokazana tekpoameki od datih parametara. U
narednim pasusima izdvojeni su neki odcajpaijih primera.

U kolaborativnim RASCAL studijama istrazigiasirom sveta su bili pozvani da
podele svoje podatke o klikim, histoloSkim i parametrima vezanim za ishodelstl
pacijenata sa CRC-om kojima je oditan mutacioni statuKRAS gena. U prvoj
RASCAL studiji analiziran je 2721 pacijent iz 22hte iz 13 razliitih nacija. Autori su
pokazali da su mutacije ovog gena vazne za prggresshod CRC-a, s tim Sto je
mutacija p.G12V imala vazniju prognadtu ulogu od drugih mutacija. Po prvi put je
pokazano da razlite genske mutacije mogu imati raziuticaj na ishod bolesttak i
kada se javljaju na istom mestu u genomu (Andresteal., 1998). Kako bi se ispitali
efekti KRAS mutacija u raztitim stadijumima CRC-a u RASCAL Il studiji su
sakupljeni podaci 0 3439 slajeva iz 35 centara iz 19 radtih nacija. Oko 9% ukupnih
mutacija jecinila p.G12V. Nije prondena ni jedna asocijacij&RAS mutacija sa
klini ¢ko-histopatoloSkim parametrima. Udeno je i da bilo koja promena guanina (G)
u timin (T), ali ne i u adenin (A) ili citozin (C)povetava rizik od smrti za 44%.
Speciféno, mutacija glicina u valin (p.G12V) u 12-tom koddKRASgena je zapravo
promena G>T koja ima predispoziciju ka agresivnij@mloSkom ponaSanju kod
pacijenata sdukesC tumorima. Ova mutacija je kod njih asociranab8& ve&im
rizikom od relapsa ili smrti. Dakle, ova studijaigtakla da prisustvo p.G12V mutacije
nije samo vazno za progresiju kancera¢ W& moze i da ima predispoziciju za
agresivnije biolosko ponaSanje kod pacijenata smpzdovalim stadijumom CRC-a
(Andreyev et al., 2001). U naSoj studiji navedenatauija se nalazi na drugom mestu
po Westalosti (21.2%). Miutim, razlika u njenoj zastupljenosti u odnosu rsale
detektovane mutacije kddukesstadijuma bolesti nije bila stati&iti znatajna.

Rezultati studije Moerkerk-a i saradnika (1994aziju daDukesB i C tumori
imaju zn&ajne razlike u genskom profilu. Koncept po kome BukesC tumori u
nekom trenutku evoluiraju iDukesB tumora po njima je suviSe pojednostavljen.
Naime, verovatnije je da je metastatski potenayah tumora povezan sa prirodom
genskih promena u kodonu KRASa, G>T i/ili G>C transverzijama koje obezogu

tumorskimcelijama kapacitet za metastaziranje. Zbog t@y#&esB tumori koji imaju
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G>T promene bi progrediraliDukesC stadijum, dok oni sa samo G>A tranzicijama ne
progrediraju u viSe stadijume zbog nedostatka netdeg potencijala. Take, i broj
razlicitih mutacijaKRASgena je bio znmjno vei kod DukesC tumora, Sto implicira
postojanje heterogene populacije tumorsiehja. Ovo bi moglo i da oslika po¥anje
genetske nestabilnosti tumora sa uznapredovalidiwtaom progresije.

Za razliku od prethodnih studija, Conlin i saradn@005) su u svom radu
ispituju¢i mutacije UAPC, TP53i KRASgenima kod pacijenata sa CRC-om pokazali da
je KRASnezavistan prognosti faktor bez obzira na stadijum bolesti. Dok mijeac
APC i TP53 gena nisu imale klidki znaaj, mutacijeKRASa predstavljaju marker
agresivnijeg tumorskog fenotipa, mogu definisatidgrupu kancera koja nastaje
nezavisno odrP53mutacija i asocirane su sa loSijom prognozom u sstiadlijumima
bolesti.

Analizirajuéi povezanost spectino p.G12V (G>T) mutacije sa parametrima
oboljenja zapazili smo razliku (na granici statisti zn&ajnosti) u njenoj zastupljenosti
kod T2 tumora (100%), koji ne prodiru u dublje sk zida kolona i rektuma, u odnosu
na T3 (19,4%) i T4 (16,7%) tumore, koji zahvatajiblje slojeve ili probijaju serozu.
Dobijeni rezultat je u suprotnosti sa navedeninuiteiima drugih autora jer ne ukazuje
da ova mutacija doprinosi agresivnijem fenotipuetem metastatskom potencijalu u
odnosu na sve ostale testirane mutacije. Kako pa3em uzorku pacijenata KE&RAS
mutacijama bilo malo u T2 kategoriji tumora, ovagultat treba uzeti sa rezervom i
proveriti ga u bolje definisanoj grupi pacijenatapogledu zastupljenosti svih T
kategorija tumora.

Dosta radova u literaturi se bavilo ispitivanjemvezanosti pojedinih mutacija
sa pomenutim parametrima. Bazan i saradnici (2802) svom radu zakkili da su
mutacije kodona 12 zfiajno asocirane sa mucinoznim histoloskim tipom kaacsto
sugeriSe da one dti na signalni put regulacije produkcije mucina ukoui ¢elija i da
nisu povezane sa proliferacijom. Za razliku od togatacije kodona 13 su povezane sa
viSim Klinickim stadijumima Dukes C i D) i prisustvom metastaza u limfnim
¢vorovima. Takde, pokazali su i asocijaciju ovih mutacija sa SRF{@ng.S phase
fraction - SPF),cime se potutuje da konstitutivno aktivan RAS dereguli&elijski
ciklus i rezultira hiperproliferacijom. Dobijene@sjacije ukazuju da su mutacije 13-0g

kodona uklj¢ene u tumorsku progresiju ili da se alternativnogmalesiti kasnije u
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uznapredovalim stadijumima itiak da mogu biti asocirane sa formom bolesti koja je
ve¢ uznapredovala. U svom kasnijem radu iz 2005. godita grupa autora je potvrdila
da je mutacija kodona 13, p.G13D, sama ili u korabin sa TP53 mutacijama
prognostiki marker loSijeg prezivljavanja (Bazan et al., 300

Sa druge strane, Chang (2009) je u svom radu $aonandajnu asocijaciju
izmedu KRAS mutacija kodona 12 sa loSijim prezivljavanjem hezaenogu limfnih
¢vorova, dok su mutacije kodona 13 korelisale s&w&m tumora.

