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Sazetak. Aktivacija onkogena KRAS znacajna je u kolorektalnoj karcinogenezi, a prisutnost KRA4S-mutacije moze se doka-
zati u viSe od 30% uzoraka kolorektalnog karcinoma (CRC). Medu novijim lijekovima za lijeCenje metastatskog CRC-a
jesu i pripravci koji sadrzavaju protutijela na receptor za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR), cetuksimab i panitumumab.
Nedavna istrazivanja pokazuju da bolesnici s metastatskim CRC-om s mutacijama gena KR4S na 12. i 13. kodonu nemaju
koristi od terapije inhibitorima EGFR-a. S ciljem odredivanja statusa gena KRAS kao prediktivnog biomarkera testirana su
44 uzorka CRC-a na sedam poznatih mutacija gena KRAS. Nakon izdvajanja DNA iz tumorskog tkiva uklopljenog u para-
finske blokove, prisutnost KRAS-mutacija odredena je metodom PCR u stvarnom vremenu postupkom apsolutne kvanti-
fikacije prvi put u Hrvatskoj, medunarodno certificiranom metodom. Mutacije su dokazane u 12 uzoraka tumora: pet bole-
snika imalo je mutaciju Gly12Val (GGT>GTT), tri bolesnika Gly 12 Asp (GGT>GAT), dvabolesnika Gly13Asp (GGC>GAC)
te po jedan bolesnik mutaciju Gly12Ser (GGT>AGT) i Gly12Cys (GGT>TGT). Nasi nalazi pokazuju da je incidencija
KRAS-mutacije u uzorcima bolesnika oboljelih od CRC-a 27%, $to je podudarno s do sada objavljenim rezultatima u svije-
tu. Testiranje na KRAS-mutaciju prije primjene imunoterapije inhibitorima EGFR-a jedini je ispravni put u lijeCenju bole-
snika s metastatskim CRC-om ¢ime se poboljSava klinicki ishod bolesti, a izbjegavaju se nepotrebne toksi¢nosti lijeka,
nuspojave i financijski troskovi.

Descriptors: Colorectal neoplasms — genetics, pathology, drug therapy; Receptor, epidermal growth factor — genetics,
metabolism, antagonists and inhibitors; Tumor markers, biological — metabolism; Ras proteins — genetics;
Mutation — genetics; Proto-oncogene proteins — genetics; Drug resistance, neoplasm — genetics; Antibodies,
monoclonal — therapeutic use

