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SAZETAK

Uvod. Ucestalost i smrtnost od karcinoma debelog crijeva u stalnom je porastu i zato je ova
bolest vodeci zdravstveni problem u svijetu i u Hrvatskoj. Nastaje sloZzenim procesom tijekom
kojeg dolazi do uzastopnih promjena u tumor supresorskim genima, onkogenima i genima za
popravak krivo sparenih baza. Karcinom debelog crijeva moZe se pojaviti sporadi¢no ili kao
nasljedni oblik; u oba slucaja radi se o vrlo heterogenoj skupini zloéudnih tumora. Geni KRAS i
BRAF spadaju u skupinu onkogena. Njihovi produkti posreduju u prijenosu signala od receptora
za epidermalni Cimbenik rasta (EGFR) na unutarstani¢ne mitogenom aktivirane protein kinaze
(MAPK), te na taj nacin sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa. Najée$¢e promjene ovih gena su
to¢kaste mutacije. Dogadaju se u dobro¢udnoj fazi nastanka karcinoma debelog i zavrSnog
crijeva i odgovorne su za klini¢ki znacajan rast tumora. Cilj ovog rada je odrediti ucestalost i
vrstu mutacija gena KRAS i BRAF u uzorcima karcinoma debelog i zavr§nog crijeva te ispitati da
li postoji povezanost mutacija s patohistoloSkim pokazateljima loSije prognoze bolesti.
Materijali i metode. U istrazivanje je ukljueno 113 arhivskih uzoraka (tkiva fiksirana u
formalinu i uklopljena u parafin) karcinoma debelog i zavr§nog crijeva osoba koje boluju od te
bolesti, operiranih u razdoblju od 2009. do 2011. godine u KBC-u Zagreb. Za izdvajanje DNA
koristeno je 6-10 rezova debljine 10 mikrometara svakog pojedinog tkiva. Sedam najces¢ih
tockastih mutacija gena KRAS (p.G12A, p.G12D, p.G12V, p.G12R, p.G12C, p.G12S, p.G13D)
odredeno je metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu, a jedna mutacija gena BRAF
(p.-V600E) metodom PCR u stvarnom vremenu uz analizu krivulje taljenja. Za svakog bolesnika
prikupljeni su podaci o dobi, spolu, veli¢ini tumora, histoloSkom gradusu tumora, stadiju po
Dukes'u, angioinvaziji 1 smjeStaju tumora. Usporedba ulestalosti mutacija u uzorcima
podijeljenim po skupinama uéinjena je Fisherovim testom, statistickom obradom podataka u
programu MedCalc v9.3.2.0. Rezultati. Mutacije gena KRAS dokazane su u 39,8% uzoraka, a
naj¢eS¢e je dokazana mutacija p.G12V (42,2% uzoraka). Tranzicije i transverzije bile su
podjednako zastupljene. Mutacija p.V600E gena BRAF dokazana je u 8,8% uzoraka i to
isklju€ivo u uzorcima s nemutiranim genom KRAS. Ucestalost mutacija gena BRAF bila je visa u
loSe diferenciranim tumorima i tumorima klasificiranim u stadij bolesti Dukes'C (p = 0,04). Sve
mutacije gena BRAF dokazane su u karcinomima debelog crijeva (p = 0,01). Zakljucak.
Ucestalost mutacija gena KRAS 1 BRAF u populaciji bolesnika s karcinomom debelog i zavr§nog
crijeva iz Hrvatske nalazi se unutar granica prijavljene ucestalosti istih mutacija u drugim
populacijama svijeta. Istie se visok udio mutacije p.G12V koja se povezuje s najlosijom
prognozom bolesti, §to bi se moglo povezati s kontinuirano visokom smrtno$¢u od ove bolesti u
Hrvatskoj. Visa ucestalost mutacija gena BRAF u tumorima lo§ije prognoze upuéuje na njihovu
ulogu u napredovanju bolesti.

Kljuéne rijei: KRAS, BRAF, tockaste mutacije, karcinom debelog i zavr$nog crijeva, klini¢ko-
patohistoloske osobitosti, prognoza bolesti



SUMMARY

Introduction. Incidence and mortality of colorectal cancer are on constant increase and
represent one of the major health problems in the world as well as in Croatia. The development
of colon cancer is a multistep process which involves successive genetic alterations of tumor
supressor genes, oncogenes and mismatch repair genes. Colon cancer can arise as sporadic or
familial hereditary colon cancer, representing in both cases a very heterogeneous group of
malignant tumors. KRAS and BRAF genes are oncogenes. Their products mediate and control
cellular responses through mitogen activating protein kinase signal pathway (MAPK),
downstream of epidermal growth factor receptor (EGFR). The most common activating
mutations of these oncogenes are point mutations. They arise early during the development of
colorectal cancer and are associated with the clinically significant tumor growth. The aim of this
study was to determine the incidence of KRAS and BRAF gene mutations in colorectal cancer
patients in Croatia and to assess whether they are linked with clinicopathological features of poor
prognosis. Materials and methods. A total of 113 consecutive colorectal cancer patients were
included in this research. They were operated on 2009-2011 period at University Hospital Center
Zagreb. Resected tumor samples were formalin fixed and paraffin embedded and prepared for
DNA extraction as four to six 10-pm sections. Seven common point mutations of KRAS gene
(p.G12A, p.G12D, p.G12V, p.Gl12R, p.G12C, p.G12S, p.G13D) were identified using
quantitative real-time PCR, and the most common mutation of BRAF gene (p.V600E) was
detected using real-time PCR by fluorescence melting curve analysis. Clinical and pathological
data such as age, sex, tumor size, histologic grade, Dukes’stage, angioinvasion and tumor
position were collected for each patient. Differences in clinical and pathological variables
between the groups of patients with and without BRAF and KRAS mutations were analyzed using
Fisher exact tests performed using MedCalc v9.3.2.0. Results. KRAS gene mutations were
detected in 39.8% samples, and the most frequent mutation was p.G12V detected in 42.2%
positive samples. Transitions and transversions were equally present. BRAF gene mutation
p.V60OE was detected in 8.8% samples, exclusively in tumors without KRAS mutations.
Incidence of BRAF gene mutation was higher in poor differentiated and Dukes'C tumors (p =
0.04). All BRAF gene mutations were detected in colon cancers (p = 0.01). Conclusion. The
incidence of KRAS and BRAF gene mutations in colorectal cancer patients from Croatia is within
commonly accepted limits. High percentage of p.G12V aggressive mutation can be related to
high mortality from colorectal cancer in Croatia. High incidence of BRAF gene mutations in

tumors with poor prognostic markers shows that BRAF mutations play a role in the progression
of this disease.

Key words: KRAS, BRAF, point mutations, colorectal cancer, clinicopathological features, tumor
prognosis
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1. UvOD

1.1. Epidemiologija karcinoma debelog crijeva

U razvijenim zemljama svijeta od ukupnog broja umrlih u jednoj godini otprilike
polovicu ¢ini smrtnost uzrokovana bolestima srca i krvozilnog sustava, oko cetvrtinu
karcinomima, a preostalu Cetvrtinu ostalim uzrocima. Od ukupnog broja svih godiSnje
dijagnosticiranih karcinoma u svijetu, karcinomi probavnog sustava su na vodecoj poziciji.
Medu njima najviSu pojavnost ima karcinom debelog i zavr$nog crijeva (kolorektalni
karcinom, CRC), §to ga svrstava medu vodece zdravstvene probleme kako u svijetu tako i u
Hrvatskoj (1).

Ucestalost ovog oblika karcinoma ima zabrinjavajuéi trend porsta u populaciji iznad
50 godina starosti. Rizik od obolijevanja raste nakon 40. godine zivota, a 90% svih slucajeva
otkrije se iza 50. godine Zivota (slika 1.1). Vrhunac pojavnosti CRC je izmedu 65. i 70.

godine Zivota, a ¢esce se javlja u muskaraca (2).

35 %
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2 o
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0 1 - - 1 |
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Slika 1.1. Dob bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze karcinoma debelog crijeva.
Prema Nacionalnom programu ranog otkrivanja raka debelog crijeva 2007 (2)

Prema epidemioloskim podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World
Health Organization, WHO) za 2008. godinu, broj novooboljelih od karcinoma debelog
crijeva u svijetu je 1.235.108, a broj umrlih 609.051, zbog ¢ega se CRC ubraja u najucestalije

zlo¢udne tumore suvremenog ¢ovjeka (3). Ovi podaci prikazani su na slici 1.2.
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Slika 1.2. Prikaz ukupnog broja i zastupljenosti (%) prema sijelima raka
novodijagnosticiranih bolesnika (ucestalost) i umrlih osoba (smrtnost) u ukupnoj svjetskoj
populaciji za 2008. godinu; prema GLOBOCAN 2008 (3)

Oko 60% slucajeva karcinoma debelog crijeva pojavljuje se u razvijenim zemljama
svijeta. U razli¢itim zemljama broj novooboljelih muskaraca i zena razlikuje se i do 10 puta
za oba spola. Procijenjeno je da je najveca ucestalost u Australiji/Novom Zelandu i Zapadnoj
Europi, najniza u Africi (osim Juzne Afrike) te juznoj i sredis$njoj Aziji, dok je umjerena u
Latinskoj Americi (3). Na ljestvici deset najucestalijih uzroka smrti u razvijenim zemljama,
karcinom debelog i zavr$nog crijeva je na sedmom mjestu (4).

U naSoj zemlji situacija je sli¢éna kao i u svijetu. Prema podacima Registra za rak
Republike Hrvatske, karcinom debelog i zavr$nog crijeva je drugo najceS¢e mjesto pojave
raka u muskaraca (iza raka pluca) i u zena (iza raka dojke). Pet najces¢ih mjesta pojave raka u

zena su: dojka (26%), debelo crijevo (8%), zavrsno crijevo, sigmoidno crijevo i ¢mar (6%),



tijelo maternice (6%) i dusnik, dusnice i pluca (6%), Sto ¢ini ukupno 52% novooboljelih Zena.
Pet najc¢esc¢ih mjesta pojave raka u muskaraca su: dusnik, dusSnice i pluca (18%), prostata
(15%), debelo crijevo (9%), zavr$no crijevo, sigmoidno crijevo i ¢mar (7%) i mokraéni
mjehur (6%), §to ¢ini ukupno 55% novooboljelih muskaraca. Debelo, zavr$no, sigmoidno
crijevo 1 ¢mar javljaju se, zajedno, ucestalo$¢u od 16% kod muskaraca i 14% kod Zena.
Podaci o ucestalosti karcinoma debelog i zavr$nog crijeva u odnosu na druge karcinome za
2008. godinu prikazani su na slici 1.3.

Pojavnost i smrtnost u stalnom su porastu, iako smrtnost raste sporije. Broj novih
slucajeva karcinoma debelog crijeva povecao se od 1978. do 2008. godine s 1.103 na 3.074
slu¢aja godiSnje, a u tom je razdoblju stopa na 100.000 stanovnika porasla s 21,8 na 69,3. Broj
umrlih od ovog tipa tumora poveéao se u razdoblju od 1978. do 2008. godine s 668 na 1.8
slucajeva godis$nje, a stopa na 100.000 stanovnika s 14,5 na 42,1 (5). Prema podacima
Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo i Registra za rak Republike Hrvatske, godi$nje u
Hrvatskoj oboli oko 3.000 osoba, dok ih oko 1.800 umre. U tablici 1.1. prikazana je
pojavnost, ucestalost i smrtnost od karcinoma debelog i zavr$nog crijeva u Hrvatskoj u 2008.
godini (6).

Unato¢ ogromnim naporima koje suvremena medicinska znanost ulaze u dijagnostiku
i lijecenje oboljelih od malignoma, stopa prezivljavanja bolesnika s uznapredovalim stadijem
bolesti nije se znacajno promijenila te se posebice naglasava vaznost primarne prevencije
(uklanjanje rizi¢nih ¢imbenika) i sekundarne prevencije (rana dijagnostika i lijecenje) (7,8).
Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi Republike Hrvatske pokrenulo je Nacionalni program
probira za rano otkrivanje raka debelog crijeva (od kraja 2007. godine). Koordinatori Zavoda
za javno zdravstvo obavezni su osigurati provodenje Programa obavljanjem testiranja na
skriveno krvarenje u stolici (engl. Fecal occult blood test, FOBT), nakon ¢ega se u svih
pozitivnih osoba dogovara kolonoskopija. Do kraja 2010. godine testiranju se odazvalo svega
19,3% pozvanih osoba, a probirom je otkrivena 451 osoba (5,9% FOBT pozitivnih osoba).
Nazalost, u Hrvatskoj se manje od 10% karcinoma debelog crijeva otkriva u lokaliziranom

stadiju bolesti i to je osnovni razlog za kontinuirano visoku smrtnost od ove bolesti (2).
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Slika 1.3. Prikaz ucestalosti naj¢escih sijela raka u muskaraca i zena u novodijagnosticiranih
bolesnika u Hrvatskoj za 2008. godinu; prema Bilten br.33, 2008 (6)



Tablica 1.1. Brojnost, ucestalost i smrtnost od karcinoma debelog crijeva u Hrvatskoj u 2008.

godini (6)

Ukupno | Muskarci | Zene
Broj novootkrivenih CRC u Republici Hrvatskoj 3.074 1.819 1.255
Udlo_CRC u ukupnom broju svih novootkrivenih 15% 16% 14%
karcinoma
Ucestalqst novootkrivenih CRC na 100.000 69.3 85.1 545
stanovnika
Broj osoba umrlih od CRC u RH 1.855 1.052 803
Udio umrlih od CRC u ukupnoj smrtnosti od svih 14% 14% 14%

karcinoma

1.2. Etiopatogeneza karcinoma debelog crijeva

Debelo crijevo predstavlja zavr$ni dio probavnog sustava, duljine je oko 150
centimetara i dijeli se na debelo i zavr$no crijevo (slika 1.4). Debelo crijevo pocinje slijepim
crijevom (lat. Appendix) koje se nalazi ispod ileocekalne valvule u donjem desnom kvadrantu
(lat. Caekum). Uzlazni dio debelog crijeva (lat. Colon ascendens) proteze se od ileocekalne
valvule do desne fleksure (lat. flexura coli hepatica), a odatle pocinje popre¢ni dio debelog
crijeva (lat. Colon transversum), koji zavrSava na lijevoj fleksuri (lat. flexura coli splenica);
silazni dio debelog crijeva (lat. Colon descendens) zavrsava u lijevom donjem kvadrantu.
Sigmoidalni dio debelog crijeva (lat. Colon sigmoideum) dopire do ulaza u malu zdjelicu gdje
postupno prelazi u zavrsni dio, tzv. ravno (zavrsno) crijevo (lat. Rectum). Prijelaz sigmoidnog
kolona u rektum naziva se rektosigmoidni prijelaz. Zavrsno crijevo, duljine je 8 do 15 cm, lezi
u maloj zdjelici i u bliskom je odnosu s mokra¢nim mjehurom i prostatom u muskaraca te
rodnicom i tijelom maternice u Zena. Zavr$no crijevo zavrSava analnim kanalom (lat. Canalis
analis) (9) .
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Slika 1.4. Osnovni anatomski dijelovi debelog crijeva. Prema Anatomskom atlasu 2011 (9)

Karcinom moze nastati u proksimalnom dijelu debelog crijeva (slijepo crijevo i
uzlazni dio debelog crijeva - 15%), glavhom dijelu debelog crijeva (popre¢ni dio - 10%,
silaznom dijelu - 5%, sigmoidnom crijevu - 25%) ili najces¢e u donjem dijelu debelog crijeva
(zavr$no crijevo i ¢mar - 45%). Patofizioloski, u 95% slucajeva bolest nastaje zbog zlo¢udne
preobrazbe stanica zljezdanog epitela sluznice debelog crijeva (adenokarcinom). Rjede su
zlo¢udnoj preobrazbi podlozne stanice plocastog epitela (planocelularni i mijeSani tip tumora
- adenoskvamozni karcinom (2%), a iznimno se rijetko javljaju limfom (1,3%), sarkom
(0,3%) i karcinoid crijeva (0,1%) (10).