Pokazano je josS i da su mutacije kodona d@stalije kod metastatskih CRC-a
(naraiito p.G12D u udaljenim depozitima, dok je p.Gl2Viabiokalizovana u
perikolorektalnim limfnim¢vorovima), dok su mutacije kodona 13irae uglavnom u
neinvazivnim kancerima{nkelstein et al., 1993).

lako procenat p.G13D mutacije u naSem radu raststepenom invazivnosti
tumora kroz zid creva (veéihom tumora),Dukes stadijumom, prisustvom i brojem
udaljenih metastaza i onih u limfnitvorovima, ne moze se dieda ova mutacija ima
ulogu u progresiji i agresivnom fenotipu tumora.didge u pitanju p.G12D mutacija
(nageka mutacija kodona 12 i uopSte), vidi se trend hipgumpadanja njene
zastupljenosti kodukesC i D tumora u odnosu naukesB. Procentualni porast ove
mutacije se zapaza kod tumora viSeg histoloSkodugia kod distalnih tumora (rektum
I rektosigmoidni prelaz) u odnosu na proksimalneldk), kod bolesnika sa PS2 u
odnosu na PSO i PS1, kao i sa Sirenjem tumora KitZolona/rektuma i serozu.
Uocava se i trend blagog opadanja KaukesC i D tumora u odnosu MaukesB.

Interesantno je pomenuti i rezultate do kojih ¢&ld grupa italijanskih ng&nika
poredéi genske ekspresione profile adenokarcinoma kol@®s metastatskom
sposobno&u sa profilima odgovarafih metastaza u jetri i sa profilima tumora kojiunis
razvili metastaze tokom petogodiSnjeg perioda ¢gm@. Pokazali su da
nemetastazirajii tumori imaju zna&ajno razl€ite transkripcione profile od parova
primarnog tumora i odgovaraje metastaze. Stavise, obzirom na transkripciognast
izmedu metastatskil€elija sa njihovim ishodnim tumorskirgelijama, autori smatraju
da najverovatnije @ celijske frakcije, pre nego retke sporauk celije primarnog
tumora, imaju metastatsku sposobnost. Ovakav edzukazuje da genski ekspresioni
profii moze biti koristan u pravilnom odtiwanju klinicki znatajnih podgrupa

pacijenata sa CRC-om. Spe¢ifo, identifikacija i validacija metastatskog otk
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(eng. fingerprin) ranije u razvoju tumora moze doprineti ativanju pacijenata
stadijuma Il CRC-a sa visokim rizikom za razvoj astaiza, koji bi imali koristi od
adjuvantne terapije (D’Arrigo et al., 2005). Mi smamaSem radu Zeleli da proverimo da
li postoji neka razlika u zastupljenosti mutacijg&RASgenu kod tumora koji inicijalno
nisu imali udaljene metastatske depozite u odna@swme koji su ih imali. Takte,
proveravali smo da li postoji i neka razlika kagaugmu u obzir samo pojedine lokacije
razvoja metastaza (jetra i ph), ili samo pojedine mutacifgRASgena KRASmutacije
su generalno i pojeditiao bile podjednako zastupljene kod pacijenata dastezama i
onih bez njih. Zatim, mutacije su viSe bile prisutkod metastaza u jetri ili pluma u
odnosu na tumore bez metastazagumien ta razlika nije bila zri@ajna.

lako zbog relativno malog broja uzoraka u ranijstadijumu CRC-a u nasoj
studiji rezultate asocijacija koje smo ispitivatelba proveriti u uniformnijoj grupi
pacijenata, oni su ipak generalno u saglasnostirsgim studijama (Andreyev et al.,
2001; Liu et al., 2011; Samowitz et al., 2000)sizga navedenog vidi se da je ovo

polje koje zahteva dalja istrazivanja na velikorojbruzoraka.

5.5KRASI| BRAF KAO PREDIKTIVNI MARKERI

5.5.1KRASI| BRAF MUTACIJE U ODGOVORU NA ADJUVANTNU TERAPIJU

Poslednjih godina fokus nERAS genu se pomerio sa njegove progritsti
uloge na prediktivnhu. Dok su napretci u personakrmj, tumor-speciéinoj terapiji
poboljSali prezivljavanje pacijenata sa mCRC-im@ndard u l&éenju pacijenata sa
tumorima u ranim stadijumima se bazira na adjuv@rsrapiji zasnovanoj primarno na
odreiivanju tumorskog stadijuma. Matim, ovakav pristup ostavlja moguwst da se
mozda pacijenti kojima je dovoljna samo hirurgijagtadijumu Il) izloZe tokgnosti
ove terapijeQuasarstudija je pokazala duzi DFS i OS kod pacijenatatadijumom Il
koji su primali 5-FU/leukovorin (LV), dok su ostakenalize imale vrlo konfliktne
rezultate (Quasar, 2007). Ni NSABP-CO7 studija mpgkazala zns@mjnu korist 5-
FU/LV terapije sa oksaliplatinom u odnosu na sarfdJ8LV kod grupe pacijenata sa
istim stadijumom (Kuebler et al., 2007). &lo, IMPACTB2 analiza na preko 1000
pacijenata sa stadijumom Il bolesti nije dobilaéapao povéanje OS-a kod pacijenata
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na 5-FU/LV terapiji (IMPACT, 1999). Nasuprot ov@naliza Gill-a i saradnika (2004)
kod preko 3300 pacijenata je sugerisala korist \adjtne terapije kod iste grupe
pacijenata, ali u manjem stepenu nego kod pacgesatstadijumom lll. Sve navedene
studije generalno sugeriSu postojanje podgrupgemeata sa stadijumom Il koji imaju
vedi rizik za ponovnu pojavu bolesti i koji bi mogliadimaju korist od adjuvantne
terapije. Zna se da pacijenti sa stadijumom llbjintaace petogodiSnje prezivljavanje
od onih u stadijumu llla (Gill et al., 2004). Netlmtsk markera odgovora na ovu
terapiju trenutno onemogava predwianje ishoda pacijenata.