Summary. Activation of KRAS oncogene has been implicated in colorectal carcinogenesis. KRAS mutations can be de-
tected in more than 30% of all patients with colorectal cancer (CRC). Most recently, regimens that include anti-epidermal
growth factor receptor (EGFR) targeted antibodies, cetuximab and panitumumab, for metastatic CRC have been developed.
Several recent studies have shown that patients with KR4S mutations in codons 12 and 13 in metastatic CRC do not benefit
from anti-EGFR therapy. With the aim to determine KRAS status as predictive biomarker, 7 known mutations of KRAS gene
in codons 12 or 13 on 44 CRC samples were tested. After DNA extraction from paraffin-embedded tumor tissue blocks,
KRAS mutations were analysed using quantitative real-time PCR with internationally certified method, for the first time in
Croatia. Mutations were detected in 12 tumor samples: five patients with Gly12Val (GGT>GTT), three with Glyl12Asp
(GGT>GAT), two patients with Gly13Asp (GGC>GAC), one patient with Gly12Ser (GGT>AGT) and one with Gly12Cys
(GGT>TGT) mutation in tumor. Our data about KRAS mutational status in the sample of Croatian population diagnosed
with CRC have shown that incidence of KRAS mutation is 27%, which is consistent with results already reported world-
wide. The final result must be a proper selection of the correct therapy with EGFR inhibitors for the patients with CRC
which is critical for improving clinical outcomes, unnecessary toxicities, side effects and financial cost.
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Kolorektalni karcinom (CRC) jedan je od najéescih zlo-
¢udnih tumora i medu vodeéim je uzrocima smrtnosti od
raka u razvijenom svijetu. Razvoju ove zlo¢udne bolesti pri-
donosi vrlo slozen i dugotrajan proces usko povezan s
medudjelovanjem vanjskih i genskih ¢imbenika. Nakuplja-
nje genskih promjena tijekom zivota odgovorno je za klon-
sko napredovanje tumora od adenoma prema zlo¢udnom
karcinomu, $to moze trajati i deset do petnaest godina.'?
CRC se moze pojaviti sporadi¢no ili kao nasljedni oblik
karcinoma u obitelji, a u oba slu¢aja imamo genotipski vrlo
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heterogenu skupinu zlo¢udnih tumora.® Njegova se uce-
stalost u razvijenim zemljama stalno poveéava. lako je
petogodisnje prezivljenje za rani, lokalizirani stadij CRC-a
oko 90%, zbog slabog odaziva na preventivne preglede
samo oko 39% slucajeva dijagnosticira se u tom stadiju.
Petogodisnje prezivljenje smanjeno je na oko 68% za bole-
snike s regionalno prosirenom bole$¢u odnosno na oko 10%
za bolesnike s udaljenim metastazama.* Posljednjih 50 go-
dina lije¢enje metastatskog CRC-a sastojalo se od kemote-
rapijskog lijecenja 5-fluorouracilom (5-FU) s modulacijom
ili bez nje. Unatrag desetak godina kao standard lijecenja u
praksu se uvode dva nova citostatika, irinotekan i oksali-
platin. Uz navedene citostatike u lijeCenju metastatskog
CRC-a primjenjuje se odnedavno i imunoterapija, protutije-
la usmjerena na receptor za vaskularni endotelni ¢imbenik
rasta (engl. vascular endothelial growth factor receptor,
VEGFR) — bevacizumab, i epidermalni ¢imbenik rasta
(engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) — cetuksi-
mab i panitumumab.>” Ove najnovije vrste lijekova korjeni-
to su promijenile klini¢ku onkolosku praksu i omogucile
znacajno produZenje Zivota te produzenje vremena do kli-
nicke progresije bolesti u odredene skupine bolesnika s me-
tastatskim CRC-om. Postoji nekoliko signalnih putova u
stanici koji imaju vaznu ulogu u kontroli stani¢nog rasta,
diferencijacije 1 apoptoze, a koji se medusobno ispreplecu.
Pojacana aktivnost receptora koji stimuliraju funkciju tih
putova (npr. receptora za EGF) ili mutacije gena koji su-
djeluju u prijenosu signala, poti¢u ¢itavu kaskadu mitoge-
nih signala odnosno karcinogenezu. Pojacana ekspresija
EGFR-a pronadena je u oko 80% CRC-a zbog ¢ega je upra-
vo taj signalni put u Zaris$tu razvoja novih lijekova.* Kada se
EGF, kao i drugi ligandi, veze za EGFR, to aktivira kaskadu
reakcija u signalnom putu preko efektora na putu protein
kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK). Ti efektori (KRAS,
BRAF, ERK i MAPK) utje¢u na proliferaciju i prezivljenje
stanice te adheziju, migraciju i angiogenezu.*® Produkt gena
KRAS jest protein smjeSten na unutarnjoj strani stani¢ne
membrane. On sudjeluje u kaskadi reakcija signalnog puta i
tako utjeCe na stani¢ni rast i diobu. Blokiranjem EGFR-a
cetuksimabom ili panitumumabom blokiraju se efekti ovog
receptora i to je molekularna osnova po kojoj djeluju nave-
deni bioloski lijekovi. Nedavne populacijske studije poka-
zuju da su u CRC-u u oko 56% slucajeva pronadene muta-
cije na genima KRAS, BRAF ili PIK3CA. Medu njima
KRAS (v-Ki-ras2-Kirsten rat sarcoma viral oncogene homo-
log) najéesce je mutiran gen, njegove se mutacije mogu do-
kazati u vise od 30% svih CRC-a i povezuju se s povecanim
rizikom od smrti odnosno gubitkom odgovora na terapiju
lijekovima koji su po svojoj funkciji inhibitori receptora za
EGF.® Mutacije gena KRAS smatraju se ranim dogadajem u
karcinogenezi te se u primarnom tumoru i metastazama go-
tovo uvijek dokazuje isti mutacijski status gena KRAS.'°
lako je primjena imunoterapije poboljSala prezivljavanje
bolesnika s metastatskim CRC-om, ona je u¢inkovita samo
u nekih bolesnika. Stoga je najvei izazov u optimiziranju
terapijskog pristupa imunoterapijom identifikacija pouzda-
nih biomarkera (gena/receptora/enzima) s pomocu kojih se
moze predvidjeti koja ¢e skupina bolesnika uistinu imati
dobar klinicki odgovor na navedeno lijecenje. Nedavna su
istrazivanja pokazala da mutacije u genu KRAS na 12.1 13.
kodonu u metastatskom CRC-u upucuju na izostanak uc¢inka
lijeCenjem inhibitorima receptora za staniéni rast (cetuksi-
mabom ili panitumumabom) jer je mutirani KRAS konsti-
tutivno aktivan i zato blokada EGFR-a neée utjecati na
daljnju signalnu kaskadu MAPK-puta unutar tumorske sta-
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nice, dakle ovi bolesnici nece imati koristi od terapije inhi-
bitorima receptora za EGF."