Karcinom debelog crijeva mozZe se pojaviti sporadi¢no ili kao nasljedni karcinom; u
oba slucaja radi se o fenotipski i genotipski vrlo heterogenoj skupini zlo¢udnih tumora
(11,12). Zbog velikog utjecaja vanjskih ¢imbenika na njegov nastanak i razvoj (prehrana, stil
zivota) najveci broj karcinoma debelog crijeva javlja se u sporadicnom obliku (80%), dok na
nastanak ovih karcinoma do 20% utjecu nasljedni ¢imbenici (13).

Prehrambene navike imaju veliko znacenje u nastanku ove bolesti i mogu razjasniti
razliku u pojavnosti CRC (engl. colorectal cancer) u razli¢itim zemljama svijeta. U razli¢itim
podru¢jima sadrzaj lipida u hrani jako varira te je tako i dokazana povezanost pojave
karcinoma debelog crijeva i konzumiranja veée koli¢ine crvenog mesa (14). Brojne su studije
potvrdile povezanost nastanka karcinoma i prehrane koja sadrzi velike koli¢ine Zivotinjske
masti 1 mesa. Povecana koli¢ina Zivotinjskih masti dovodi do pojacanog lucenja zucnih
kiselina koje se u prisutnosti crijevnih bakterija razgraduju. To vjerojatno dovodi do stvaranja
karcinogenih tvari od kojih su do danas otkriveni fekapenteni, 3-ketosteroidi, produkti

pirolize, zu¢ne kiseline i drugi (15). S druge strane, visoki udio ribe u prehrani smanjuje rizik



od nastanka ovog tumora (16). Prevencija razvitka ovog tumora u izravnoj je vezi s njegovom
etiologijom, stoga prehrana koja sadrzi mnogo vlakana (celuloze) djeluje preventivno jer ne
dolazi do lucenja zuc¢nih kiselina, a veca masa stolice i1 brza peristaltika razrjeduju
karcinogene i sprje¢avaju dugotrajniji dodir sa sluznicom debelog crijeva (17). Neka su
istrazivanja pokazala da vitamin D moze smanjiti rizik razvitka karcinoma debelog crijeva
povezanog s prehranom koja sadrzi visoki udio masti (18). Prehrana bogata svjezim vo¢em i
povréem osigurava unoSenje folata (u vodi topljivi vitamin B) koji su vazni za metilaciju
DNA, njenu sintezu i replikaciju, kao i za epigenetsku regulaciju ekspresije gena (19,20).
Nedostatak folata moze izazvati genomsku nestabilnost 1 oSte¢en popravak DNA §to doprinosi
razvoju CRC (21). Mnoge su studije pokazale zastitnu ulogu folata u nastanku karcinoma
debelog crijeva. U prospektivnom istrazivanju na skupini ispitanika koja je na pocetku
istrazivanja imala zajednicke znacajke (kohorta) dokazano je da se dugogodi$njim (viSe od 15
godina) dodatnim unoSenjem folata moze reducirati rizik od nastanka CRC za 75% (22). U
jednom ispitivanju provedenom na bolesnicima s karcinomom debelog crijeva pokazano je da
dodatak 400 ug folne kiseline dnevnoj prehrani, tijekom 10 tjedana, poveéava ukupnu
metilaciju DNA u leukocitima (za 31%) i sluznici debelog crijeva (za 25%) (23). Unos folata
u kombinaciji s genotipom klju¢nih enzima ukljucenih u metabolizam folata ima vaznu ulogu
u procjeni rizika obolijevanja od CRC (24). Konzumiranje alkohola spada u rizi¢ne ¢imbenike
za razvoj karcinoma debelog crijeva i negativno utjece na apsorpciju folata u crijevima (25).
Karcinomi zavr$nog i silaznog dijela debelog crijeva Ce$¢e se pojavljuju u ranijoj
zivotnoj dobi s tim da je karcinom zavrS$nog crijeva ¢e$¢i u muskaraca nego U zena Svih
dobnih skupina (26). U svijetu su dokazane vece razlike u ucestalosti karcinoma debelog
crijeva nego karcinoma zavr$nog crijeva, §to bi se moglo objasniti razli¢itim utjecajem
prehrane i nacina Zivota na rizik obolijevanja od jednog ili drugog karcinoma (26). Debljina i
dijabetes mnogo su slabije povezani s povec¢anim rizikom razvitka karcinoma debelog nego
zavrSnog crijeva, dok je pojacana razina fizicke aktivnosti povezana S manjim rizikom
razvitka karcinoma debelog crijeva, ali ne i karcinoma zavr$nog crijeva (27,28). Uzimanje
aspirina i drugih nesteroidnih protuupalnih lijekova smanjuje rizik nastanka CRC i
adenomatoznih polipa za ¢ak 50% na cijelom podrucju debelog crijeva (29). Takoder,
upotreba oralne kontracepcije i hormonskog nadomjesnog lije¢enja postmenopauzalnih Zena

smanjuje rizik razvitka oba tipa tumora (29).



1.3. Patohistologija karcinoma debelog crijeva

Nastanak karcinoma debelog crijeva moze se prikazati pomocu histopatoloski
definiranih stadija razvoja tumora. Vecina ovih tumora zapocinje kao dobrocudni adenom.
Proces napredovanja adenoma prema zlocudnom karcinomu moze trajati deset do petnaest
godina, a poznat je pod nazivom adenom - karcinom slijed (sekvenca) (11,30).

Adenomi su karakterizirani hiperproliferacijom geneticki promijenjenih epitelnih
stanica mukoznih Zlijezda. Po definiciji su displasti¢ni, a u tom dinami¢kom procesu razvijaju
se od displazije niskog stupnja do displazije visokog stupnja koja napreduje prema karcinomu
(30).

Karcinomi debelog crijeva nastaju kao posljedica niza genskih promjena u epitelnim
stanicama sluznice debelog crijeva koje uzrokuju napredovanje procesa od hiperproliferacije
sluznice preko displazije do metastatskog karcinoma. Ukupan broj genskih promjena raste s
pogorsanjem histopatoloske slike tumora (31).

Histoloski, debelo se crijevo sastoji od sluznice, podsluznice, misi¢nog sloja,
subseroze i seroze. Sluznica debelog crijeva prekrivena je kriptama, a njihova
mikroarhitektura ne dopusta medusobni kontakt izmedu stanica u dnu kripti koje se dijele i
crijevnog sadrZaja. Tek kada se prestanu dijeliti, diferenciraju se i pomicu prema vrhu kripte.
Da bi nastao adenom iz populacije geneticki promijenjenih stanica, to moraju biti jako mlade
stanice smjeStene u dnu kripte i pogodene prvom genskom promjenom. Tako dobivamo
stanice promijenjenog fenotipa koje se i dalje umnaZaju, $to povecava mogucénost druge
genske promjene. Genski promijenjene stanice sve viSe postaju potisnute u lumen i tako
stvaraju polip ili mikroadenom (slika 1.5) (32). Za nastanak adenomatoznog polipa dovoljno
je da se u normalnoj stanici epitela sluznice debelog crijeva dogodi jedna genska promjena
tumor supresorskog gena APC (engl. adenomatous polyposis coli) (27).

Prvo patohistolosko odredivanje prosirenosti CRC, koje je aktualno i danas, potjece iz
1932. godine proslog stoljeca od americkog patologa Cuthbert Esquire Dukes'a. Ono se
odnosilo na karcinom zavrs$nog crijeva, ali se danas primjenjuje na sve karcinome crijeva, a
prema dubini invazije primarnog tumora i zahvacéenosti limfnih ¢vorova obuhvaca tri stadija
bolesti: A, B i C. U stadij A svrstani su lokalizirani tumori koji su ogranic¢eni na sluznicu i
nisu probili stijenku crijeva, u stadij B tumori proSireni na cijelu stijenku koji su probili
stijenku crijeva, a u stadij C tumori u kojih su nadene metastaze u limfnim ¢vorovima (33).
Dukes'ova podjela je tijekom godina dozivjela neke modifikacije te je zbog svoje
jednostavnosti i o€ite vrijednosti u procjeni prognoze bolesti i danas u rutinskoj primjeni (34-

36). Krajem sedamdesetih godina proslog stoljeca uvedena je u klinicku praksu klasifikacija



TNM (engl. tumor, node, metastasis) prema kojoj se i danas odreduje klini¢ka proSirenost

tumora, odnosno klinic¢ki stadij bolesti (engl. stage-ing) (37).
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Slika 1.5. Nastanak mikroadenoma u kripti na sluznici debelog crijeva
(prema Jassu, preuzeto iz Potter, 1999.) (27)

Prema ocitovanju udruZenja americkih patologa ("College of American Pathologists
Consensus Statement") o patohistoloskim karakteristikama tumora koje su u bolesnika s
karcinomom debelog crijeva povezane s ishodom bolesti, prognosticki biljezi su prema svojoj
prognosti¢koj vrijednosti svrstani u Cetiri kategorije (38). Danas su klasifikacija TNM i
klasfikacija po Dukes'u zlatni standard u prognoziranju tijeka ove bolesti i spadaju u najjace
prognosti¢ke biljege prve kategorije zajedno s angioinvazijom i limfogenom invazijom
(38,39). U prognosticke biljege druge kategorije spada stupanj diferenciranosti tumora koji se
izrazava kao histoloski gradus (niski ili visoki) (38). Dobro do umjereno diferencirani tumori
svrstavaju se u niski histoloski gradus, a loSe diferencirani tumori u visoki histoloski gradus
(38). Ako su stanice tumora slabije diferencirane, njihova je Zljezdana struktura slabije
izrazena, a time je i zlo¢udni potencijal vec¢i. Molekularni biljezi spadaju u prognosticke

biljege trec¢e kategorije, ali njihova znacajnost jo$ nije dokazana (tumor supresorski geni,



onkogeni, ¢imbenici rasta, receptori), dok veli¢ina tumora spada u cetvrtu kategoriju
prognosti¢kih biljega i smatra se da nije prognosticki znacajna iako nedavna istrazivanja

dokazuju suprotno (38,40).

1.4. Molekularna genetika karcinoma debelog crijeva

Osim epidemioloskog i fizioloSkog modela koji opisuju nastanak karcinoma debelog
crijeva, Fearon i Vogelstein (1990) napravili su model prema kojem je nakupljanje genetickih
promjena odgovorno za uzastopno klonalno napredovanje tumora (11). To je molekularni
(geneticki) model koji ukljucuje nasljedne i1 steCene promjene tumor supresorskih gena,
onkogena i gena za popravak krivo sparenih baza u DNA (engl. mismatch repair genes, geni
MMR). Analiza genskih promjena u razli¢itim histopatoloskim stadijima razvitka tumora
pokazala je da pojedini stadiji imaju promjene veéeg broja gena (Slika 1.6).

Nastanak dobro¢udnog adenoma (pocetne lezije u karcinomu debelog crijeva) povezan
je s inaktivacijom oba alela tumor supresorskog gena APC (41). Gen APC smjeSten je u
covjeka na polozaju 50921. Ima petnaest eksona, a njegov proteinski produkt koji se sastoji od
2.843 aminokiseline (AK) sudjeluje u regulaciji diobe, adhezije (preko B-katenina i E-
kadherina) i migracije stanice. Gen APC je strukturno promijenjen u nasljednim i sporadi¢énim
tumorima debelog crijeva u samom pocetku tumorigeneze. Nalazimo ga promijenjenog u
ranim stadijima nastanka lezije na prijelazu normalne epitelne stanice u displasti¢nu. Njegove
steCene promjene zapocinju vecinu sporadicnih karcinoma, a nasljedne mutacije gena APC
nadene su u oboljelih od nasljedne adenomatozne polipoze (engl. familial adenomatous
polyposis, FAP) (42).
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Slika 1.6. Prikaz klju¢nih genskih promjena u nastanku i napredovanju karcinoma debelog
crijeva — Vogelsteinov model

Nastanak adenoma moze zapoceti i onkogenom aktivacijom B-katenina, $to dovodi do
nakupljanja B-katenina u stanici te konstitutivne aktivacije signalnog puta Wnt (43,44).
Aktivacija ovog signalnog puta potiCe ekspresiju gena c-Myc (engl. myelocytomatosis
oncogene), CCND1 (engl. G1/S-specific cyclin-D1) i PPARp/6 (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor f/0) (45). Kao posljedica toga povecava se razina
odgovarajucih proteina: myc transkripcijskog ¢imbenika, ciklina D1 i receptora PPAR B/6.