5-FU je antimetabolit koji se koristi kao hemiatpeutik pored CRC-a i u
Sirokom spektru drugih kancera. U kombinaciji sak®/orinom je postao standard u
terapiji pacijenata sa stadijumima Il i 1l CRC¥d@Imark et al., 1999). Mehanizam
citotoksiénosti ovog leka ukljéuje inhibiciju timidilat sintaze (TS), ugradnju njé
metabolita u RNK i DNK molekule, deprivaciju timid, indukciju apoptoze i
zaustavljanjetelijskog ciklusa (Etienne-Grimaldi et al., 2008)ak, terapijski odgovor
na 5-FU kod pacijenata sa CRC-om je nizak i&ree od 10% do 20% (Jones et al.,
1995). Antitumorska aktivnost 5-FU-a se moze pdaij kombinacijom sa drugim
agensima (LV, irinotekan, metotreksat), a ®&#do dodatkom EGFR-ciljane terapije
(Van Cutsem et al., 2007). Nekoliko biomarkera skagalo prediktivno u odgovoru na
5-FU kao Sto su TS, timidin fosforilaza (TP), ditggdirimidin dehidrogenaza (DPD),
TP53 c-MYC MSI (pregled u Gangadhar and Schilsky, 2010).

Povezanost mutacijdRASgena sa odgovorom na hemioterapiju nije ispitivana
u velikom broju sldajeva. S obzirom na visokucestalost i rano javljanj&KRAS
mutacija u CRC-u, moze se pretpostaviti da takwepanost postoji. Eksperimentalni
podaci studije Houghton-a i kolega (1998) na TSegehtnim ¢elijama su pokazali da
transfekcija mutiranimKRASom zn&ajno smanjuje sposobnoselija da uwu u
apoptozu kao odgovor na deprivaciju timidina. Tedivnoguinost dakRASmutacije
mogu redukovati kapacitetelija da odgovore na hemioterapeutike koji ciljai®
protein, kao Sto je 5-FU. Metim, studija Klampfer-a i saradnika (2005) je s
stepen 5-FU-indukovane apoptoze u HCT116 i HkeBijskim linijama kolona
(razlikuju se samo u prisustvu mutiranBg\Salela u prvoj) pokazala proapoptotsku
uloguKRASmutacija. Signalizacija onkogeniRASom dovodi do akumulacije TP53 u

odgovoru na 5-FU, tj. do situacije koja favorizigpoptozu u odnosu na zastoj u
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¢elijskom rastu. Studije Etienne-Grimaldi-ja (2008Rosty-ja (2001) su pokazale da
mutacijeKRASgena nemaju ziajan uticaj na prezivljavanje pacijenata koji sumadi
navedenu terapiju. Take, studija Saltz-a (2007) je pokazala da nema keazii
odgovoru na 5-FU/LV terapiju sa ili bez irinotekakad pacijenata sa stadijumom Il
CRC-a nosilac&RASmutacija i onih bez mutacija. Ni studija Ogino-lolega (2009)
na pacijentima sa istim stadijumom kancera nijegzaka prognosiki znataj KRAS
markera.

Druge molekularne promene koje se trenutno igpikgpd CRC-a ukljtuju
BRAF mutacije, MSI i CIMP. Ove pojave stesto asocirane sa tumorima koji imaju
slicne fenotipove i mogu biti istovremeno prisutne @ons tumoru. Na osnovu
literaturnih podatakaBRAF mutacije predstavljaju biomarkere loSije prognoaé,
njihova klinicka upotrebljivost je joS nedovoljno ispitana (Ogieb al., 2009). U
studijama koje su ispitivale interakciju ova trime@ra kod CRC-a u odgovoru na 5-FU-
baziranu terapiju pokazano je da tumori sa MSI umiaglji klinicki ishod od MSS
tumora, da su mutacijBRAFa loS prognostki marker i da kada su u kombinaciji sa
MSI-H doprinose loSijem ishodu tih pacijenatga je prognoza ing bolja (Faris and
Ryan, 2012). Takde, i MSS tumori koji su mutirani 8RAFu ili im je detektovano
prisustvo CIMP-a imaju loSiju prognozu (Lee et &008; Popovici et al.,, 2012,
Samowitz et al., 2005). Studija Hutchins-a iz 20@&dine je pokazala da mutacije
BRAF gena u kombinaciji sa MSI nisu bile prediktivheodgovoru na 5-FU-baziranu
terapiju (Hutchins-a et al., 2011). lako ne stati$tznaajno, u studiji Ogino-a iz 2012.
godine zapazen je trend boljeg odgovora na komlinowerapiju 5-FU, leukovorinom
I irinotekanom (IFL) kod MSI/wBRAFi MSS/ mutiraninBRAFtumora (Ogino et al.,
2012).

U Zelji da u naSoj populaciji pacijenata sa CRC4spitamo prediktivhu ulogu
KRAS i BRAF markera pratili smo vreme do pojave metastaza (I Bsimo kod
pacijenata koji ih inicijalno nisu imali. Pretpogila smo da zbog brojnih pomenutih
uloga ovih gena uelijskim procesima, njihova deregulacija usled pejanutacija u
tumorima moZe igrati ulogu u metastatskom potehcijmalignih ¢elija. Pojava
metastaza u celokupnoj grupi bez inicijalnih metzat(n=71) se deSavala u rasponu od
jednog do 71-og meseca od operacije, sa medijartbfidlaneseci. Procenat pacijenata

sa metastazama se relativno brzo¢avao; nakon 6 meseci metastaze je dobilo njih
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12,7%, nakon godinu dana 43,7%, a nakon 2 god#e ad polovine (69%)KRAS
mutacije, gledano samo u podgrupi od 49 bolesndfaskl primili adjuvantnu terapiju,
nisu doprinosile smanjenju/pasanju vremena do pojave metastaza. Ipak, moze se
zapaziti trend boljeg prezivljavanja bez metastaahbolesnika sa mutacijankdRASa

u odnosu na WKRASgrupu. Medijana TTM u grugfRASmutiranih bolesnika je bila
veca nego u grupi bolesnika sa WRASgenom (19,5vs. 13,2 meseci). Kako su svi
bolesnici u analiziranoj grupi imali WBRAF status gena nismo mogli da povezujemo

ovaj marker sa TTM.