Svrha naSega rada bila je prvi put u Hrvatskoj prikazati
medunarodno certificiranu metodu odredivanja mutacija u
genu KRAS i prikazati prve podatke o incidenciji KRAS-mu-
tacije u Hrvatskoj, u uzorku bolesnika oboljelih od CRC-a.
U ovom radu takoder smo opisali principe molekularne
osnove lijecenja inhibitorima EGFR-a i rezistencije na lije-
¢enje koja je posredovana mutacijama ovoga gena. Kona¢ni
cilj mora biti odabir ispravnog lijeenja imunoterapijskim
lijekovima, $to je kriti¢ni element u poboljsanju ukupnoga
klini¢kog statusa bolesnika, izbjegavanja nepotrebne toksic-
nosti i nuspojava te suvisnih financijskih troskova.

Molekularna osnova lijeenja blokatorima
receptora za EGF: uloga gena KRAS
u signaliziranju unutar tumorske stanice

Unutar gena KRAS u uzorcima kolorektalnog karcinoma
(CRC) do danas je dokazano oko 3000 tockastih »missen-
se« mutacija.'? One dovode do zamjene samo jedne amino-
kiseline u aminokiselinskom lancu proteinskog produkta i u
veéini sluéajeva nezavisne su od mutacija receptora za EGF.
Najcesce su zabiljezene u podrucju kodona 12 i 13, dok
ostale mutacije (Cesto u podrucju kodona 61 i 146) Cine sve-
ga oko 4% ukupnih mutacija gena KRAS te je njihova kli-
ni¢ka korelacija s pojavom CRC-a za sada nejasna.'*'3 Na-
protiv, mutacije u kodonima 12 i 13 dokazano imaju vaznu
ulogu u progresiji CRC-a te je njihovo odredivanje u bole-
snika s CRC-om od iznimnoga klini¢kog i terapijskog zna-
Cenja.'*'® Gen KRAS smjesten je na kratkom (p) kraku kro-
mosoma 12 na poziciji 12p12.1. Njegov je produkt protein
malene molekularne mase 21 kDa (p21), slican G-proteinu,
i ukljucen je u signalni put reguliranja stani¢nog ciklusa.
Svi proteini iz skupine RAS-proteina vezu gvanozin-nuk-
leotide (GDP ili GTP) te u tijeku stani¢nog ciklusa normal-
no prelaze iz inaktivnog defosforiliranog (RAS-GDP) u
aktivno fosforilirano stanje (RAS-GTP) i obratno, posredo-
vano endogenom enzimskom aktivno$¢u. Somatske »mis-
sense« mutacije u podru¢ju navedenih kodona rezultiraju
stvaranjem stalno aktivnog RAS-GTP-kompleksa. Sinteti-
zirani aberantni protein stalno je aktivan ¢ime kontinuirano
aktivira unutarstani¢ni signalni put neovisno o postojanju
vanjske stimulacije putem receptora za EGF, §to vodi abnor-
malnoj i nekontroliranoj stani¢noj proliferaciji.'” Posljedica
je ubrazana mitotska aktivnost unutar tumora, $to se klinicki
prepoznaje kao tumorski rast i progresija, a Sto je nemi-
novno povezano s dodatnim komplikacijama u lijecenju te
skra¢enjem Zivota bolesnika.!>!16:18:19