Daljnja klonalna ekspanzija dobro¢udnih stanica tumora vezana je za mutacije gena
KRAS i BRAF koji kodiraju proteine §to se vezu na gvaninske nukleotide (KRAS) i
citoplazmatske enzime serin/treonin kinaze (BRAF), ¢ija povecana aktivnost dovodi do
klini¢ki znacajnog rasta malog adenoma u veliki (46-48). Proteinski produkti ovih gena
posreduju u odgovoru stanice na signale rasta prijenosom signala s povrsine stanice do jezgre,
na signalnom putu mitogenom aktiviranih protein kinaza (engl. mitogen activated protein
kinases, MAPK), te imaju vaznu ulogu u kontroli proliferacije stanica (49). Prekomjerno se
najéesce aktiviraju steCenim strukturnim promjenama (toCkastim mutacijama) koje izazivaju
pojacanu aktivnost produkata gena KRAS i BRAF. Najc¢esc¢e se dokazuju toCkaste mutacije U
eksonu 2 gena KRAS i eksonu 15 gena BRAF.

Mutacije u nekoliko tumor supresorskih gena na kromosomu 18 i gena p53 na
kromosomu 17 javljaju se u kasnijim stupnjevima tumorigeneze i rezultiraju napredovanjem

od dobrocudnog adenoma ka zlotudnom invazivnom karcinomu. Nekoliko tumor
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supresorskih gena smjesteno je u ¢ovjeka na polozaju 18g21. To su DCC (engl. deleted in
colorectal cancer), DPC4 (engl. deleted in pancreatic carcinoma) i SMAD2 (stari naziv gena
je JV18-1, engl. mothers against decapentaplegic homolog 2) koji kodiraju za
transmembranski zavisni receptor (DCC) i traskripcijske faktore odnosno modulatore
transkripcije (DPC4, SMAD?2). Gubitak dijela kratkog kraka kromosoma 18 (18q) naden je u
70% karcinoma debelog i zavr$nog crijeva i 50% kasnih adenoma $to upucuje na vaznost ovih
gena u regulaciji napredovanja od adenoma u karcinom. Produkt gena DCC je
transmembranski receptor koji, ovisno o tome da li je na njega vezan ligand (netrin-1) ili ne,
aktivira proliferaciju, migraciju ili apoptozu stanica. Gen DCC je ujedno tumor supresorskKi
gen Cija inaktivacija rezultira smanjenom adhezijom, povecanom pokretljivoséu te invazivnim
ponasanjem stanica. Ovaj je gen aktivan u sluznici debelog crijeva, ali je njegova aktivnost
znatno smanjena ili potpuno izostaje u tkivu karcinoma debelog crijeva. U 75% karcinoma
debelog crijeva obje su kopije ovog gena inaktivirane mutacijom. Do gubitka gena DCC u
pravilu dolazi nakon gubitka gena APC te mutacije gena KRAS, a prethodi gubitku aktivnosti
gena p53 (engl. tumor protein p53) (11,47). Produkti gena DPC4 i SMAD?2 spadaju u skupinu
konzerviranih signalnih proteina koji sudjeluju u prijenosu signala preko c¢lanova obitelji
transformiraju¢ih ¢imbenika rasta (engl. transforming growth factor, TGF). TGF-B je jedan
od najjacih inhibitora rasta u normalnoj stanici, dok u epitelnim stanicama karcinoma debelog
crijeva, gdje su nadene strukturne promjene na genima DPC4 i SMAD2, nalazimo i
rezistenciju na TGF-B. Gen DPC4 promijenjen je u oko 15% slucajeva svih karcinoma
debelog crijeva (50).

Gen p53 je tumor supresorski gen smjesten u ¢ovjeka na polozaju 17p13.1 i sa svojih
jedanaest eksona kodira protein graden od 393 aminokiseline, molekularne mase 53 kD. Po
funkciji je regulator transkripcije drugih gena, odnosno cuvar stani¢nog genoma koji
sprijecava diobu stanice s ostecenom DNA. Mutacije gena p53 nadene su u vise od polovine
svih karcinoma covjeka (vecina su tocCkaste mutacije) 1 dolaze najceS¢e u kombinaciji s
gubitkom alela divljeg tipa, S$to se naziva gubitkom heterozigotnosti (engl. loss of
heterozygosity, LOH). Gen p53 ne moze zapoceti proces tumorigeneze na na¢in kako to radi
APC; njegove promjene pojavljuju se nesto kasnije na prijelazu iz dobro¢udne u zloc¢udnu
fazu i povezane su sa zlocudnom pretvorbom adenoma u karcinom. U nastanku karcinoma
debelog crijeva, LOH na dugom kraku kromosoma 17 (17p) vrlo je Cest i nalazimo ga u 75%
slucajeva, a smatra se kasnim dogadajem napredovanja tumora koji dovodi do nastanka
invazivnog karcinoma. SteCene genske promjene nalaze se uglavnom u eksonima 4 i 8 i

dovode do sinteze mutiranog proteina koji se moze dokazati u vise od 80% karcinoma
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debelog crijeva, osobito u uznapredovalim karcinomima. Ucestalost promjene gena p53
otprilike je podjednaka u nasljednim i sporadi¢nim karcinomima debelog crijeva (51,52).

Dok pojava tockastih mutacija predstavlja najc¢eS¢i mehanizam aktivacije
protoonkogena, LOH predstavlja vazan mehanizam vezan za poremecaj funkcije tumor
supresorskih gena. To je gubitak zdravog alela, a javlja se najcesce kao drugi genski dogadaj
uslijed Cega u stanici preostaje samo jedan alel koji je ve¢ funkcionalno promijenjen (53). U
razvoju karcinoma debelog crijeva LOH je naj¢e$¢i na polozajima 17p (p53), 189 (DCC) i 5q
(APC) (54).

Uz ove, utvrdene su promjene i u nizu drugih gena, primjerice nm23 (engl. non-
metastatic cells 1 protein NM23A), CDH1 (engl. epithelial cadherin), PTEN (engl.
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase), PI3K (engl. phosphatidylinositol 3-
kinase), BAX (engl. Bcl-2—associated X protein) i drugima (55,56).

Dva su nasljedna sindroma, obiteljska adenomatozna polipoza (engl. familial
adenomatous polyposis, FAP) i nasljedni nepolipozni karcinom debelog crijeva (engl.
hereditary nonpolyposis colon cancer, HNPCC), povezana s povecanim rizikom obolijevanja
od karcinoma debelog crijeva. Odlikuju se ranijom pojavom simptoma, prisutno$c¢u nasljedne
komponente unutar obitelji, visokim rizikom za viSe primarnih tumora debelog crijeva te
poviSenim rizikom za nastanak dobrocudnih i zlo¢udnih promjena izvan debelog crijeva.
Sindromi FAP 1 HNPCC nasljeduju se autosomno dominantno. Nasljedivanjem jednog
promijenjenog alela nasljeduje se sklonost za razvitak FAP i HNPCC, ali ne i karcinom
debelog crijeva. Potrebna je druga somatska (steCena) promjena na alelu koji je naslijeden od
zdravog roditelja (divlji tip alela) da bi zapoceo proces karcinogeneze (57,58). Razlika u
nastanku i napredovanju karcinoma debelog crijeva proisteklih iz ova dva nasljedna oboljenja
je u tome sto je u FAP zbog nasljedne i steCene mutacije gena APC ubrzana inicijacija
tumorskog procesa, dok je u sindromu HNPCC ubrzano napredovanje tumora zbog LOH gena
MMR (hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2 ili hMSH6) i daljnjeg nakupljanja mutacija
onkogena i tumor supresorskih gena (12).

1.5. Onkogeni

Virusi su imali znacajnu ulogu u otkrivanju promjena koje uzrokuju rak, iako nisu
uzrok vecine tumora ljudi. Peyton Rous je 1911. godine opisao prenoSenje sarkoma s jednog
pileta u drugo. Uzro¢nik je bio RNA - virus nazvan Rousov sarkomski virus (RSV) (59),
prototip onkogenih retrovirusa. Temin H.M. i Baltimore D. su 1964. godine postavili

"provirusnu teoriju" po kojoj bi se genom virusa u obliku DNA ugradio u genom stanice i tako
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prenio na potomstvo (60,61). Teorija je prihvaéena dokazom virusno kodiranog enzima
reverzne transkriptaze, polimeraze koja omogucava prijepis RNA u DNA (61,62).

Iz razli¢itih zivotinja izdvojeno je viSe od 40 razli¢itih onkogenih retrovirusa. Svi ti
virusi sadrzavali su najmanje jedan onkogen koji nije potreban za replikaciju virusa ve¢ je
dovodio do preobrazbe stanice. Pokazano je da, osim divljeg tipa virusa koji nosi samo gene
koji kodiraju Gag poliproteine (gag engl. group-specific antigen), multienzimski kompleks
(pol engl. polymerase) i proteine ovojnice (env engl. envelope) potrebne za replikaciju RNA i
umnozavanje, postoje 1 mutirani oblici virusa. Ti oblici virusa imaju ugradene specificne
gene, onkogene, koji mogu izazvati rak (v-gen). Prvi takav otkriveni gen bio je v-src (engl. v-

src sarcoma viral oncogene homolog) koji kodira enzim tirozin-kinazu (slika 1.7).

Rous sarcoma virus

5 [ L 13
1 | L |
L 1 | |
gag env
pol src
virusni strukturni
proteini reverzna src protein-
transkriptaza tirozin- kinaza
proteaza
integraza

Slika 1.7. Struktura genoma retrovirusa (RSV)

Otkri¢e da stanice sadrze homologni, iako ne posve jednaki slijed DNA nazvan
protoonkogen ili stani¢ni onkogen (C-gen), pojasnilo je ¢injenicu da su virusni onkogeni
stani¢nog porijekla i da su to u osnovi geni ocuvani tijekom evolucije. Virusi su ih, vjerojatno
transdukcijom, sluc¢ajno ugradili u svoj genom i to u mutiranom obliku. Pritom su
najvjerojatnije ugradili one gene koji su ¢es¢e aktivni u mnogim stadijima razvoja ili u veéini
tkiva i organa, a to su upravo geni za proliferaciju i osnovne metabolicke funkcije stanice.
Otkriven je cijeli niz gena stanice koji imaju svoje virusne homologe (63,64).

Normalni stani¢ni geni od kojih su potekli retrovirusni onkogeni zovu se
protoonkogeni; njihovi proteinski produkti sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa. Poput gena
SRC (engl. proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src), KRAS i BRAF, mnogi drugi
protoonkogeni kodiraju proteine za koje danas znamo da su klju¢ni dijelovi signalnih puteva

kojima se kontrolira proliferacija normalnih stanica (65).
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Onkogeni su promijenjeni protoonkogeni ¢ija povecana aktivnost potice proliferaciju i
nastanak tumora. Genske promjene koje ih pretvaraju u onkogene ukljucuju: funkcionalno
vazne mutacije unutar kodiraju¢ih sljedova, transkripcijsku aktivaciju insercijskom
mutagenezom, kromosomsku translokaciju i umnazanje gena (12,66-71). Zbog tih promjena
onkogeni dovode do nenormalne proliferacije stanica i nastanka tumora. Onkogeni svojstveni
tumorima ¢ovjeka prikazani su u tablici 1.2.

Premda razliciti geni imaju vaznu ulogu u razvoju karcinoma, tri ¢lana porodice gena
RAS (NRAS engl. neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog , HRAS engl. V-Ha-ras
Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog i KRAS engl. V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) su onkogeni koji se najcesce susrecu u stanicama tumora ¢ovjeka.
Njihove mutacije istrazuju se intenzivno od 1982. godine i dokazane su u oko 20% svih
tumora ljudi (72). U ovim onkogenima najce$¢e se dokazuju promjene slijeda nukleotida u
molekuli DNA odnosno karakteristicne tockaste mutacije koje mijenjaju funkciju njihovih
proteina (66,69). Te mutacije uzrokuju promjenu aminokiseline koja vodi do izmijenjenog
proteina. Posljedica tih promjena je aktivirani onkoprotein. Pri tome su ¢esto obuhvacene
upravo regulacijske regije, pa je protein stalno u aktivnom stanju. Najées¢e promijenjen gen iz
ove porodice je KRAS ¢ije su mutacije dokazane u 60% adenokarcinoma gusterace, 32%
karcinoma debelog crijeva, 33% karcinoma zu¢nog mjehura, 19% karcinoma pluca, 17%
karcinoma jajnika (73). Mutacije su najcesce zabiljeZzene u podrucju eksona 2 (kodona 12 i
13), dok ostale mutacije (Cesto u podruéju kodona 61 i 146) ¢ine svega oko 4% svih mutacija
gena KRAS.