5.5.2 KRAS | BRAF MUTACIJE U ODGOVORU NA EGFR-CILJANU
TERAPIJU

lako se mutacij@&KRASa trenutno ne mogu Kkoristiti za selekciju pacijanza
adjuvantnu hemioterapiju, one su dobar prediktmarker kod pacijenata sa mCRC-om
kojima se uklj@¢uje anti-EGFR terapija monoklonskim antitelima. Kawm je vé
pomenuto, cetuksimab (ER-K0034, Erbifyux Merck-Serono KgaA, Darmstadt,
Germany; ImClone Systems Inc, New York, NY) i pamumab (ABX-EGF,
Vectibix®; Amgen Inc, Thousand Oaks, CA) su se pokazalasfikmn u l&enju mCRC-

a, bilo kao monoterapije ili u kombinaciji sa caksicnim agensima (Liévre et al.

2006). Antikancerski efekat cetuksimaba je posradovazilEitim mehanizmima,
ukljuéuju¢i inhibiciju progresije krozéelijski ciklus i zaustavljanjeelija u G1 fazi,
inhibiciju angiogeneze, inhibiciju metastaziranfaagjivanjem proizvodnje matriksnih
metaloproteinaza, inhibiciju apoptoze i potencjja@ntitumorske aktivnosti hemio- i
radioterapije (pregled u You and Chen, 2012). Ramimab moZe da dovede do
zaustavljanjacelijskog ciklusa i rasta kancera, ali ne dovodi aatitelom zavisne
¢elijske citotokstnosti (eng.antibody apendent_ell cytotoxicity - ADCC) jer je
potpuno humano antitelo tipa 1gG2, za razliku odnhoo/misjeg himernog IgG1l
cetuksimaba (Rivera et al., 2008). Oba leka imhjins efikasnost, postiZuskroman
ali klinicki znafajan RR od oko 10% kada se primenjuju kao monoijatapdnosno
oko 23% u kombinaciji sa HT-om, kod pacijenata keksprimiraju EGFR i ne

odgovaraju na hemioterapiju (Cunningham et al.,42@¢fecht et al., 2007). Pozitivha
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ekspresija EGFR proteina, koja secdedje odreuje imunohistohemijski, je inicijalno
smatrana p&etnim kriterijumom u studijama koje su procenjivdd&FR inhibitore.
Pretpostavljalo se da je senzitivnost na ove ageosezana sa ekspresijom EGFR
molekula. M@utim, pokazalo se da ni tumorska ekspresija ovagp®ra, ni broj
kopija gena nemaju zdajnu asocijaciju sa odgovorom na EGFR-ciljanu tguap

Za rast mnogih tumora zasluzna je konstitutivnéivakija signalnih puteva
nizvodno od EGFR-a. Na slici 31 prikazana je irkefja razliitih signalnih puteva
ukljucenih u tumorsku proliferaciju i progresiju. Bliskderakcije méu ovim putevima
mogu obezbediti ,mehanizam za beg“ koji oméma tumoru da zaole put koji je
prethodno farmakoloski blokiran (pregled u Sienalgt2009).
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Slika 31. Povezanostlijskih signalnih puteva kojidestvuju u proliferaciji i progresiji

kolorektalnog kancera i terapeutici koji su bili 8u trenutno u fazama Kklitkih

ispitivanja (preuzeto iz pregleda Siena et al.,. 200
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Povezanost RAS-MAPK i PI3K signalnih puteva igrazrnu ulogu u
kancerogenezi kroz fosforilaciju brojnih proteinaanskripcionih faktora koji direktno
kontroliSu ¢elijski rast, diferencijaciju, proliferaciju ¢elijsku smrt. MutacijeKRAS
BRAF i PIK3CA gena rezultuju kontinuiranom aktivacijom navedenputeva
signalizacije, nezavisno od aktivacije ili blokaB&FR molekula. Ovakva aktivacija
pospesSuje transkripciju ragiliih onkogena, ukljauju¢i MYC, CREBI NF«xB (Barault et
al., 2008).KRASje nafe&e mutirani gen IEGFR putu kod CRC-a (u proseku u 35-
45%), a zatim slede mutaciRIK3CA (oko 20%) iBRAF mutacije (<15%) (Barault et
al., 2008; Benvenuti et al., 2007; Liévre et a00@&). Mutacije UPIK3CAi KRASu ili
BRAFuU se mogu javiti zajedno u istom tumoru, &RAS i BRAF mutacije su
mutaciono iskljdive (Barault et al., 2008).

Brojne retrospektivne analize na uzorcima bolesrskamCRC-om koji su
primali anti-EGFR terapiju antitelima su pokazake liblesnici sa mutacijamaKRAS
genu nemaju koristi od ove terapije (Tabela 11&vté i saradnici (2006) su bili prvi
koji su predlozili da aktivirajte mutacijeKRASa mogu biti odgovorne za aktivaciju
RAS-RAF-MAPK puta nezavisno od ligandom-indukovaaldivacije EGFR-agime
dovode do rezistencije na cetuksimab terapiju.eBiatski pregled 15 randomizovanih
klinickih studija (predstavljen n&merican Society of Clinical OncologdASCO)
kongresu 2009. godine) pokazuje da je primenaEB@#R terapije mAb-ima asocirana
sa ukupnim smanjenjem rizika od relapsa za 39%) KHadbolesnici sa WKRASgenom
imaju poboljSanje PFS-a za 57%, dok bolesnici saramim KRASom nemaju nikakvu

korist od primenjene terapije (Allegra et al., 2009

Na osnovu ovih podataka i potvrda mnogih drugimaigvaia, danas se po
preporukama EMEA i FDA u rutinskoj Kligkoj praksi obavezno vrSi testiranje na
prisustvoKRASmutacija pre ukljtivanja terapije sa navedenim antitelima. Interesant
je da su u drugim solidnim tumorima EGFR inhibit@mhibitori tirozin kinaza ili
cetuksimab) pokazali minimalnu aktivnost i to kaardinoma pankreasa, gde sucma
mutacije KRASgena jako zastupljene (Moore et al., 2007; Pleli@l., 2007), i kod
kancera pléa koji su mutirani IKRASgenu (Pao et al., 2005).
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Tabela 11. Pregled studija u kojima su mutalkigASgena prediktivni faktor odgovora

na anti-EGFR terapiju antitelima.