Materijal i metode

Danas su dostupne razli¢ite metode za detekciju mutacija
gena KRAS u kolorektalnom karcinomu. Sve metode koje
su u uporabi imaju potrebnu klini¢ku osjetljivost za pred-
vidanje gubitka odgovora na cetuksimab i panitumumab.
Od izuzetne je vaznosti ispravna patohistoloska dijagnoza te
odredivanje postotka vijabilnih tumorskih stanica u uzorku
tumorskog tkiva. Za testiranje na mutacije gena KRAS DNA
mora biti izolirana iz reprezentativnog uzorka koji se dobiva
iz svjezeg uzorka, smrznutog ili tumorskog tkiva ukloplje-
nog u parafin. U Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku
KBC-a Zagreb rabi se postupak izdvajanja DNA iz tumor-
skog tkiva uklopljenog u parafinske blokove s pomocu
QOlAamp DNA FFPE Tissue Kit, QIAGEN GmbH, Njemac-
ka.* Uzorci CRC-a uklopljeni u parafinske blokove dobive-
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Tablica 1. Klini¢kopatoloska obiljezja bolesnika oboljelih od kolorektal-
nog karcinoma i prisutnost mutacije gena KRAS.

Table 1. Clinicopathological features of patient’s with colorectal cancer

and KRAS testing results.
Broj Dob Spol  Veli- Dukes Histoloski Nalaz testiranja
uzorka Dbole- bole- ¢ina stadij gradus KRAS mutacija
Sample snika snika  Size Dukes’ Histologic Result of KRAS
number  Pa- Pa- (mm) grade mutations testing
tient’s tient’s
age gender
1 42 M 40 C niski/low  Negativan/Negative
2 56 M 51 B niski/low  Negativan/Negative
3 65 M 73 C niski/low  Negativan/Negative
4 50 M 35 C niski/low  Negativan/Negative
5 65 M 30 B niski/low  GLY12VAL
6 63 Z/F 70 C visoki/high Negativan/Negative
7 79 Z/F 30 B niski/low  Negativan/Negative
8 77 M 38 C niski/low  Negativan/Negative
9 62 M 60 B niski/low  GLYI12VAL
10 56 M 10 B niski/low  Negativan/Negative
11 80 Z/F 60 C niski/low  Negativan/Negative
12 52 M 18 A niski/low  GLY12ASP
13 60 M 40 B niski/low  GLY12SER
14 72 M 30 B niski/low  GLY12VAL
15 58 Z/F 70 C niski/low  Negativan/Negative
16 67 Z/F 30 B niski/low  Negativan/Negative
17 62 M 40 C niski/low  Negativan/Negative
18 48 M 40 C visoki/high Negativan/Negative
19 55 M 70 C niski/low  Negativan/Negative
20 52 M 110 C niski/low  Negativan/Negative
21 18 M 30 B niski/low  GLY12VAL
22 68 M 61 C visoki/high Negativan/Negative
23 59 M 50 C niski/low  Negativan/Negative
24 49 M 60 B niski/low  Negativan/Negative
25 75 M 80 C visoki/high Negativan/Negative
26 77 M 80 B niski/low  GLY12ASP
27 78 7/F 90 B visoki/high Negativan/Negative
28 73 M 48 C niski/low  Negativan/Negative
29 54 7/F 18 C niski/low  Negativan/Negative
30 49 M 11 A niski/low  Negativan/Negative
31 60 7/F 50 C niski/low  Negativan/Negative
32 68 7/F 40 C niski/low  Negativan/Negative
33 74 M 15 C niski/low  GLY12ASP
34 75 Z/F 40 C niski/low  Negativan/Negative
35 71 Z/F 50 C niski/low  Negativan/Negative
36 76 M 13 A niski/low  Negativan/Negative
37 52 M 35 C niski/low  Negativan/Negative
38 58 M 38 C niski/low  GLY12CYS
39 59 Z/F 40 C visoki/high Negativan/Negative
40 45 Z/F 45 C niski/low  Negativan/Negative
41 47 Z/F 36 C niski/low  Negativan/Negative
42 69 Z/F 42 C niski/low  GLY12VAL
43 59 Z/F 20 A niski/low  GLY13ASP
44 55 Z/F 30 C niski/low  GLY13ASP