Unutar porodice gena RAF (RAF-1 engl. V-raf-1 murine leukemia viral oncogene
homolog 1, ARAF engl. V-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog i BRAF engl. V-
raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1) produkt gena BRAF ima zna¢ajno veéu
razinu bazalne kinazne aktivnosti zbog cega je cesce od ostalih ¢lanova porodice gena RAF
ukljucen u nastanak tumora ljudi. Tockaste mutacije gena BRAF, koji takoder spada u skupinu
onkogena, identificirane su u oko 70% zlo¢udnih melanoma i u 5-15% karcinoma debelog
crijeva. Mali je broj mutacija dokazan i u gliomima, karcinomima plu¢a, sarkomima te
karcinomima $titnjace, jajnika, dojke i jetre (74). Naj¢es¢a mutacija gena BRAF je transverzija

T-A na polozaju 1.799 (ekson 15, kodon 600) i ¢ini oko 90% svih mutacija ovog gena.
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Tablica 1.2. Naziv onkogena, vrsta tumora i mehanizam aktivacije onkogena svojstvenih
tumorima ¢ovjeka. Prema knjizi STANICA 2010 (65)

Onkogen Vrsta tumora Mehanizam aktivacije
abl kroni¢na mijeloi¢na leukemija, translokacija

akutna limfoblasti¢na leukemija

akt karcinom dojke, jajnika, gusterace amplifikacija
bcl-2 folikularni B-stani¢ni limfom translokacija
CCND1 adenom nuzstitne zlijezde, B-stani¢ni limfom translokacija
CCND1 planocelularni karcinom, karcinom mjehura,

dojke, jednjaka, jetara, pluca amplifikacija
Cdk4 melanom to¢kasta mutacija
erb B gliomi, veci broj razli¢ith karcinoma amplifikacija
erb B karcinom pluca tockasta mutacija
erb B-2 karcinom dojke i jednjaka amplifikacija
c-myc Burkittov limfom translokacija
c-myc karcinom dojke i pluca amplifikacija
L-myc karcinom pluc¢a amplifikacija
N-myc neuroblastom, karcinom pluc¢a amplifikacija
PDGFR kroni¢na mijelomonocitna leukemija translokacija
PI3K karcinom dojke tockasta mutacija

karcinom jajnika, zeludca i pluca amplifikacija
PML/RARa akutna promijelocitna leukemija translokacija
BRAF melanom, karcinom debelog crijeva to¢kasta mutacija
HRAS karcinom Stitnjace tockasta mutacija
KRAS karcinom debelog crijeva, pluca, tockasta mutacija

gusterace i Stitnjace
NRAS akutna mijeloi¢na i limfoblasti¢na tockasta mutacija

leukemija, karcinom Stitnjace

1.6. Gen KRAS

Chang E.H. i Der C.J. su 1982. godine otkrili retrovirusne onkogene Kirsten Rat
Sarcoma Virus (KRAS) i Murine Sarcoma Virus (MSV) povezane s nastankom sarkoma u
glodavaca (75). U genomu covjeka gen KRAS je homolog tih dvaju virusnih onkogena.
Sluzbeno je nazvan KRAS ili KRAS2 (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog ili
alternativno Kirsten murine sarcoma virus 2 homolog). U ¢ovjeka je smjeSten na kromosomu
12 na polozaju 12p12.1 (76). Zauzima 45.675 baznih parova genomske DNA i sastoji se od 6

eksona. Jedan je od tri gena iz porodice gena RAS.
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Postoje dvije kopije gena KRAS u genomu ¢ovjeka nazvane KRAS1 i KRAS2. Prvi je
neprocesirana kopija gena KRAS ili pseudogen, sluzbeno nazvan KRAS1P, smjeSten na
kromosomu 6 na polozaju 6p11-12 (77,78). Analizom placentne i embrijske cDNA utvrdena
je homologija u 900 baznih parova (bp) izmedu KRAS1 s KRAS2, a 300 bp gena KRAS2 je
potpuno homologno s njegovim virusnim homologom.

Sekvenciranjem je dokazano da gen KRAS sadrzi 6 eksona od Cega se drugi, treéi i
Cetvrti ekson uvijek prepisuju u proteinski produkt. Alternativnom doradom eksona 4 nastaju
dvije mMRNA, poznate kao 4A i 4B. Ekson 5 se ne prepisuje te nastaju dvije proteinske
izoforme KRASA i KRASB. Ekson 6 kodira C-terminalnu regiju u proteinu KRASB, dok se
u sintezi izoforme KRASA ne prepisuje 3' netranslatiraju¢a regija (3'UTR). Upravo je
KRASB dominantna varijanta koja nastaje alternativnim izrezivanjem gena KRAS i na nju se
odnosi naziv protein KRAS (79).

Ekspresija gena KRAS regulirana je na dva na¢ina: vezanjem proteina na promotor za
vrijeme inicijacije transkripcije i preko molekula mikroRNA koje utjecu na stabilnost mRNA
gena KRAS za vrijeme produljenja transkripcije. Promotorske regije gena KRAS sadrze
polipurinske i polipirimidinske elemente jako osjetljive na nukleazu (engl. nuclease
hypersensitive polypurine-polypyrimidine element, NHPPE). Onaj dio lanca, koji je bogat
gvaninom, smjesten je na proksimalnom dijelu promotorskog slijeda i u moguénosti je unutar
molekule napraviti tzv. G-quadruplex, strukturu koja prepoznaje i veze proteine jezgre
ukljucene u suzbijanje transkripcije gena KRAS (80).

Transkripcija gena KRAS djelomi¢no je regulirana medudjelovanjem promotorske
regije i proteina ESXR1 (65 kD), a djelomi¢no pomoc¢u molekula mikroRNA. Protein ESXR1
ima N-terminalnu domenu u jezgri, a C-terminalnu domenu bogatu aminokiselinom prolin u
citoplazmi. U jezgri se preko N-terminalne domene veZe za konsenzus slijed
TAATGTTATTA eksona 1 gena KRAS i tako inhibira sintezu mRNA (81). Molekule
mikroRNA sastoje se od 21-22 nukleotida dugog nekodirajuceq slijeda nukleotida; reguliraju
ekspresiju gena (82). Procijenjeno je da ima vise od 500 razli¢itih molekula mikroRNA koje
reguliraju ukupno 30% svih gena covjeka, ukljucujuci i porodicu RAS (83). Medudjelovanje
mikroRNA i mRNA smanjuje stabilnost mRNA i inhibira sintezu proteina sprjeCavanjem
vezanja ribosoma na mRNA (84).

U karcinomima ljudi pronadeno je mnogo promijenjenih molekula mikroRNA medu
kojima je najvise istrazena mikroRNA let-7 koja regulira diferencijaciju i proliferaciju stanice
(77); negativnom regulacijom aktivnosti proteina RAS smanjuje proliferaciju stanica. Proteini
KRAS, NRAS i HRAS imaju visestruka mjesta komplementarna S mikroRNA let-7 na svojim
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3' netranslatiraju¢im regijama (85). Smanjena aktivnost mikroRNA let-7 pronadena je u
adenokarcinomima pluéa dok je znacajno vecéa ekspresija proteina RAS povezana s niskom

razinom mikroRNA let-7 pronadena u SCLC (engl. squamous cell lung carcinoma) (62).

1.7. Proteinski produkt gena KRAS i njegova uloga u stanici

Gen KRAS prepisuje se u mRNA veli¢ine 5,5 kb koja se prevodi u protein velic¢ine 188
ili 189 aminokiselina (AK) (86). Protein je smjeSten na unutra$njoj strani membrane stanice.

Protein KRAS pripada skupini malih proteina porodice RAS koji vezu gvanozin-
trifosfat (GTP). Sve ih karakterizira kataliticka G-domena. Naj¢esc¢e su proucavani proteini
Harvey-Ras (HRAS), neuroblastoma-Ras (NRAS) i dvije varijante Kirsten-Ras (KRAS) —
prva, KRAS4A, koja je slabo izrazena, i druga, dominantna varijanta KRAS4B, koja je
mnogo jace eksprimirana U ljudskim stanicama. Ova Cetiri proteina porodice RAS imaju
slicnu molekularnu masu (oko 21 kD) i sastoje se od Cetiri domene (slika 1.8).

Prva domena ukljucuje 85 aminokiselina na N-kraju i identi¢na je kod sva tri proteina
(KRAS, NRAS i HRAS). Vazna je za funkciju prijenosa signala jer je to mjesto specificnog
medudjelovanja proteina KRAS s razli¢itim regulacijskim i efektorskim molekulama. Ona
ukljucuje efektorsku omcu koja veze fosfat (engl. phosphate-binding loop, P-loop, obuhvaca
od 10. do 16. aminokiseline) te regije Switch | (od 32. do 38. aminokiseline) i Switch Il (od
59. do 67. aminokiseline). Druga domena ukljucuje sljede¢ih 80 aminokiselina i pokazuje 80-
90% homologiju kod ova tri proteina. Prva i druga domena zajedno ¢ine G-domenu (od 1. do
165. aminokiseline). Treca je domena jako varijabilna; nalazi se na C-kraju i obuhvaca regiju
od 165. do 188/189. aminokiseline. Tu se dogadaju posttranslacijske modifikacije i time
oblikuje specificno mjesto vezanja proteina KRAS za citoplazmatsku stranu stani¢ne
membrane. Proteini RAS vezu se za citoplazmatski dio membrane prenilnom skupinom
vezanom na bo¢ni lanac C-terminalnog cisteina i palmitilnom skupinom vezanom na cistein
koji se nalazi 5 aminokiselina uzvodno. Posttranslacijske promjene obuhvacaju dva procesa:

1. farnezilacija (prenilacija) - vezanje farnezilnih skupina (izopren s 15 C atoma) na C-

terminalni CAAX - motiv svake izoforme proteina RAS (CVLS, CVVM, CIIM i
CVIM). Ovi proteini na C-kraju zavrSavaju cisteinskim ostatkom (Cys) iza kojeg
slijede dvije alifatske aminokiseline (A) i jedna bilo koja aminokiselina (X). Prvi
korak je vezanje farnezilne skupine na bocni ogranak cisteina. Zatim slijedi
proteoliticko uklanjanje tri C-terminalne aminokiseline te metilacija cisteina koji se

sada nalazi na C-kraju. Farnezilacija predstavlja klju¢nu posttranslacijsku promjenu
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mnogih proteina koji sudjeluju u kontroli rasta i diferencijacije stanice, a koja im
omogucava lokalizaciju na stani¢noj membrani.

2. palmitoilacija — vezanje palmitinske kiseline (16 ugljikovih atoma) na sumpor bo¢nih
ogranaka cisteina smjeStenith u unutraSnjem dijelu polipeptidnog lanca proteina
HRAS, NRAS i KRAS4A, ¢ime se uskladuje afinitet vezanja proteina za membranu.
Vezanje proteina KRAS4B na membranu omoguceno je preko vise lizinskih ostataka

smjestenih proksimalno od motiva CVIM.
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Slika 1.8. Shematski prikaz cetiri izoforme proteina RAS: HRAS, NRAS, KRAS4A i
KRAS4B; 1-165 AK: homologija G-domene; 1-85 AK: podrucje specificnog vezanja
proteina RAS za GDP i GTP (P-loop, Switch 1, Switch 2); 165-188/189 AK: C-terminalna
hipervarijabilna domena koja odreduje vezanje proteina RAS za membranu stanice;
somatske mutacije u karcinomima najéesce ukljuéuju supstituciju AK na polozaju 12,13 i 61
(preuzeto iz Schubbert 2007 (73))

Proteini RAS imaju visok afinitet za gvaninske nukleotide i u osnovnom su stanju
vezani za gvanozin-difosfat (RAS-GDP). Povremeno GDP spontano disocira iz kompleksa
RAS-GDP te, ukoliko je koncentracija gvaninskih nukleotida u stanici visoka, on se ponovno
veze. Obzirom na to da je koncentracija GTP u stanici obi¢no vec¢a od koncentracije GDP
(oko 10 puta), to ponovno je vezanje uglavnhom za GTP (RAS-GTP). Vezanje GTP izaziva
konformacijske promjene proteina RAS koje ga aktiviraju odnosno povecavaju njegov afinitet
za molekule s kojima ulazi u medudjelovanje. Promjena konformacije obuhvaéa podruéje
efektorske omce (P-loop) te regije Switch | i Switch Il. Upravo na tim mjestima
konformacijska promjena omogucava meduvezanje proteina KRAS s proteinima Kkoji

aktiviraju GTP-azu (engl. GTP-ase activating proteins, GAP) koji pojacavaju GTP-aznu
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aktivnost proteina RAS 100.000 puta (87). Na taj na¢in proteini GAP negativno reguliraju
aktivnost proteina RAS. Konformacijska promjena takoder utjeCe na interakcije proteina
KRAS sa c¢imbenicima izmjene/otpustanja gvanina (engl. guanine-exchanging/releasing
factors, GEFs/GRFs), §to potpomaze otpuStanje GTP. Podrucje efektorske omce posjeduje i
intrinzi¢ku GTP-aznu aktivnost proteina KRAS koju stimuliraju proteini koji aktiviraju GTP-
azu (GAP), a koja je povezana izravnom interakcijom s efektorima (88). Na taj nacin proteini
RAS zapocinju aktivaciju signalnih puteva u koje su ukljuceni. Isto tako, proteini RAS
hidroliziraju GTP u GDP ¢ime se sami inaktiviraju, a signalizacija se u stanici prekida. Za to
je dovoljna njihova unutarnja GTP-azna (hidroliticka) aktivnost. Prema tome, oni
funkcioniraju kao prekidaci koji u stanici cirkuliraju izmedu inaktivnog stanja, kada su vezani
za gvanozin-difosfat (RAS-GDP), i aktivnog, kada su vezani za gvanozin-trifosfat (RAS-
GTP) (slika 1.9).

Mutacije pronadene u onkoproteinu KRAS ostecuju njegovu GTP-aznu aktivnost i
tako onemoguc¢avaju njegov odgovor na stimulaciju proteinima GAP. Onkoprotein ostaje
vezan za GTP, ¢ime se odrzava u stalno aktivnom stanju. Tako promijenjen protein KRAS
remeti aktivnost drugih molekula s kojima ulazi u medudjelovanje i time utjeCe na nekoliko

vaznih stani¢nih signalnih puteva.

kromosom 12 (NI DG NI NN EN 1T D

—_
gen KRAS
kodoni 110 1112 130 189
normalni slijed | promijenjeni
nukleotida slijed nukleotida
kodon . 10 11 12 13 .. . 10 11 12 13
DNA | GGC.GCC.GGC.GGT ... .. GGC.GCC.GTC.GGT ...
protein_ g Ala Gy Gly .. .. Gly Ala Val Gly ..
RAS-GDP RAS-GDP
GAPs < ) GEFs GAPS){ ) GEFs
RAS-GTP RAS-GTP
Normalan rast, proliferacija i Nenormalan rast,
diferencijacija proliferacija i diferencijacija

Slika 1.9. Aktivacija i inaktivacija normalnog i promijenjenog produkta gena KRAS.
Promjena jednog nukleotida u tripletu dovodi do promjene AK u proteinu, §to znali
strukturno promijenjen i stalno aktivan protein KRAS (preuzeto iz Wang 2010)
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1.8. Gen BRAF

Prvi gen iz porodice gena RAF, v-raf, otkriven je kao transformiraju¢i gen virusa
misjeg sarkoma koji uzrokuje fibrosarkome i eritroleukemiju u mladih miSeva. Homolog
virusnog onkogena v-raf u genomu covjeka je protoonkogen RAF-1. U ljudi su otkrivena tri
gena iz ove porodice: RAF-1, ARAF i BRAF. Kod ostalih eukariota pronaden je samo jedan

Sluzbeni naziv gena BRAF potjece od engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1, a otkriven je kao aktivirani onkogen u stanicama NIH 3T3 koje su bile
transformirane ljudskom DNA Ewingova sarkoma (89). U ¢ovjeka je smjeSten na kromosomu
7 na polozaju 7q34. Zauzima 190.753 baznih parova genomske DNA i sastoji se od 18
eksona. Jedan je od tri gena iz porodice gena RAF ¢iji su produkti citoplazmatske
serin/treonin kinaze koje se aktiviraju procesom fosforilacije vezanjem za aktivni produkt
gena KRAS te dalje aktiviraju kinaze MEK i ERK na istom signalnom putu MAPK.