Studija Prediktivni znacaj

Nema zn#ajne korelacij&KRASmutacija sa odgovoron]
Moroni et al., 2005 na cetuksimab; prinéen trend ka boljem RR kod

pacijenata sa WKRASom

Lievre et al., 2006 KRASmMutacije asocirane sa rezistencijom na cetuksir

KRASmutacije zn&ajno asocirane sa rezistencijom n

Di Fiore et al., 2007 cetuksimab+HTKRASmutacije identine u primarnom
tumoru i metastazama

KRASI BRAFmutacije asocirane sa rezistencijom na g

Benvenuti et al., 2007 EGFR terapiju mAb-ima; ipak, nekolikORASmutanata

pokazalo odgovor na terapiju
Pacijente sa visokom polizomijom EGFR
amplifikacijom, wtKRASom i normalnom ekspresijom
PTENgena treba uzeti u razmatranje za cetuksima
terapiju

Frattini et al., 2007

nab

DD

nti-

wt KRASu kombinaciji sa ranom redukcijom tumorsk
De Roock et al., 2008 veli¢ine su dobri prediktori zgajno duzeg PFS i OS ko
irinotekan-rezistentnih pacijenata

o O

KRASstatus treba uzeti u obzir pri odabiru pacijersata

Amado et al., 2008 MCRC-om za terapiju panitumumabom

PrisustvoKRASmutacija najjai prediktor neuspeha

Cappuzzo et al., 2008 terapije cetuksimabom kod EGFR+ pacijenata sa CR(

C-0

Bilo koji prediktivni/prognosttki znataj KRASmutacija u
kombinovanoj terapiji mAb-ima sa 5-FU treba iskljo
vezati sa prisustvom anti-EGFR agensa

Etienne-Grimaldi et
al., 2008

KRASmMutacije zn&ajno asocirane sa rezistencijom n
Lurje et al., 2008 cetuksimab; polimorfizmCOX-2 EGFi EGFR
identifikovani kao potencijalni markeri

D

Pacijenti sa mutiranilKRASom nisu imali nikakvu koris

Karapetis et al., 2008 od terapije cetuksimabom

Pacijenti sa mCRC-om sa aktivirgjon mutacijamakKRAS

Freeman et al., 2008 . . % : |
gena slabije odgovaraju na terapiju samo panitunboma

Mutacioni statuikKRASgena je prediktor ishoda u grupi

Tol et al., 2008 T .
koja prima cetuksimab
Garm Spindler et al., Kombinovana analizKRASmutacija iIEGFR
2009 polimorfizama je prediktivha za odgovor na cetukaim

Istovremena ekspresiRTENa i mutacijaKRASa, BRAF

Sartore-Bianchi etal, a i PIK3CAZini i do 70% pacijenata sa mCRC-om

2009

rezistentnima na anti-EGFR terapiju

10
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S obzirom da je veliki deo naSeg uzorka imad®IASmutacioni status (n=122)

I da su razvili metastatsku bolest, samim tim oelebnici su bili dobri kandidati za
ciljanu terapiju antitelima. Podatke o primljeneyapiji (cetuksimab+irinotekan) smo
imali za 72 bolesnika kod kojih smo proveravaliafgjski odgovor. Ni jedan bolesnik
nije postigao kompletan odgovor na terapiju, 11mealo PR, 34 SD i 27 PD. Dakle,
15,3% (11/72) bolesnika je postiglo terapijski odgo(RR). U pregledu De Roock-a
(2009) izdvojene su studije koje su ispitivale neigai statusKRASgena kao markera
odgovora na ciljanu terapiju kod bolesnika sa mGRCrezistentnih na HT-u. Me
studijama koje su analizirale terapiju cetuksimalpganitumumabom u kombinaciji sa
HT-om u grupi bolesnika sa WiRASgenom RR se kretao u rasponu od 20,3% do 53%
(Benvenuti et al., 2007; Cunningham et al., 2004;R®ock et al., 2008; Di Fiore et al.,
2007; Frattini et al., 2007; Lievre et al., 2006e\re et al., 2008; Moroni et al., 2005).
U studijama koje su se bazirale samo na monotarapijovim antitelima procenti RR-a
su se kretali od 10% do 17% (Amado et al., 2008apetis et al., 2008; Khambata-
Ford et al.,, 2007). Dobijeni procenat bolesnika i key dobro odgovorili na
kombinovanu terapiju (CR+PR) u nasoj studiji jeinizodnosu na rezultate ostalih
pomenutih studija. Razlika u dobijenom RR mégie da potie od odabira pacijenata
u studijama, tj. od terapijske linije u kojoj je lpi¢ivan cetuksimab. U nasSem radu
kombinovana ciljana terapija je davana tek w«dyeli i kasnijim linijjama, dok je u
navedenim radovima ova terapija primenjivana iwopliniji, Sto moze uticati na bolji
terapijski odgovor. Mogte je i da wiKRASstatus nije jedini uslov za dobar odgovor na
EGFR-ciljanu terapiju i da deregulacija nekog dgigoizvodnogilana istog signalnog
puta lezi u osnovi loSijeg terapijskog odgovora.CCje u svojoj prirodi vrlo heterogen,
a kako se radi o pacijentima sa tumorima u metdgiptazi, moZzemo pretpostaviti da
je kod njih doslo do nakupljanja dodatnih promeaamolekularnom nivou, nevezanih
za EGFR put signalizacije.