ni su iz arhiva Klini¢kog zavoda za patologiju KBC-a Za-
greb gdje se nalazi i baza podataka o patohistoloskoj dija-
gnozi, veli¢ini i stupnju diferencijacije tumora, odnosno
klasifikaciji po Dukesu. Svi bolesnici lijece se u Klinici za
onkologiju KBC-a Zagreb. Za izdvajanje DNA iz svakoga
parafinskog bloka izrezano je ukupno 40 mikrona ukloplje-
nog tkiva. Nakon izdvajanja, tumorska se DNA pohranjuje
na temperaturi od —20°C ili ispod nje. Prisutnost KRAS-mu-
tacija u tumorskoj DNA odreduje se metodom lanc¢ane reak-
cije polimerazom (engl. polymerase chain reaction — PCR)
u stvarnom vremenu — Real Time-PCR (Roche Light-
Cycler®480 Real-Time PCR System) postupkom apsolutne
kvantifikacije s pomocu testnog reagensa TheraScreen®
KRAS Mutation Kit CE-IVD koji sluzi za detekciju sedam
somatskih mutacija gena KRAS rabeci alel-specificne po-
Getnice i obiljeZene probe (ARMS/Scorpions).?*?! Sest mu-
tacija smjesteno je na 12. kodonu (Glyl2Ala, Glyl12Asp,
Glyl2Arg, Gly12Cys, Glyl12Ser, Glyl2Val) i jedna na 13.
kodonu (Gly13Asp). U alel-specifi¢noj amplifikaciji rabe se
razli¢ite pocetnice koje su specificne za svaku od sedam
opisanih mutacija na kodonu 12 i 13 (ARMS) i bifunkcio-
nalne molekule koje sadrzavaju PCR-pocetnice kovalentno
vezane obiljezenim probama (Scorpions). Prijavljena je
osjetljivost ove metode u detekciji KRAS-mutacija 1% mu-
tirane DNA u odnosu prema normalnoj. U tijeku testiranja
bilo je potrebno napraviti evaluaciju LightCycler RT-PCR
Systema i reagensa za testiranje. Nakon uspjes$ne evaluacije
i provedene medunarodne kontrole testirana su 44 uzorka
CRC-a. Laboratorij za molekularnu dijagnostiku Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb dobio
je medunarodni certifikat ovlastenog Instituta Pathologi-
sches Institut, Ludwig-Maximilians Universitdit Miinchen,
za testiranje gena KRAS na mutacije u kodonima 121 13.

Rezultati

Dobiveni rezultati medunarodne kontrole pokazuju apso-
lutnu to¢nost (100%) nalaza testiranja mutacija gena KRAS.
Od ukupno 44 analizirana uzorka kolorektalnog karcinoma,
12 (27%) bilo je pozitivno na tockastu mutaciju gena KRAS.
Pet bolesnika imalo je mutaciju Glyl12Val (GGT>GTT), tri
bolesnika Gly12Asp (GGT>GAT), dva bolesnika Gly13Asp
(GGC>GAC) te po jedan bolesnik mutaciju Glyl2Ser
(GGT>AGT) i Gly12Cys (GGT>TGT). Deset mutacija do-
kazano je na kodonu 12 i dvije na kodonu 13, a podjednako
se pojavljuju tranzicije G>A i transverzije G>T. U tablici 1.
prikazani su nalazi molekularne analize na mutacije i kli-
ni¢ko-patoloska obiljezja bolesnika i uzoraka tumora. Testi-
ranjem je obuhvaceno 27 (61%) muskaraca i 17 (39%) Zena
u dobi od 18 do 80 godina. Prosje¢na je dob bolesnika 61
godina, za muskarce 59 i za Zene 64 godine. U oba spola
najcesci je patohistoloski stadij bolesti Dukesov C 64%
(kod muskaraca 15/27, kod Zena 13/17), zatim Dukesov B
27% (kod muskaraca 9/27, kod Zena 3/17) te Dukesov A 9%
(kod muskaraca 3/27, kod zena 1/17). Prosje¢na veli¢ina tu-
mora bila je 44,7 mm. Stupanj diferenciranosti tumora
izrazen je kao histoloski gradus i nizak je u 86% uzoraka
(38/44). Svi bolesnici s tumorom klasificiranim u histoloski
stadij Dukesov C imali su metastatsku bolest, tj. IV. klini¢ki
stadij bolesti.