Postoji i neprocesirana kopija gena BRAF ili pseudogen, sluzbeno nazvan BRAF2,
smjesten na kromosomu X na polozaju Xq13.3.

Aktivnost gena BRAF u uzorcima karcinoma do danas je samo djelomi¢no istraZena.
Ipak, poznato je da je protein RAF-1 ispoljen u vecini razli¢itih vrsta zdravih stanica i tkiva.
Protein ARAF nalazi se naj¢esce U tkivima mokra¢no-spolnog sustava, iako ga se moze naci i
u drugim stanicama 1 tkivima. Medutim, proteinski produkt gena BRAF gotovo se iskljucivo
pronalazi u neuralnom tkivu, te manje u sjemenicima i slezeni (90,91). 1z tog su se razloga sva
istrazivanja ispoljenosti gena BRAF provodila na stani¢énim linijama neuralnog podrijetla.
Dokazano je da se protein BRAF pojavljuje u barem deset razli¢itih izoformi nejednolike
ispoljenosti u tkivima odraslog misa (91). 1zoforme nastaju kao posljedica alternativne dorade
eksona 8b i 10a, a dodatno se ispoljavaju i oblici proteina s dva razli¢ita N-kraja, zbog Cega
nastaju izoforme veli¢ine od 67 do 99 kDa. Duzi oblici proteina sadrze dodatnih 115
aminokiselina (prijepise eksona 1, 2 i dijelom eksona 3). Medutim, nije jasno nastaju li ti
razli¢iti oblici proteina BRAF zbog djelovanja razli¢itih promotora ili razli¢itog mjesta
pocetka prevodenja s istim promotorima, ili zbog alternativne dorade. Prepisivanjem eksona
8a duzine 36 nukleotida nastaje izoforma proteina koje se nalazi u srediSnjem Ziv€anom
sustavu, srcu, jajniku, sjemeniku i slezeni. Izoforma proteina koja sadrzi prijepis eksona 10a
duzine 120 nukleotida ispoljena je uglavnom u neuralnom tkivu. Kratki oblici izoformi nikada
ne sadrze prijepis eksona 10a (91). Alternativna dorada eksona 8b i 10a utjeCe na sposobnost
proteina BRAF da aktivira protein MEK: prisutnost eksona 10a povecava bazalnu kinaznu

aktivnost i afinitet proteina BRAF prema MEK, dok prisutnost eksona 8b ima suprotan u¢inak
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(92). Poznato je da ve¢ i male koncentracije proteina imaju vrlo vaznu MEK - Kkinaznu
aktivnost. U fibroblastima embrija misa protein BRAF nalazi se u zanemarivim koli¢inama,
upravo suprotno od proteina RAF-1 i ARAF. Ipak, upravo protein BRAF ima znacajno veéu
razinu biokemijske aktivnosti i ¢ini se da je najvazniji MEK/ERK-aktivator nakon stimulacije
¢imbenicima rasta (93). Poznato je takoder da je BRAF izuzetno aktivan u melanocitima i

stanicama melanoma, ali je nepoznato o kojoj se izoformi radi (94).

1.9. Proteinski produkt gena BRAF i njegova uloga u stanici

Gen BRAF prepisuje se u mRNA veli¢ine 2.478 nukleotida koja se prevodi u protein
veli¢ine 766 aminokiselina, molekulske mase oko 84 kDa. Smjesten je u citoplazmi.

Protein BRAF je serin/treonin kinaza koja pripada MAPK - signalnom putu koji
prenosi mitogeni signal od stani¢ne membrane u jezgru. Aktivacija proteina KRAS vezanjem
za GTP uzrokuje fosforilaciju i aktivaciju proteina BRAF koji potom aktivira ¢itavu signalnu
kaskadu.

Gen BRAF dijeli tri o¢uvane regije (CR1, CR2 i CR3) s drugim ¢lanovima porodice
gena RAF. Regija CR1 koja se sastoji od 131 aminokiseline sadrzi domenu bogatu cisteinom
(engl. cysteine rich domain, CRD) i ve¢i dio domene za koju se veze protein RAS (engl. RAS
binding domain, RBD). Na te se dvije domene veze kompleks RAS-GDP. Regija CR2, koja
se sastoji od 16 aminokiselina, bogata je serinskim 1 treoninskim ostacima ukljucujuc¢i S365
kao mjesto inhibicije fosforilacije. Regija CR3, koja se sastoji od 293 aminokiseline, sadrzi
kinaznu domenu, G-loop motiv. GXGXXG (visoko ocuvan u kinazama ljudi), zatim
aktivacijski segment i mjesta na kojima se regulira fosforilacija — S446, S447, D448, D449,
T599 i S602. Podru¢je izmedu regija CR2 i CR3 povezuje amino-terminalnu regulacijsku
regiju i kataliticCku domenu; njegova duzina varira zbog alternativne dorade eksona 8b i 10a te
na taj nacin sluzi kao kljuc¢na tocka za prijelaz proteina BRAF iz aktivnog u neaktivan oblik.

Onkogeni KRAS i BRAF, kao i ostali ¢lanovi njihovih porodica, aktivni su u stanicama
tumora u kojima je pojacano aktivan signalni put receptora za epidermalni ¢imbenik rasta

(engl. epidermal growth factor receptor, EGFR).

1.10. Signalni put kinaza MAP preko EGFR

Vezanje brojnih liganada za specificne transmembranske receptore aktivira niz
unutarstani¢nih signalnih puteva koji nadziru gotovo sve aspekte ponaSanja Stanice
(metabolizam, kretanje, proliferaciju, prezivljenje, diferencijaciju). Ucinak onkogena iz

porodice RAS jasno je pokazao povezanost razvoja karcinoma u ljudi i signalnih puteva koji
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kontroliraju proliferaciju stanica. Jedan od najce$¢e pojacano aktivnih receptora u mnogim
solidnim karcinomima jest receptor za epidermalni ¢imbenik rasta. To je transmembranski
protein s tirozin-kinaznom aktivnosti iz porodice receptora HER (engl. human epidermal
receptor). Prisutan je u veéini epitelnih tkiva i ukljucen je u razvoj i napredovanje zlo¢udnih
tumora u ljudi (95,96). Veli¢ine je 170 kD, a sastoji se od izvanstani¢éne domene koja veze
ligand, dijela koji se proteze kroz membranu (konformacije a-uzvojnice) i citoplazmatske
domene koja ima tirozin - kinaznu aktivnost. Vezanjem specifi¢nog liganda, primjerice
¢imbenika rasta za izvanstani¢nu domenu aktivira se citoplazmatska domena koja uzrokuje
fosforilaciju i samog receptora i unutarstani¢nih ciljnih proteina, preko kojih se $iri signal do
ciljnih molekula ukljucujuci i DNA. Preciznije, prijenos signala odvija se na slijede¢i nacin.
Vezanje liganda uzrokuje dimerizaciju receptora $to omogucuje njegovu autofosforilaciju na
tirozinskim ostacima unutarstaniéne domene (dva polipeptidna lanca uzajamno se
fosforiliraju). Autofosforilacija ima dvije uloge: fosforilacija unutar kataliticke domene
povecava aktivnost receptora, a fosforilacija izvan kataliticke domene oblikuje specificno
vezno mjesto za dodatne proteine koji prenose unutarstani¢ne signale nizvodno od aktiviranih
receptora. Tako se pokrece niz promjena u citoplazmi, odnosno zapocinje prijenos signala
preko nekoliko razli¢itih signalnih puteva Cije se komponente nalaze odmah ispod EGFR
(signalni putevi RAS-MAPK, PI3K-Akt i STAT). Signal se tako prenosi od stani¢ne
membrane preko citoplazme do jezgre, gdje se konacno prenosi na transkripcijske cimbenike
koji dovode do promjena u ekspresiji gena, sto onda potice proliferaciju stanice.

Signalni put MAP - kinaze (MAPK) je kaskada evolucijski ocuvanih protein-kinaza
koje imaju kljuénu ulogu u prijenosu signala. SrediSnji element tog puta su protein-
serin/treonin - kinaze koje se aktiviraju u odgovoru na razliite ¢imbenike rasta i druge
signalne molekule, a pripadaju porodici kinaza reguliranih s pomocu izvanstani¢nih signala,
odnosno porodici ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase).

U karcinomu debelog crijeva signalni putevi preko EGFR pojacano su aktivni u vise
od 80% slucajeva (97). Proteinski produkti gena KRAS i BRAF imaju vaznu ulogu u prijenosu
signala od EGFR preko signalnog puta MAPK, jednog od signalnih puteva koji se pokrecu
aktivacijom EGFR. Aktivacijom EGFR stvara se kompleks sastavljen od razli¢itih proteina
koji prihvacaju signal i prenose ga do proteina KRAS koji se u inaktivnom stanju (KRAS-
GDP) nalazi vezan za unutarstani¢ni dio staniéne membrane. Protein GRB2 (engl. growth
factor receptor-bound protein 2) veze se svojom domenom —SH2 (engl. SRC Homology 2) za
specifi¢ne fosforilirane tirozinske ostatke na tirozin kinaznoj domeni aktiviranog receptora, a

domenom —SH3 (engl. SRC Homology 3) za regiju bogatu aminokiselinom prolin na proteinu
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SOS iz skupine ¢imbenika koji sudjeluju u izmjeni gvanina (engl. guanine-exchanging factor,
GEF). Tada protein SOS aktivira protein KRAS — stimulira ga da otpusti GDP i veze GTP.
Neki tirozin - kinazni receptori ukljucuju i druge adapterske molekule, primjerice protein
SHC (engl. SH2-containing protein) koji se veze i za aktivirani receptor i za protein GRB2
(slika 1.10).

Aktivacija proteina RAS uzrokuje aktivaciju protein-serin/treonin-kinaze RAF, a
protein RAF potom fosforilira i aktivira drugu protein-kinazu nazvanu MEK (engl. MAP
kinase/ERK kinase). MEK je proteinska - kinaza dvostruke specifi¢nosti koja aktivira ¢lanove
porodice ERK tako da fosforilira i treoninske i tirozinske ostatke koji su medusobno odvojeni
jednom aminokiselinom. Jednom kad se aktivira, ERK fosforilira druge proteinske - kinaze i
transkripcijske ¢imbenike te dovodi do promjene u ekspresiji gena. Onkoproteini FOS i JUN
podjedinice su transkripcijskog ¢imbenika AP1 (engl. activator protein 1) koji se ovim putem

aktivira, a potom aktivira transkripciju brojnih ciljnih gena (75).

< Ligand
(faktor rasta EGF)
|
Staniéna ' GAP Ras SOS GRB2
membrana ! 6 S
Ras GDP SHC FIlP
GTP Receptor za
\ faktor rasta
(EGFR dimer)
P Raf
P MEK
P ERK
Jezgra ~ Transkripcijski
¢imbenici (AP1)
DNA

\ Staniéni rast,

proliferacija

Slika 1.10. Prijenos signala preko MAPK: aktivacija povrsinskog receptora EGFR pokrece
kaskadnu aktivaciju signalnih molekula; protein SHC se veze za aktivirani receptor EGFR i
protein GRB2; za GRB2 se veze protein SOS koji dalje stimulira proteine RAS da vezu
GTP; aktivirani protein RAS lancano aktivira kinaze RAF, MEK i ERK s§to dovodi do
aktivacije transkripcijskih ¢imbenika AP1 u jezgri i do transkripcije. Prema Jancik (75)
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1.11. Mutacije gena KRAS i BRAF u karcinomu debelog crijeva

Mutacije koje pretvaraju protoonkogene RAS u onkogene dovode do konstitutivne
aktivacije proteina RAS, §to uzrokuje aktivaciju velikog broja stani¢nih procesa kao §to su
prepisivanje, prevodenje, napredovanje stani¢nog ciklusa, apoptoza ili prezivljenje stanice.
Medu proteinima RAS, upravo aktivirani KRAS stimulira hiperproliferaciju epitelnih stanica u
sluznici debelog crijeva te, uz mutirani gen APC, inhibira diferencijaciju i poti¢e pojacanu
diobu stanica karcinoma (98). Do danas je dokazano oko 3.000 razlicitih tockastih
,,missense* mutacija gena KRAS u uzorcima karcinoma debelog i zavr$nog crijeva (99). One
dovode do zamjene samo jedne aminokiseline u proteinu i u vecini su slu¢ajeva nezavisne od
mutacija receptora za EGF. Najc¢esc¢e su zabiljeZzene u eksonu 2 na kodonima 12 i 13 (oko
90%), dok ostale mutacije (¢esto u podrucju kodona 61 i 146) ¢ine svega oko 4% ukupnih
mutacija gena KRAS te je njihova korelacija s pojavom CRC za sada nejasna (99,100).
Mutacije u kodonima 12 i 13 mogu se dokazati u preko 30% svih CRC i povezuju se s
poveéanim rizikom od smrti odnosno gubitkom odgovora na terapiju lijekovima koji su po
svojoj funkciji inhibitori receptora za EGF te je njihovo odredivanje u bolesnika s CRC od
iznimnog klini¢kog i terapijskog znacenja (101-104). Kodoni 12 i 13 kodiraju dva susjedna
glicina koji se nakon toc¢kaste mutacije gena na bilo kojem nukleotidu u tripletima zamjenjuju
nekom drugom aminokiselinom osim prolinom (105). U karcinomu debelog crijeva dokazano
je sedam najcesce prisutnih mutacija gena KRAS i to: p.Glyl2Asp (c.35G>A), p.Glyl2Val
(c.35G>T), p.Glyl2Cys(c.34G>T), p.Glyl2Ser (c.34G>A), p.Glyl2Ala (c.35G>C),
p.Glyl2Arg (c.34G>C) i p.Glyl3Asp (c.38G>A) (106,107). Najées¢i tipovi mutacija su
tranzicije G-A i transverzije G-T (102). Ste¢ene mutacije gena KRAS smatraju se ranim
dogadajem u karcinogenezi te se u primarnom tumoru i metastazama gotovo uvijek dokazuje
isti mutacijski status gena KRAS (108).