Rezultati iz klintke prakse pokazuju d# oko polovine pacijenata sa WWRAS
genom zapravo odgovoriti na terapiju antitelima, 8kazuje na potrebu pronalazenja
dodatnih markera efikasnosti ove terapije (pregiddnardou et al., 2008; Loupakis et
al., 2009; pregled u Deschoolmeester et al., 20Rf)mene drugih nizvodnih EGFR
efektora, kao i alternativnéRASmutacije (u kodonima 61 i 146) mogu biti odgovorne
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za rezistenciju na EGFR-ciljanu terapiju (LaurentgPet al., 2009; Loupakis et al.,
2009; Sartore-Bianchi et al., 2009).

S obzirom na e iznete podatke o razltim bioloskim efektima i
transformiSdem potencijalu pojedinih mutacija i o spedifosti njihove pojave u
pojedinim tkivima, neke istrazi¢&e grupe su pretpostavile mdgwst odgovora na
terapiju u grupama pacijenata sa pojedinim tipoviRASmutacija (Benvenuti et al.,
2007; Frattini et al., 2007). Pokazano je da jecemat pacijenata $aRASmutiranim
tumorima koji mogu ipak da odgovore na EGFR-ciljaatapiju manji od 10%. Kod
ovih tumora mutacije kodona 13 su bile Zmao viSe zastupljene nego ostali tipovi
mutacija. Takde, mutacije ovog kodona su imale i manju vitro transformiSdu
aktivnost od mutacija kodona 12 (Guerrero et &0®.

U velikoj, retrospektivnoj, opservacionoj studije Roock-a i saradnika (2010)
po prvi put je pokazana pozitivha asocijacija p.B1Butacije i terapije cetuksimabom,
kod pacijenata sa CRC-ima rezistentnim na HT-ujeBolezivljavanje je bilo zapazeno
kako u cetuksimab monoterapiji, tako i u kombinamnreZzimu sa HT-om. Tumori sa
ovom mutacijom su se ponaSali ré&#b u odnosu na tumore sa drugiKRAS
mutacijama, a nesto malo driga od wt KRAStumora. Rezultati ove studije ukazuju
da pacijenti nosioci p.G13D mutacije odgovarajucetuksimab, iako je taj odgovor
nizi od onog kod pacijenata sa WRAS statusom. Duzi PFS i OS kod p.G13D-
mutiranih tumora u podenju sa tumorima sa drugim mutacijama verovatne nij
postignut zbog realnog smanjenja tumorske maseé, zb®g odlaganja progresije.
Moguce objasSnjenje ovog zapazanja jeste da p.G13D-mutitanori nakon blokade
EGFR molekula ne ulaze u proces apoptoze (citataksefekat), veéim se proliferacija
inhibira (citostatski efekat). Eksperimentima nagenimcelijskim linijjama su proverili
efekat cetuksimaba néelijsku proliferaciju. Dok su p.G12\telijske linije bile
nesenzitivne na tretman cetuksimabom, p.G13D-meiéalije su pokazivale skoro pa
isti odgovor kao i wtcelije. Dobijeni rezultati ukazuju na potrebu za gpektivnim,
randomizovanim studijama koje bi potvrdile potealtij benefit od primene
cetuksimaba kod pacijenata sa mCRC-om rezistenmiiT-u.

U nedavno objavljenom apstraktu sa ASCO kongréspgoar i saradnici (2011)
su retrospektivno analizirali uticdRAS p.G13D mutacije na efikasnost terapije sa

cetuksimabom u prvoj liniji sistemske terapije rgdili ga sa objedinjenim rezultatima
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randomizovanih studija CRYSTAL i OPUS. Bolesnicieam mutacijom kodona 13
su imali znatno nizi terapijski efekat u pdemju sa bolesnicima sa WRAStumorima,
ali i pored toga su imali korist od terapije saukstmabom.

Rezultati jedne male studije od 74 pacijentager® od strane Loupakisa i
kolega (2009) su sugerisali da retkRAS mutacije u kodonima 61 i 146 mogu biti
odgovorne za rezistenciju na EGFR-ciljanu tera@jtitelima. Nasuprot njima, u
velikoj retrospektivnoj studiji De Roock-a zakigno je da mutacije kodona 146 nisu
imale uticaj na odgovor na cetuksimab, a da sujg@cisa mutacijama kodona 61 u
tumoru imali nizi terapijski odgovor (De Roock &t 2010a).

Jedan od potencijalnih dodatnih biomarkera odgova EGFR-ciljanu terapiju
koji se poslednjih godina sve intenzivnije ispitige mutacioni statuBRAFgena. lako
suKRAS i BRAFkodirani proteinicesto mutirani u istim tipovima tumora, istovremene
mutacije ovih gena se jako retko @rgpregled u You and Chen., 2012; Philips et al.,
2010). Razlog tome je Sto oba gena podlezu mutaaijaa sticanjem funkcije (eng.
gain-of-function) i tako predstavljaju razlite mehanizme aktivacije istog signalnog
puta (pregled u Deschoolmeester et al., 2010)@duMmacijentima sa WKRASgenom,
nosioci BRAF mutacija imaju loSiji ishod u padenju sa onima sa VBRAF statusom
gena. Na primer, Di Nicolantonio i saradnici (20@8) pokazali u njihovoj studiji na
113 bolesnika sa mCRC da ni jedan bolesnik sa anutirBRAFom nije odgovorio na
terapiju cetuksimabom ili panitumumabom, a daimenima koji su odgovorili na
terapiju ni jedan nije imao mutacije ovog gena. tdgnj retrospektivnoj studiji na 86
bolesnika,BRAF mutacije su bile nezavistan negativni prediktifaktor PFS-a i OS-a
kod bolesnika sa WKRASom tretiranih cetuksimabom i irinotekanom (Crempét al.,
2009). Analiza 724 bolesnika tretirana prethodneedanom terapijom je pokazala da
je BRAFmutiran u 5% sléajeva i da je asociran sa smanjenim odgovorom eipoju
sa nosiocima WBRAF gena (6%vs. 24%) (Tejpar et al., 2009a). ¥egomenuta
objedinjena analiza CRYSTAL i OPUS trajala je pdila da pacijenti sa mutiranim
BRAF genom imaju mnogo loSiju prognozu nego oni seBRAFom (Bokemeyer et
al., 2010). Nasuprot navedenim radovima, rezultidije Tol-a i saradnika (2009a)
predlazuBRAFkao prognostiki, ali ne i kao prediktivni faktor efikasnosti césimaba.