Rasprava

Danas se u svijetu zahtijeva testiranje gena KRAS na mu-
tacije za svakog bolesnika s kolorektalnim karcinomom koji
je kandidat za lijeCenje inhibitorima EGF-receptora.?!-?
Cijeli je postupak multidisciplinaran i ukljucuje: ulogu pa-
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tologa u procesu patohistoloske dijagnoze te odabira mate-
rijala za analizu, kvalitetnu selekciju uzorka tumorskog tki-
va, referentnu i medunarodno certificiranu metodu, izolaciju
tumorske DNA 1 genotipizaciju, interpretaciju nalaza te
klini¢ku primjenu nalaza od strane onkologa. Metoda lan-
¢ane reakcije polimerazom (PCR) postala je u zadnjih 25
godina temeljni instrument molekularne dijagnostike. U
slu¢aju dokazivanja mutacija u genu KRAS standardni PCR
pokazao se kao djelomi¢no insuficijentna metoda. Buduéi
da je za toCan nalaz najvaznije razluciti mutirane od divljih
alela (engl. wild type), postoje dva velika izazova u po-
stupku odredivanja mutacija u tumorskom tkivu: heteroge-
nost uzorka (podru¢je tumorskog i netumorskog tkiva u
uzorku) i razlike u osjetljivosti pojedinih metoda. Tako se
moze dogoditi da se u testiranom uzorku, ovisno o koli¢ini
tumorskog i netumorskog tkiva, nade neadekvatan omjer
normalne i mutirane DNA. Tumorska stanica moze biti he-
terozigot ili homozigot za KRAS-mutaciju ¢ime je dodatno
povecana genotipska heterogenost uzorka koji se analizira.
Razlike u u¢inkovitosti otkrivanja mutacija putem razli¢itih
metoda najcesce su posljedica razlicite osjetljivosti metoda,
Sto rezultira neujednacenim nalazima, slijedom ¢ega je upit-
na i pouzdanost dobivenih nalaza. Testni reagensi za doka-
zivanje KRAS-mutacija mogu biti komercijalno dostupni i
rabiti se za dijagnosticke svrhe (CE-IVD) ili se iskoristiti
samo za znanstvena istrazivanja. U svom radu koristili smo
se metodom apsolutne kvantifikacije PCR-om u stvarnom
vremenu (Roche LightCycler®480 Real-Time PCR System)
s pomocu testnog reagensa TheraScreen®KRAS Mutation
Kit CE-IVD, ¢ime je moguée detektirati sedam razlicitih
somatskih mutacija gena KRAS rabeéi alel-specificne
pocetnice i probe.??! Osjetljivost ove metode u detekciji
KRAS-mutacija jest 1% mutirane DNA u odnosu prema nor-
malnoj, $to je ¢ini izuzetno osjetljivom i pouzdanom. Teh-
nic¢ka obiljezja pojedine metode za genotipizaciju KRAS-a
uz osiguravanje standarda kvalitete rada laboratorijskog
osoblja i klini¢ara temeljni su ¢imbenici koji osiguravaju
pouzdanost odredivanja mutacija i primjenjivost dobivenih
nalaza u klinickoj praksi. Vaznu ulogu u procesu dijagno-
stike KRAS-mutacija ima patolog ¢ija je zadaca izbor repre-
zentativnog uzorka tumorskog tkiva koje ¢e biti podvrgnuto
analizi te priprema uzorka koji ¢e sadrzavati dovoljnu koli-
¢inu vijabilnih tumorskih stanica. Ova dva predanaliticka
postupka imaju veliku vaznost jer o njima ovisi ukupna
koli¢ina izolirane tumorske DNA i kona¢ni nalaz genske
analize. Takoder je bitan odabir metode za izolaciju tumor-
ske DNA ovisno o tome radi li se o svjezem tkivu, smrz-
nutom ili o tumorskom tkivu uklopljenom u parafin. Prema
danasnjim je spoznajama optimalan uzorak za analizu svje-
ze tkivo primarnog tumora (postoperativno ili bioptat), ali
se mogu rabiti i uzorci metastatskih sijela (limfni ¢vorovi,
metastaze iz parenhimnih organa) te uzorci uklopljeni u
parafinske blokove. Nalazi genotipizacije dobiveni iz ove
vrste uzoraka jednako su vrijedni kao i iz svjezeg uzorka
tumora. Konac¢no, nalaz genotipizacije KRAS-a najvaznija
je smjernica onkologu u selekciji bolesnika koji ¢e biti pod-
vrgnuti lijeCenju inhibitorima receptora za EGF.