Clanovi porodice gena RAF (RAF-1, ARAF i BRAF) takoder su podlozni tockastim
onkogenim mutacijama koje dovode do poremecaja regulacije aktivnosti kinaze RAF. Medu
njima, produkt gena BRAF ima najvecu biokemijsku aktivnost zbog ¢ega je ¢eS¢e od ostalih
Clanova te porodice ukljucen u nastanak tumora u ljudi. U tablici 1.3. prikazana je ucestalost

mutacija ovih onkogena u karcinomima ljudi.
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Tablica 1.3. Ucestalost mutacija onkogena HRAS, KRAS, NRAS i BRAF u karcinomima ljudi.
Podaci o mutacijama dobiveni su na web stranici iz baze podataka Sanger Institute Catalogue
of Somatic Mutations in Cancer (109)

Bilijarnog sustava 0 33 1 14
Mokraénog mjehura 11 4 3 0
Dojke 0 4 0 2
Vrata maternice 9 9 1 0
Debelog crijeva 0 32 3 14
Endometrija 1 15 0 1
Bubrega 0 1 0 0
Jetre 0 8 10 3
Pluéa 1 19 1 2
Melanom 6 2 18 43
Mijeloidna leukemija 0 5 14 1
Jajnika 0 17 4 15
Gusterace 0 60 2 3
Stitnjace 5 4 7 27

Davies H. i suradnici su 2002. godine identificirali aktivirajuce to¢kaste mutacije gena
BRAF u ~15% karcinoma debelog i zavr$nog crijeva covjeka (74). Od toga je u ¢ak 92% CRC
nadena mutacija p.Val600Glu (c.T1799A), u kodonu 600, eksonu 15, ¢ime je aminokiselina
valin zamijenjena glutaminskom kiselinom na polozaju 600 (p.Val600Glu) u proteinu BRAF
(74). Od ukupno vise od 30 identificiranih razli¢itih toCkastih mutacija gena BRAF koje
obuhvacaju 24 razli¢ita kodona i koje su ve¢inom smjestene unutar kinazne domene proteina
BRAF, p.Val600Glu (p.V600E) je najcesca; povecava kinaznu aktivnost mutiranog proteina
BRAF za vise od 10 puta (109,110).

U razli¢itim tumorima u istom signalnom putu nalaze se razliite mutacije koje mogu
imati slican uc¢inak na nastanak tumora. Za razliku od mutacija gena KRAS, za koje se smatra

da nastaju djelovanjem vanjskih ¢imbenika, mutacije gena BRAF dogadaju se u tumorima s

26



oSte¢enim popravkom DNA i Cesto se dokazuju u sporadiénom karcinomu debelog crijeva s
visokim stupnjem mikrosatelitne nestabilnosti. Manje od 1% karcinoma pokazuje
istovremeno mutacije gena BRAF i KRAS, ali se oba gena pojavljuju promijenjena u istim
tipovima premalignih lezija i u istom stadiju prijelaza adenoma u karcinom (111). Moze se
zakljuciti da su onkogeni KRAS i BRAF uklju¢eni u razvoj CRC i da imaju podjednake ucinke

na tumorigenezu.
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1.12. Ciljevi

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Ispitati vrstu i ucestalost mutacija gena KRAS i BRAF u populaciji bolesnika s
karcinomom debelog i zavr$nog crijeva u Hrvatskoj.

2. Usporediti rezultate analize mutacija gena KRAS i BRAF s klini¢kim karakteristikama
oboljelih (dob, spol) te patohistoloskim karakteristikama njihovih tumora s ciljem
dobivanja boljeg uvida u povezanost prisutnih mutacija u navedenim genima s
poznatim prognostickim biljezima: klasifikacijom po Dukes’u, angioinvazijom,
histoloskim stupnjem diferencijacije tumora, veli¢inom i smjeStajem tumora.

3. Utvrditi postoji li statisticki znacajno ¢e$¢a pojava mutacija gena KRAS i BRAF u

tumorima s losijom prognozom.

1.12.1. Hipoteza

Hipoteza predstavljenog istrazivanja jest da je prisutnost mutacija gena KRAS i BRAF

u karcinomu debelog i zavr$nog crijeva povezana s prognostickim biljezima loSije prognoze.
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2. MATERIJALI | METODE

Uzorci karcinoma debelog i zavrS$nog crijeva preuzeti su iz Klini¢koga zavoda za
patologiju i citologiju Klini¢ckoga bolnickog centra Zagreb (KBC Zagreb) gdje se nalazi i baza
podataka o patohistoloskoj dijagnozi, veli¢ini i stupnju diferencijacije tumora, angioinvaziji
tumora 1 klasifikaciji po Dukes'u. Uzorci su uzeti tijekom operacijskog zahvata bolesnika s
dijagnozom karcinoma debelog i zavrSnog crijeva nakon ¢ega su fiksirani u formalinu i
uklopljeni u parafinske blokove (engl. formalin fixed paraffin embedded, FFPE) prema
standardnom protokolu Klinickoga zavoda za patologiju i citologiju Klinickoga bolni¢kog
centra Zagreb. Dijagnoza je postavljena standardnim postupcima i potvrdena patohistoloski.
U skladu s etickim nacelima Helsinske deklaracije u ovom istrazivanju postivana Su nacela
Cuvanja lije¢nicke tajne i anonimnosti podataka o bolesniku tako da se osobni podaci o
bolesniku nisu prikazivali. Predstavljeno istrazivanje odobrilo je Povjerenstvo za eticnost
eksperimentalnog rada KBC Zagreb i Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, a prikupljeni su i
informirani pristanci bolesnika ¢iji su uzorci tumora koristeni. U ovom je radu analizirano 113
uzoraka karcinoma debelog i zavr$nog crijeva prikupljenih prospektivno od 2009. do 2011.
godine u KBC Zagreb. Istrazivanjem je obuhvaceno 49 Zena (43,4%) i 64 muskarca (56,6%) u
dobi od 25 do 84 godine (srednja Zivotna dob 61 godina). Za Cetiri bolesnika, uz uzorak
primarnog tumora dodatno su analizirane i pridruzene metastaze (jedna metastaza iz limfnog

¢vora i tri metastaze iz jetre).

2.1. Izdvajanje genomske DNA iz tkiva tumora

Za izdvajanje ukupne DNA iz tkiva tumora, koje je nakon fiksiranja u formalinu
uklopljeno u parafinske blokove, koristili smo komplet reagensa QIAmp®DNA FFPE Tissue
Kit proizvodaca QIAGEN, GmbH (Njemacka). Ovaj komplet reagensa optimiran je za
izdvajanje 1 prociS¢avanje DNA iz tkiva tumora fiksiranog u formalinu 1 uklopljenog u
parafinske blokove. Komplet reagensa QIAmp®DNA FFPE Tissue Kit koristi QIAmp DNA
mikro-tehnologiju na mini-kolonama za procis¢ivanje genomske DNA iz male koli¢ine

pocetnog uzorka kombiniranjem sljedec¢ih postupaka:

1. uklanjanje parafina: parafin se otapa u ksilenu i uklanja
2. liza stanica: uzorak se lizira u optimiziranim uvjetima koriStenjem pufera za liziranje uz
razgradnju proteinazom K

3. zagrijavanje: inkubacija pri 90 °C uklanja preostali vezani formalin s DNA
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4. vezanje DNA za mini-kolonu: zahvaljujué¢i selektivnim vezujuéim svojstvima silikatne
memebrane u koloni, molekula DNA veze se za membranu

5. ispiranje zaostalih neCistoca: puferima za ispiranje uklanjaju se proteini, enzimi i ostala
onecis¢enja s membrane

6. cluiranje Ciste, koncentrirane DNA s membrane: koriStenjem pufera za eluiranje (100 uL).

Iz uzorka tkiva karcinoma debelog i zavrSnog crijeva uklopljenog u parafinske
blokove (tkivo FFPE), izrezano je iz svakog bloka 6 - 10 rezova debljine 10 um. Rezovi su
napravljeni prema procjeni patologa tako da je za izdvajanje ukupne genomske DNA odabran
uzorak uklopljenog tkiva koji sadrzi vise od 50% stanica tumora.

Svjezim rezovima doda se 1 mL ksilena koji otapa i uklanja parafin. Uzorak se snazno
promijesa 10 sekundi pomoc¢u mijesSalice (vortex) i centrifugira 2 min pri sobnoj temperaturi
brzinom 20.000 g (14.000 rpm). Tekuca faza (supernatant) se ukloni pipetiranjem te se na
preostali talog doda 1 mL 96%-tnog etanola i izmijesa na mijesalici. Centrifugira se 2 min pri
sobnoj temperaturi brzinom 20.000 g (14.000 rpm). Nakon centrifugiranja ukloni se tekuca
faza u kojoj se nalaze etanol i zaostali ksilen iz uzorka, a preostali talog se susi pri sobnoj
temperaturi (15-25 °C) dok etanol iz uzorka potpuno ne ishlapi (~ 10 min). Na talog se doda
180 uL pufera za lizu tkiva (Tissue Lysis Buffer, ATL) i 20 uL otopine proteinaze K za
denaturaciju, sve se dobro izmijesa na mijeSalici i inkubira 1 sat pri 56 °C (odnosno dok
uzorak ne bude potpuno liziran). Inkubacija se nastavlja jos 1 sat pri 90 °C ¢ime se uklanja
preostali formalin s nukleinskih kiselina; duza inkubacija moze rezultirati pove¢anom
fragmentacijom DNA. Nakon toga, uzorak se ohladi na sobnu temperaturu, doda se 2 pL
RNase A (100 mg/mL; 7.000 1U/mL) i inkubira 2 min pri sobnoj temperaturi. U isti se uzorak
doda 200 uL pufera za lizu (Lysis Buffer, AL), dobro izmijesa na mijeSalici, zatim se doda
200 puL 96%-tnog etanola te ponovno dobro izmjeSa kako bi se dobila homogena otopina
(lizat). Lizat se pazljivo prebaci u mini-kolonu QIAmp za eluiranje, eluat se sakuplja
centrifugiranjem na 6.000 g (8.000 rpm) 1 min i baci. U mini-kolonu se doda 500 pL pufera
za ispiranje (Wash Buffer 1, AW1), i drugi eluat se sakuplja centrifugiranjem na 6.000 g
(8.000 rpm) 1 min te takoder baci. U mini- kolonu se zatim doda 500 pL pufera za ispiranje
(Wash Buffer 2, AW2) te ponovi cijeli postupak. Na ovaj se naéin s kolone eluiranjem
uklanjaju onecis¢enja sve dok na koloni ne ostane vezana Cista DNA. Kona¢no se mini-
kolona centrifugira na 20.000 g (14.000 rpm) 3 min kako bi se membrana potpuno osusila
odnosno uklonio sav etanol. Na kraju se u srediSte membrane na koloni doda 100 uL pufera
za eluiranje vezane DNA s membrane (Buffer ATE), inkubira pri sobnoj temperaturi 1 min, te
centrifugira na 20.000 g (14.000 rpm) 1 min. Tako dobivamo oko 100 pL otopine ¢iste DNA
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u puferu, koncentracije od 50 do 200 ng/uL, ovisno o koli¢ini FFPE tkiva s kojim smo krenuli
u izdvajanje. Dobivena DNA moze se odmah koristiti za analizu ili ¢uvati na -20°C.

Opisanim postupkom se stani¢na liza i oslobadanje genomske DNA iz tkiva FFPE
postizu U specijalno optimiranim uvjetima bez potrebe inkubiranja preko no¢i. Obzirom na to
da je sastav pufera koji se koriste u ovom kompletu za izdvajanje zasticen od strane
proizvodaca, nije bilo moguce specificirati koncentraciju pojedinih sastojaka i pH svakog
pojedinog pufera. Inkubacija na poviSenoj temperaturi nakon razgradnje proteinazom K
djelomi¢no uklanja veze formalina s oslobodenom DNA povecavaju¢i ukupnu koli¢inu
izdvojene DNA. lzdvojena DNA iz tkiva FFPE manje je molekularne mase nego DNA
dobivena iz svjeze smrznutih uzoraka tkiva, ali je oCiS¢ena od proteina, nukleaza i drugih
necistoca. Stupanj fragmentacije ovisi o vrsti i starosti uzorka kao i o uvjetima pod kojim je

fiksiran u formalin.

2.2. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija DNA u uzorcima odredena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini od
260 nm. Pomoc¢u izmjerene opticke gusto¢e (OD) izraCunata je masena koncentracija DNA u
uzorku prema formuli

y=0ODXRXe

gdje je:

v - masena koncentracija (ng/uL),

R - razrjedenje u kiveti,

OD - opticka gustoca ocitana pri valnoj duljini od 260 nm,

¢ - ekstinkcijski koeficijent za DNA (50 ng/uL).

Kvaliteta izdvojene DNA provjerena je u 1%-tnom gelu agaroze.