Kao Sto smo opisali, podaci iz literature joS um&ku do kraja potdeni kada je

u pitanju prediktivha ulogBRAFgena i uvdenje testiranja mutacija u klitku praksu.
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U podgrupi pacijenata sa WERAS genom Zzeleli smo da proverimo da li postoji
zn&ajna razlika u procentu postignutog terapijskogoviga (RR) na kombinovanu
EGFR-ciljanu terapiju kod nosilaca tege BRAF mutacije u odnosu na one sa wt
BRAFstatusom. Kako smo dobili mali broj bolesnika Isyjipostigli RR (n=11), koji su
pritom svi imali wtBRAF, nismo mogli da testiramo date parametre.
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6. ZAKLJU CAK

Iz rezultata doktorske disertacije mozemo da zaktho sledée:

» UcestalostKRAS mutacija (u egzonima 12 i 13) u naSoj populacglegnika
obolelih od karcinoma kolorektuma je 35,1%, Staujskladu sa podacima iz
literature. 89,4%<KRASmutacija detektovano je u kodonu 12 i 10,6% u kado
13.

* Spektar detektovanih tipow@RASmutacija, kao i njihovadestalost, su takie
u saglasnosti sa podacima prikazanim u literatdgtiri nage&¥e mutacije,
(p.G12D, p.G1l2V, p.G12A i p.G13D) stinile 84,8% svih detektovanih
mutacija.

e Statisttki zna&ajno viSeKRASmutacija je detektovano kod bolesnika sa PS1 |
PS2 ECOG performans statusom u odnosu na PSO lalede mozemo
pretpostaviti da su mutacijf&RASa povezane sa loSijim opStim stanjem
bolesnika sa CRC-om.

* Mutacije uKRASgenu nisu statistki znatajno povezane sa ostalim testiranim
klini¢cko-histopatoloskim  karakteristikama tumora, ali jaocena viSa
zastupljenostKRAS mutacija u karcinomima koji dublje prodiru kroz zid
kolorektuma (véim tumorima), kao i kod bolesnika sa viSe metastapanosu
na one bez i sa samo jednom metastazom. dgakaapazen je i trend opadanja
ucestalosti ovih mutacija sa porastom histoloskoglgsa tumora.

«  KRASmutacije u nasoj populaciji su gese javljale kod muskaraca (40,2%) u
odnosu na zene (26,8%) i ta razlika je bila naigratatisttke zn&ajnosti.

« Uocen je trend opadanj&RAS mutacije p.G12V u odnosu na sve ostale
detektovane mutacije sa porastom&ak tumora (T parametar).

e Ucestalost BRAF mutacije p.V600E u naSoj populaciji bolesnika sa
kolorektalnim kancerom WKRASSstatusa je 1%, Sto je neSto nize u odnosu na
literaturne podatke.

* Prediktivni zng#aj KRAS mutacija, procenjivan upai&anjem vremena do
pojave mestastaza (TTM) kod pacijenata sa i BEAS mutacija posle

adjuvantne terapije, nije uden. Zapazen je trend boljeg prezivljavanja bez
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metastaza kod pacijenata sa mutacij&RASa u odnosu na WERASgrupu.
» Terapijski odgovor (RR) na kombinovanu EGFR-ciljaetapiju kod pacijenata
sa WtKRASstatusom dobijen je u 15,3% &hjeva.

Na osnovu dobijenih rezultatmoZzemo zakljtiti da znaajna povezanost
mutacionog statusEkRASgena sa kliriko-histopatoloSkim karakteristikama CRC-a i
karakteristikama obolelih nije utiena za populaciju Srbije. Zastupljenost i distrifauc
mutacija u ovom genu su u skladu sa rezultatimagidrstudija u svetu. Prediktivni
zna&aj KRASgena u odgovoru na adjuvantnu terapiju nije pokaah je zapazen trend
boljeg prezivljavanja bez metastaza kod nosikB&ASmutacija. Zbog malog procenta
BRAF p.V600E mutacije u nasSoj grupi nismo mogli da gmawio njen zn&j kao
biomarkera ispitivanog maligniteta. Pored ovih,eddranje i drugih, dodatnih genskih
alteracija bi bilo od velike koristi za preciznigefinisanje tumorskog genskog profila i

individualizaciju terapije.
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U3jaBa o ayTopcTBY

I[Tornucanu-a JakossereBuh Kcenuja

Opoj ynuca MO 060031

HU3jaBbyjem

J1a je TOKTOpCKa TMcepTalrja moJ| HaCJI0BOM

Amnanuza yyecranoctu u Tunosa myranuja KRASu BRAF rena y kapunnomuma

KoJIopekTyMa y nomynanuju Cpouje

¢ pe3yiTaTt CONCTBCHOI UCTPAKHUBAYKOI paaa,

* 1a IpeJUIoKeHA AcepTalyja y HeJINHN HU y JIeTIOBUMAa HUje Ouia mpeaiokeHa
3a nobujame OWJIO KOje AWIUIOME TpeMa CTYIHJCKUM IporpaMuMa JpyTrux

BHUCOKOIIKOJICKMX YCTaHOBA,
* J1a Cy pe3yJiTaTH KOPEKTHO HABEACHU U

* Ja HHCaM Kpiimo/la ayTopcKa MpaBa W KOPUCTUO HHTEICKTYATHY CBOjJHHY

JIpPYTUX JULA.