Zakljucak

lako je kolorektalni karcinom jedan od vodecih uzroka
smrtnosti od zloéudnih tumora u razvijenom svijetu, pri-
mjena nove vrste imunomodulacijskih lijekova koje se te-
melje na inhibiciji receptora stani¢nog rasta, poboljsala je
prezivljenje bolesnika oboljelih od ove bolesti. Medutim
adekvatan terapijski odgovor usko je povezan s postojanjem
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aktiviraju¢ih mutacija unutar gena KRAS (kodoni 12 i 13)
¢ime se moze predvidjeti koja ¢e skupina bolesnika imati
koristi od imunoterapije. Svojim analizama dokazali smo
tockastu mutaciju gena KRAS u 27% (12/44) bolesnika. S
obzirom na Dukesov stadij mutacije su dokazane u 4 od 12
(33%) tumora u Dukesovu stadiju C, u 6 od 12 (50%) tumo-
ra u Dukesovu stadiju B te u dva tumora (17%) Dukesova
stadija A. Dobiveni nalazi pokazuju da se incidencija KRAS-
-mutacije u uzorcima bolesnika hrvatske populacije obolje-
lih od CRC-a podudara s do sada objavljenim nalazima u
svijetu. U dosadas$njem klini¢kom radu u Republici Hrvat-
skoj nije postojalo certificirano rutinsko testiranje na muta-
ciju gena KRAS u bolesnika s CRC-om. Zajedni¢kim napo-
rom i radom radnika Klinike za onkologiju, Klini¢kog zavo-
da za laboratorijsku dijagnostiku te Klinickog zavoda za
patologiju KBC-a Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveu-
¢ilista u Zagrebu uspjeli smo prvi put u Hrvatskoj uvesti
rutinsko testiranje na klinicki znacajne mutacije gena KRAS
kod svih bolesnika s CRC-om koji se lijece u nasoj ustanovi
i to se ve¢ nekoliko mjeseci provodi medunarodno certifi-
ciranom metodom. Molekularnom analizom statusa gena
KRAS namjerava se poboljsati kvaliteta lijecenja imunotera-
pijom odnosno izbjeci nepotrebne nuspojave i toksi¢nost uz
prihvatljiv financijski troSak, a razmjerno moguénostima
drzave. Certificiranjem laboratorija za molekularnu dijagno-
stiku KBC-a Zagreb u testiranju gena KRAS zapoceli smo
rutinsku obradu svih de novo dijagnosticiranih slucajeva
karcinoma debelog crijeva u nasoj ustanovi, sto je velik do-
prinos u dijagnostici i lije¢enju metastatskog CRC-a.

Rad je financiran sredstvima Ministarstva znanosti, obra-
zovanja i Sporta Republike Hrvatske u okviru Znanstvenog
projekta br. 108-1080058-0047 »Molekularni biljezi u so-
lidnim tumorima — prediktivni i prognosticki znacaj«, i do-
nacijom tvrtke Roche Diagnostics GmbH, predstavnistvo
Hrvatska.
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