2.3. Elektroforeza u gelu agaroze

Izdvojena DNA analizirana je u 1%-tnom gelu agaroze. Za elektroforezu je koristen
1XTBE pufer (10xTBE: TRIS 0,89 mol/L, H3BO3; 0,89 mol/L, EDTA-Na, 0,02 mol/L; pH
8,2) koji je koristen i za izradu gela. Za vizualizaciju nukleinskih kiselina u gelove dodan je
etidijev-bromid (1pg/mL). Elektroforeza se odvijala pri naponu od 120 V, tijekom 30-45
minuta. Za detekciju i fotografiranje gelova pri 250 nm koristen je uredaj G-BOX (Syngene,
G-box).
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2.4. Odredivanje prisutnosti tockastih mutacija gena KRAS

Nakon izdvajanja DNA odredena je prisutnost sedam tockastih mutacija u eksonu 2
gena KRAS: p.Glyl2Ala (c.35G>C), p.Glyl2Asp (c.35G>A), p.Glyl2Vval (c.35G>T),
p.Glyl2Arg (c.34G>C), p.Glyl2Cys (c.34G>T), p.Glyl2Ser (c.34G>A), p.Glyl3Asp
(c.38G>A). Za odredivanje navedenih mutacija koriStena je metoda lanCane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu uz apsolutnu kvantifikaciju DNA u uzorku (engl.
quantitative real-time polymerase chain reaction, Q-real time PCR).

Za odredivanje ovih mutacija koriSten je komplet reagensa TheraScreen®: K-RAS
Mutation Kit CE-IVD, proizvoda¢a DxS Diagnostics (Manchester, Velika Britanija), na
uredaju Roche LightCycler®480 real-time PCR System, proizvodac¢a Roche Diagnostics Ltd.
Ovaj komplet reagensa koji nosi oznaku CE-IVD proizveden je u skladu s direktivom
Europske Unije European Union in vitro Diagnostic Medical Device Directive 98/79/EC, a
namijenjen je odredivanju prisutnosti sedam najc¢e$¢ih tockastih mutacija gena KRAS
kvalitativnim mjerenjem mutacijskog statusa u uzorcima dobivenim izdvajanjem DNA iz
tkiva uklopljenog u parafinske blokove. Detekcija mutacija metodom lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu uz apsolutnu kvantifikaciju DNA u uzorku, zahvaljujuéi
kombinaciji specificnih PCR-poéetnica ARMS (engl. amplification refractory mutation
system) i bifunkcionalnih molekula Scorpions koje sadrze PCR-pocetnice kovalentno vezane
obiljeZenim probama, izuzetno je osjetljiva i ovisno o ukupnoj koli¢ini analizirane DNA,
moze detektirati 1% genetski promijenjene DNA (mutirane DNA) u pozadini normalne

genomske DNA (divlji tip, engl. wild-type, WT).

2.4.1. Komplet reagensa za detekciju mutacija u genu KRAS

Komplet reagensa TheraScreen®: K-RAS Mutation Kit CE-IVD, proizvodaca DxS
Diagnostics (Manchester, Velika Britanija) sastoji se od jedne reakcijske smjese PCR-
pocetnica/proba za kontrolnu reakciju i sedam razli¢itih reakcijskih smjesa specficnih PCR-
pocetnica/proba za sedam mutacijskih reakcija. Jedan komplet reagensa dostatan je za ukupno
20 reakcija (slika 2.1). Materijal za kvantifikaciju uzorka DNA i detekciju mutacija u genu
KRAS, osim kompleta reagensa TheraScreen®: K-RAS Mutation Kit CE-1VD podrazumijeva:

e Uredaj LightCycler® 480 Instrument 11
e LightCycler®Instrument Software od Roche Diagnostics
e Reakcijske PCR-plocice s 96 jazica volumena 0,2 mL

e Sterilne epruvete za pripravu reakcijske smjese
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e Pipete za pripremu reakcijske smjese za PCR
e Sterilnu vodu

Sve reakcije odvijaju se u jazicama volumena 0,2 mL na reakcijskoj plocici s 96 jaZica.

Reagensi u TheraScreen®: K-RAS Mutation | Volumen
Kit CE-IVD (nL)
Kontrolna reakcijska smjesa 1300
reakcijska smjesal2ALA 650
reakcijska smjesal2ASP 650
reakcijska smjesal2ARG 650
reakcijska smjesal2CYS 650
reakcijska smjesal2SER 650
reakcijska smjesal2VAL 650
reakcijska smjesal3ASP 650
Mijesani standard 300

polimeraza Tag DNA 60

Slika 2.1. Sastav kompleta reagensa TheraScreen®: K-RAS Mutation Kit CE-IVD za
kvantifikaciju i detekciju sedam razli¢itih mutacija gena KRAS u uzorcima CRC

2.4.2. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu — PCR u stvarnom vremenu

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda koja
omogucuje eksponencijalno umnazanje ciljanog dijela DNA u uvjetima in vitro. Preduvjet za
njezinu primjenu je poznavanje slijeda nukleotida koji se zeli umnoziti. Na osnovi tih
podataka prema grani¢nim dijelovima slijeda nukleotida koji se Zeli umnoziti konstruiraju se
PCR-pocetnice. Reakcijom PCR umnazaju se oba lanca DNA i to izmedu slijeda nukleotida
na koje su se vezale PCR-pocetnice. Reakcija tece zahvaljuju¢i enzimu DNA-polimerazi u
prisustnosti slobodnih nukleotida i optimalne koncentracije iona Mg u reakcijskoj smjesi.
Reakcija PCR sastoji se od veceg broja ciklusa, od 20 do 60, ovisno o zastupljenosti slijeda
nukleotida u materijalu koji se koristi u reakciji. Svaki ciklus sastoji se od tri faze: (1)

denaturacije koja se odvija pri temperaturi od 93-96 °C i dovodi do razdvajanja dvostrukih
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molekula DNA, (2) sparivanja u kojoj se pocetni oligonukleotidi vezu na komplementarne
jednolan¢ane molekule DNA i (3) sinteze komplementarnih lanaca DNA u kojoj povisenje
temperature na 72 °C aktivira enzim Taq-polimerazu (DNA-polimeraza otporna na povisene
temperature). Po zavrietku reakcije uzorak bi trebao sadrzavati 2" kopija DNA slijeda
nukleotida koji se Zeli umnoziti, pri ¢emu je n broj ciklusa. Kako bi se na uredaju omogucilo
pracenje nastalog produkta PCR unutar odredenog vremena i njegova analiza, klasi¢ni PCR je
unaprijeden koriStenjem novih tehnologija. Tehnologija LightCycler (Roche Diagnostics)
razvijena 1997. godine, vrlo je ucinkovita u otkrivanju promjene jednog nukleotida u
molekuli DNA, a najvaznija znacajka ove tehnologije je odvijanje umnazanja i analize u istoj
reakcijskoj posudi, Sto smanjuje rizik od kontaminacije. Tehnologija LightCycler kombinira
brze temperaturne cikluse, koji se koriste i u standardnoj metodi PCR, s mjerenjem
fluorescencije dobivenih produkata. Zeljeni ulomak DNA umnaZa se i kvantificira u stvarnom
vremenu pa je metoda nazvana lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl.
real-time PCR). Produkt koji nastaje umnaZanjem (amplikon) istovremeno se detektira
oslobadanjem fluorescencije koja potjece od fluorescentno obiljeZenih proba ili DNA boje.
Pod izrazom "u stvarnom vremenu" podrazumijeva se mogucénost procjene umnazanja
zeljenog ulomka DNA nakon svakog ciklusa umnaZanja. Dva su op¢a pristupa u izvedbi PCR
u stvarnom vremenu: upotreba alel-specifi¢nih probi ili analiza krivulje taljenja nakon PCR
(113). Ovisno o izvedbi uredaja i njegovoj programskoj podrsci, mogu se koristiti razlicite
analiticke metode. LightCycler je uredaj za PCR u kombinaciji s mikrovolumnim
fluorimetrom, opremljen prikladnim programom za brzu i to¢nu analizu podataka. Reakcija se

moze pratiti na zaslonu za vrijeme ciklusa kao prikaz fluorescencije nastalih produkata PCR.

2.4.3. Apsolutna kvantifikacija ukupne DNA u uzorku

Kako bi se odredila koli¢ina ukupne izdvojene genomske DNA u uzorku kojeg zelimo
analizirati na mutacije na uredaju LightCycler®480 Instrument Il radi se apsolutna
kvantifikacija bez standarda. U ovom kompletu reagensa ne nude se vanjski standardi poznate
koncentracije DNA preko kojih bi se odredila apsolutna koncentracija DNA u nasem uzorku,
ve¢ se pomocu softverske aplikacije LightCycler®Instrment Software pocetna kolicina DNA
u uzorku automatski izratunava metodom drugoga derivacijskog maksimuma (engl. second
derivative maximum) i izrazava kao broj ciklusa PCR u kontrolnoj reakciji (slika 12).

Za kvantifikaciju uzorka, volumen reakcijske smjese je 25 uL, a sastoji se od 19,8 uL.

kontrolne reakcijske smjese (PCR-pocetnica specificna za ekson 4 gena KRAS i
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bifunkcionalne molekule Scorpions za kontrolnu reakciju) i 0,2 uL. Tag-polimeraze. U prvu
jazicu dodaje se 5 pL pozitivne kontrole, u drugu 5 pL negativne kontrole, a zatim po 5 pL
uzorka izdvojene DNA koja se stavlja u svaku sljedecu jazicu. Nakon pipetiranja, plocica s
reakcijskim smjesama stavlja se u uredaj LightCycler®480 Instrument II i pokrece se
program za apsolutnu kvantifikaciju. Prvi korak je zagrijavanje i denaturacija uzorka 4 min
pri 95 °C. Drugi korak je umnazanje kroz 45 ciklusa s denaturacijom od 30 s pri 95 °C i
sparivanjem od 1 min pri 60 °C. Nakon sparivanja fluorescentno obiljezene probe i produkta
PCR, reakcijska smjesa se obasjava svjetlom i emitira se fluorescencija koja se mjeri pomoc¢u
kombiniranih filtra pri valnim duljinama 465-510 nm i 533-580 nm.

U kontrolnoj reakciji normalne PCR-pocetnice vezu se za normalni slijed DNA u
eksonu 4 gena KRAS jer se smatra da u tom eksonu nema nepoznatih polimorfizama, a
molekule Scorpions osim kao pocetnice sluze za obiljezavanje reakcije fluorescencijom.
Koriste¢i PCR-pocetnice komplementarne normalnom slijedu nukleotida u molekuli DNA na
eksonu 4 gena KRAS i molekule Scorpions (bifunkcionalne molekule koje sadrze PCR-
pocetnice kovalentno vezane probama obiljezenima s FAM engl. phosphoramidite), umnozi
se zadani slijed eksona 4, pri ¢emu se odreduje broj ciklusa PCR potrebnih da se pocetna
DNA uzorka umnozi toliko da se pojavi fluorescentni signal krivulje nastajanja produkta
(engl. amplification curve) u uzorku iznad baznog signala bazne krivulje nastajanja, $to je
ujedno i mjera ciljnih molekula DNA prisutnih u uzorku (slika 2.2). Tocka u kojoj se taj
signal detektira naziva se Ct (engl. cycle threshold) i izracunava se pomoc¢u programa
LightCycler®Instrument Software (slika 2.3). Uzorak se prihvaca ukoliko je Ct uzorka u
kontrolnoj reakciji od 24 do 38 jer to znaci da u poc¢etnom uzorku imamo dovoljno DNA za
analizu prisutnosti mutacija (ako je veci, tada se neCe moci detektirati 1% mutirane DNA u
uzorku, a ako je manji, uzorak je potrebno razrijediti). Preporuc¢ena optimalna koncentracija
DNA je ekvivalentna vrijednosti Ct unutar intervala od 24 do 29 u kontrolnoj reakciji za
uzorak. Ako je taj interval od 29 do 35, tada je moguce da se nece detektirati mali broj
mutacija u uzorku, a ako je od 35 do 38 tada je prisutan mali broj kopija trazenog odsjecka u

uzorku te ¢e se mutacije otkriti samo ako je ve¢ina kopija mutirana.
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Slika 2.2. Tocka u kojoj zapo€inje eksponencijalni porast fluorescencije produkta PCR
nastalog u reakciji zove se cycle treshold i izra¢unava se pomoc¢u programa LightCycler®
Instrument Software
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Slika 2.3. Automatsko izracunavanje broja ciklusa PCR nakon kojeg zapocinje
eksponencijalni rast fluorescencije produkta PCR, metodom prvog (plava linija) i drugog
(zelena linija) derivativnog maksimuma (prema Uputama za koriStenje uredaja (114))

U postupku kvantifikacije, osim uzoraka humane genomske DNA, istovremeno se
koriste negativna (engl. No Template Control, kratica NTC) i pozitivna kontrola (engl. Mixed
Standard). Negativna kontrola je sterilna voda. Pozitivna kontrola je tzv. mijeSani standard,
ponuden od proizvodaca, a sadrzi sve genski promijenjene (mutirane) sekvence koje se ovom
metodom mogu identificirati. Izmjerene vrijednosti Ct u kontrolnoj reakciji negativne
kontrole ne smiju pokazivati umnazanje (FAM Ct>40, HEX Ct#0). Pozitivna kontrola u
kontrolnoj reakciji mora dati Ct (FAM) < 29 na uredaju LightCycler®480 Instrument II.

Podaci se ne smiju koristiti za daljnju obradu ako ove dvije kontrole nisu zadovoljene. FAM i
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HEX su dvije razlicite fluorescentne boje kojima su obiljezene probe, a njihova fluorescencija
koja se oslobada u reakciji PCR mjeri se pri razli¢itim valnim duljinama.

U kontrolnoj reakcijskoj smjesi, kao i u ostalim mutacijskim reakcijskim smjesama,
nalazi se i unutarnja kontrola (engl. internal control). Pomoc¢u reakcijske krivulje unutarnje
kontrole potvrduje se to¢nost rada i uspjeSnost testa i provjerava prisutnost inhibitora u
reakciji, zbog Cega rezultat moze biti lazno negativan. Kao unutarnja kontrola koristi se
sintetska ciljna DNA (plazmidna DNA), specificna PCR-pocetnica ARMS i Scorpions PCR-
pocetnica obiljezena s HEX (engl. hexachloro-fluorescein), za razliku od Scorpions-molekula
u kontrolnoj i mutacijskoj reakciji koje su obiljezene s FAM (engl. phosphoramidite), ¢ime je
omogucéeno da se fluorescencija Cita na dva razli¢ita kanala (HEX i FAM), odnosno na
razli¢itim filtrima .