IHoTnuc KoKkTOpaHIa

/wﬂ%m” /(%uﬁ

VY Beorpany,
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U3jaBa 0 nCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe N efieKTPOHCKe Bep3uje

AOKTOPCKOr paaa

Nwme u ipesume aytopa Kcenuja JakoBibeBuh

bpoj ymuca MO 060031

Crynujcku mporpam MoiekynapHa Ouosioruja

Hacnos pana Ananuza ydecranoctu u tunoBa mytainja KRASu BRAF rena y

KaplLMHOMKMaA KoJopekTyMa v nonyianuju Cpouje

Menrtop ap Mapuna CramenkoBuh-Panak, Banpeanu npodecop

ITornucanu Kcenwnja JakoBspeBuh

U3jaBJbyjeM Jia je ITaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOI pajia MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy cam Tmpenao/na 3a o0jaBjbMBamkbe Ha moprany JurmragaHor
peno3utopujyma YHuBep3ureray beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHH TOJAIM BE3aHH 3a JO0H]jambe aKaJeMCKOT 3Bamba
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3nuMe, TONHA U MECTO pol)ermha U 1aTyM oJ0paHe
pana.

OBM JWYHM TIONAIM MOTY ce€ O0jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHHUIaMa JUTHTAITHE
OMOIMOTEKE, Yy EJICKTPOHCKOM KaTajory W y MyOnuKanujamMma YHUBEP3UTETA Y

beorpany.

HHornuc noxkTopanaa

VY Bbeorpany,
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U3sjaBa o kopuwhemwy

Opnamthyjem YHUBep3uTeTcKy OmbOmuoteky ,Cero3ap Mapkosuh” na y Jlururamuu
peno3uTopujyMm YHuBep3uTera y beorpany yHece MOjy IOKTOPCKY AMCEPTALUjy THOJ
HACIIOBOM:

Amnanuza yyecranoctu u Tunosa myrauuja KRASu BRAF rena y kapunnomuma

KoJIopekTyMa y nomynanuju Cpouje

KOja j€ MOje ayTOPCKO JEJIO.

Jlucepraiiyjy ca CBUM MPUIIO3UMa Tpeaao/iia caM y eeKTPOHCKOM (opMary MOroJHOM
3a TPajHO apXUBUPAE.
Mojy TOKTOPCKY IUCEpTaln]jy MOXpameHy y JuruTanau perno3uTopujym Y HUBEp3UTETa
y beorpany Mory ga KopucTe CBH KOjU MOMITY]Yy OApeade caapKaHe y 01abpaHOM THITY
munenne Kpeatusue 3ajequune (Creative Commonsh kojy cam ce ojutyuno/ia.
1. AyropcTBoO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITH]aTHO
@AyTopCTBo — HEKOMepIMjaaHo — 0e3 mpepajie
4. AyTOopCcTBO — HEKOMEPIM]jATHO — ACTUTHU MO/ UCTHUM YCIOBUMA
5. AyropcTBo — 6€3 mpepane
6. AyTOpcTBO — JAENUTH MOJ UCTUM yCIOBHUMA
(Monumo 51a 3a0KpyXXHTE caMoO je[HY OJ] HIeCT MOHYHEeHUX JHMIICHIM, KpaTak OIHC

JIMIICHITA JIaT j€ Ha MoJichuHU JTUCTa).

IHoTnuc nokTOpanaa

/7/ o %gmc /(%ww

VY Bbeorpany,
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1. AyropctBo - Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBamke, JUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAE JIENa,
U Tpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayropa Ha HayuH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WM
JaBaolia JUICHIIe, YaKk M y KomeprujaiaHe cBpxe. OBo je Hajcino0omHMja O]l CBHX
JIMIICHITH.

2. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaaHo. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYIIU]y U jaBHO
caomIuTaBame Jeia, U mpepaje, ako ce HaBele MMEe ayTopa Ha HauuH onpeheH on
CTpaHe ayTopa WM JaBaona juieHie. OBa JUICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHY
ynotpe0y nena.

3. AyrtopcTBO - HekoMmepHujaiHo — 0e3 mnpepazme. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBambe,
TUCTpUOYIIMjy ¥ jaBHO CaoMINTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBama WU
yrmoTpebe Jena y CBOM Jely, aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha Ha4yuH onpeleH o cTpaHe
ayTopa win naBaona juieHie. OBa JIMIEHIIa He 03BOJbaBa KOMEPIUjAIHY YIOTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIEHIIE, OBOM JIMLIEHIIOM CE€ OrpaHHuYaBa Hajehu oOum
npaBa Kopuihema jaena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpIHjaJlHO — JEIHTH IOJ HWCTUM ycioBuMa. Jlo3BoJbaBaTe
YMHOXKaBame, NTUCTPUOYIM]y W jaBHO CAOIIITaBame Jieja, U Mpepaje, ako Ce HaBeJe
UMe ayTopa Ha HauMH ojapeheH oJf cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUICHLIE U aKO ce
npepaga AUCTpUOYyUpa TMOA MCTOM WM CIMYHOM JuieHuoMm. OBa JHIEeHIA He
JI03BOJbaBa KOMEPLMjaATHY YHOTpeOy Jena U mpepasja.

5. AyropctBo — 6e3 mpepane. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, TUCTPUOYIIM]Y U jaBHO
caomiiTaBame Jiena, 0e3 nmpomeHa, MpeoOIUKOBama WM YIOoTpeOe Jena y CBOM Jey,
aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa MU J1aBaolla JHUIICHIIE.
Oga nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIUjalIHy yIIoTpedy nerna.

6. AyTOopcTBO - JENMTH TOJ WCTHM YyciaoBuMa. Jl03BoJbaBaTe yMHOXKaBame,
JTUCTPUOYIIH]Y W JaBHO CAOIITaBamke Jefia, U Mpepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HauuH onpeheH ox crTpaHe ayropa WIM JaBaolla JIMIEHIIE M aKo ce Ipepaja
aucTpuOynpa 1MOJA HCTOM WM CIMYHOM JMieHnoM. OBa JHIIEHIA J/103BOJbaBa
KOMEpIIMjaliHy yrnoTpedy paema u mpepaaa. CinuuyHa je codTBEpCKUM JIMIICHIIAMA,

OJIHOCHO JIMIICHIIaMa OTBOPEHOT KO/Ia.
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