Nakon postupka kvantifikacije, samo oni uzorci koji sadrze dovoljno pocetne DNA
koriste se za odredivanje prisutnosti mutacija. Na normalni slijed DNA, veZe se normalna
PCR-pocetnica koja sluzi u kontrolnoj reakciji za kvantifikaciju DNA u uzorku, dok se na
slijed koji nosi toCkastu mutaciju vezu PCR-pocetnice ARMS specifiéne za svaku pojedinu
mutaciju i sluze za odredivanje prisutnih mutacija. Dakle, umnazanje genski promijenjene
DNA moguce je samo kada se specificna PCR-pocéetnica ARMS u potpunosti podudara s
DNA-kalupom (slika 2.4). Na 3' kraju PCR-pocetnice ARMS nalazi se nukleotid
komplementaran promijenjenom nukleotidu u sekvenci DNA (DNA-kalupu) na koju se

pocetnica specificno veze.

pocetnica ARMS
5' 3! . umnazanje
. A ' .
3 5 mutirana DNA
pocetnica ARMS
s T3 nema umnazanja
3 C 5" WT DNA

Slika 2.4. Specifi¢ne PCR-pocetnice ARMS vezu se na mjesto gdje je prisutna tockasta
mutacija (promijenjena baza) u smjeru 3'-5'.
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Za identifikaciju sedam razli¢itih mutacija koriStenjem PCR-pocetnica i proba ARMS i
Scorpions koristili smo sedam razli¢itih specificnih PCR-pocetnica ARMS. Kako bi se
postiglo potpuno iskoriStenje kompleta reagensa, istovremeno se stavlja u uredaj i pokrece
reakcija za pozitivnu kontrolu (MIX Stand), negativnu kontrolu (NTC) i 10 uzoraka tumora,

¢ime se ispuni cijela reakcijska PCR-plocica s 96 jazica, kao $to je prikazano na slici 2.5.

Reakcijska plo€ica s 96 jazica
TEST 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A MIX NTC Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
Kontrola Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B MIX NTC Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
Gly12Ala Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C MIX NTC Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
Gly12Asp Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
D MIX NTC Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak Uzorak
Gly12Arg Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E MIX NTC Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak Uzorak
Glyl2Cys Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
F MIX NTC Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak | Uzorak Uzorak
Gly12Ser Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G MIX NTC Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
Glyl2val Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H MIX NTC Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
Gly13Asp Stand 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 2.5. Pripremljena reakcijska PCR-plocica koja se stavlja u uredaj za odredivanje
mutacija gena KRAS u uzorcima CRC

Na mjesto umnazanja Zeljenog odsjecka, osim specificne PCR-pocetnice ARMS koja
se veze za promijenjeni slijed nukleotida (za mutiranu sekvencu) u smjeru 3-5' (engl.
forward), sa suprotne strane u smjeru 5'-3' (engl. reverse) veze se i PCR-pocetnica Scorpions
koja je preko molekule koja blokira fluorescenciju (engl. blocker) vezana za strukturu poput
petlje (engl. stem-loop structure). Blokiraju¢a molekula je po svojoj strukturi heksaetilen-
glikol (HEG) i osigurava PCR-pocetnici jednolancani oblik. Osim PCR-pocetnice, petlja
sadrzi i molekulu koja fluorescira (engl. fluorophor) i molekulu koja blokira fluorescenciju
(engl. quencher). Sve =zajedno cini Scorpion-molekulu. Kada je sekundarna struktura
molekule postojana kao na slici 2.6, fluorescencija se ne emitira. U pocetku reakcije PCR
proba ne fluorescira jer se molekula koja fluorescira (Fluorophore) i molekula koja blokira

fluorescenciju (Quencher) nalaze jako blizu. Tek na kraju reakcije, kad se te molekule
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razdvoje uslijed interne reorganizacije Scorpions-molekule, dolazi do emisije svjetla (slika
2.6).

Proba »
komplementarna ~——
cilinoj DNA
Fluorophore =~ —— \)' ‘ %
Quencher Blocker (HEG) PCR-pocetnica
Fhormm 1. korak
v
Ciljna DNA
Ed
>0 _
2. korak
> . O
AR LR AL,
3. korak
o c
©
AlAALLALL LR
| |
SRt
4. korak

Slika 2.6. Struktura bifunkcionalne Scorpions-molekule koja sluzi kao PCR-pocetnica i kao
fluorescentno obiljeZena proba; preuzeto iz LC480 Training Manual

Specifiéne PCR-pocetnice ARMS vezu se na DNA-kalup u smjeru 3'-5', dok se PCR-
pocetnice Scorpions vezu u suprotnom smjeru 5'-3. U svim reakcijama koriste se iste
Scorpions-molekule osim u kontrolnoj reakciji gdje se koriste Scorpions-molekule koje

stvaraju krae umnozene produkte od onih u mutacijskim rekcijama. PCR-pocetnica
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Scorpions veze se u smjeru 5'-3' od ciljne sekvence (1. korak). Kada se PCR-pocetnica
Scorpions produzi djelovanjem DNA-polimeraze, tada se kopira ciljni slijed. Taj kopirani
slijed komplementaran je probi koja se nalazi u petlji Scorpions-molekule. Nakon kopiranja
ciljnog slijeda, blokiraju¢a skupina zaustavlja DNA-polimerazu (2. korak). Porastom
temperature u reakciji PCR dolazi do denaturacije PCR-pocetnice Scorpions (3. korak).
Hladenjem reakcije PCR dolazi do reorganizacije denaturirane Scorpions-molekule na nacin
da se hibridizira sa samom sobom na mjestu gdje je proba komplementarna ciljnom DNA
slijedu. Time dolazi do udaljavanja fluorophora i quenchera te zapocinje emisija svjetla.
Preostale nedenaturirane Scorpions-molekule ponovno zauzimaju svoju sekundarnu strukturu

I ne emitiraju svjetlo (4. korak).

2.4.4. Metoda analize podataka — ACt

Odredivanje prisutnosti mutacija metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu
uz kori$tenje pocetnica/proba ARMS i Scorpions temelji se na broju ciklusa PCR potrebnih da
se u reakciji pojavi fluorescentni signal iznad baznog signala, koji je mjera ciljnih molekula
DNA prisutnih u uzorku. To¢ka u kojoj se taj signal detektira naziva se cycle threshold (Ct) i
izraCunava se pomocu programa LightCycler®Instrument Software. | kontrolna i mutacijska
reakcija svakoga pojedinog uzorka imaju svoj Ct. Za svaki uzorak izraCunava se razlika
izmedu Ct mutacijske 1 kontrolne reakcije, odnosno ACt. Prema vrijednosti ACt uzorci se
Klasificiraju kao pozitivni ili negativni za svaku pojedinu mutaciju. Za svaku mutacijsku
reakciju postavljena je grani¢na brojCana vrijednost (engl. cut-off) koja predstavlja 1% ACt.
Uzorci kod kojih je vrijednost ACt mutacijske reakcije manja od vrijednosti 1% ACt za tu
reakciju smatraju se pozitivnim za dotiénu mutaciju. I obrnuto, ako je vrijednost ACt
mutacijske reakcije ve¢a od 1% ACt za tu reakciju, uzorak se smatra negativnim za doti¢nu
mutaciju, odnosno uzorak moze sadrzavati manje od 1% mutiranih stanica koje se ovom
metodom ne mogu detektirati (ispod granice osjetljivosti). Vrijednosti 1% ACt zadane su od
proizvodaca.

Zahvaljujuéi programu koji izracunava ACt 1 1% ACt te ih izrazava kao brojcane
vrijednosti, nema ni najmanje subjektivnosti u interpretaciji rezultata za mutacije KRAS koje
se dokazuju kompletom reagensa TheraScreen®K-RAS Mutation Kit CE-IVD na uredaju
LightCycler®480 Instrument I1.
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2.4.5. Certifikat

S ciljem da se u Europi osigura pouzdano, ujednaceno i vjerodostojno testiranje gena
KRAS na mutacije, postavljena je shema za provodenje vanjske kontrole kvalitete u kojoj je
2009. godine po prvi put sudjelovalo 59 laboratorija iz osam europskih zemalja (EQA).
Laboratorij u kojem se radi testiranje na mutacije gena KRAS mora sudjelovati u vanjskoj
kontroli kvalitete (engl. External Quality Assessment, kratica EQA) i imati certifikat za
obavljanje te pretrage. Klinicka jedinica za molekularnu dijagnostiku Klini¢kog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku KBC Zagreb sudjeluje u vanjskoj, medunarodnoj kontroli kvalitete
i posjeduje medunarodni certifikat ovlastenog laboratorija KRAS-Expert Laboratory-M"

(Pathologisches Institut, Ludwig-Maximilians Universitdt Miinchen).

2.5. Odredivanje prisutnosti toCkaste mutacije gena BRAF

Za odredivanje prisutnosti jedne najéesce tockaste mutacije u eksonu 15 gena BRAF tj.
p.Val600Glu (c.1799T>A), koristena je metoda lancane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu (engl. real-time polymerase chain reaction, PCR u stvarnom vremenu) i komplet
reagensa LightMix“KitBRAF V600E (TIB MOLBIOL, Njemagka), na uredaju LightCycler
2.0 real-time PCR System, proizvodaca Roche, Njemacka. Kao rezultat analize fluorescencije
krivulje taljenja (engl. fluorescence melting curve analysis, FMCA) pomoc¢u programa
LightCyclerSoftwere LCS4.1.1.21 dobivaju se temperature taljenja preko kojih se identificira
mutirani, odnosno divlji tip Zeljenog ulomka gena BRAF. Mutacija p.Val600Glu gena BRAF
odredena je iz istog pocCetnog uzorka DNA koji je kvantificiran i1 iz kojeg su prethodno
odredene mutacije gena KRAS. Koncentracija DNA u uzorku za analizu mutacije gena BRAF
izmjerena je spektrofotometrijski pri valnoj duljini 260 nm i bila je od 50 ng/uL do 200
ng/uL. Reakcija PCR radena je s volumenom uzorka 5 pL, §to znaéi da je u reakciji bilo
ukupno od 250-1000 ng pocetne DNA.

2.5.1. Metoda PCR u stvarnom vremenu uz analizu krivulje taljenja

U ovoj metodi se koriste specificne PCR-pocetnice koje omoguéuju umnazanje
zeljenog ulomka te hibridizacijske probe obiljezene bojama Fluorescein i LightCycler*Red
640, koje sluze za obiljezavanje nastalog produkta fluorescencijom.

Sve reakcije PCR izvode se u ukupnom volumenu od 20 uL u originalnim staklenim
kapilarama koje kasnije idealno sluze kao kivete za mjerenje fluorescencije. Slijed nukleotida

U PCR-pocetnicama zasti¢en je od strane proizvodaca i nismo ga u mogucnosti specificirati.
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Reakcija PCR odvijala se u volumenu od 20 pL kojeg je ¢inilolo 10,4 pL redestilirane vode,
1,6 pL 25mM otopine MgCl, i 2,0 pL FastStart Taq DNA-polimeraze (LightCycler®
FastStart DNA Master HybProbe, Roche), 1,0 pL smjese specificnih PCR-pocetnica i
hibridizacijskih proba (LightMix®*KitBRAF V600E, TIB MOLBIOL), te 5 pL izdvojene
DNA u puferu. Prema programu na uredaju LightCycler 2.0 Real-time PCR System,
umnazanje zeljenog ulomka veli¢ine 212 pb odvijalo se u Cetiri koraka: (1) pre-inkubacija 10
min pri 95 °C prije pocetka ciklusa umnazanja, (2) umnazanje ciljne DNA kroz 50 ciklusa
PCR, a svaki ciklus PCR podrazumijeva 5 sekundi denaturacije pri 95 °C, sparivanje PCR-
pocetnica s komplementarnim sljedovima u jednolan¢anoj molekuli DNA 15 sekundi pri 58
°C (engl. annealing), te sinteza komplementarnih lanaca, odnosno polimerizacija Tag-
polimerazom 50 sekundi pri 72 °C (elongacija), (3) vezanje hibridizacijskih proba za nastale
produkte PCR: nakon denaturacije koja traje 20 sekundi pri 95 °C, dolazi do hladenja
rekacijske smjese pri ¢emu se hibridizacijske probe vezu za umnozeni jednolancani ulomak
DNA na specifi¢ni slijed tijekom 20 sekundi pri 58 °C i 20 sekundi pri 40 °C — tada su boje
najblize jedna drugoj, dolazi do prijenosa energije i pojave fluorescencije, nakon toga
temperatura ponovno raste na 85 °C, hibridizacijske se probe odvajaju od produkta PCR,
njihovo medusobno udaljavanje dovodi do padanja intenziteta fluorescencije, odnosno tzv.
taljenja (engl. melting), (4) hladenje reakcijske smjese 30 sekundi pri 40 °C (engl. cooling).
KoriStene su dvije razlicito obiljezene hibridizacijske probe: jedna hibridizacijska
proba obiljezena je na 3'-kraju bojom Fluorescein (boja donor), a druga hibridizacijska proba
na 5'-kraju bojom LightCycler®Red 640 (boja akceptor). Probe se veZu za specifi¢ni slijed
nastalog produkta PCR po sistemu ‘glava-rep', pri ¢emu dvije boje dolaze u neposrednu
blizinu. Fluorescein se ekscitira svjetltom LED-diode na LightCycleru i emitira zeleno
fluorescentno svjetlo (A = 500-560 nm)) ¢ija energija zatim ekscitira boju LC Red 640 koja
onda emitira crveno fluorescentno svjetlo (A = 640-780 nm). Taj proces prijenosa energije s
jedne boje na drugu naziva se FRET (engl. fluorescence resonance energy transfer). Intenzitet
svjetla koje oslobada boja LC Red 640 mjeri se u optickoj jedinici uredaja Light Cycler 2.0
pri 640 nm; sa svakim porastom temperature od 0,2 °C, taj intenzitet dostize svoj maksimum
na kraju svakog sparivanja tijekom jednog ciklusa PCR. Nakon sparivanja hibridizacijskih
probi i produkta PCR (engl. annealing), temperatura reakcije raste i hibridizacijske se probe
otpustaju s produkta PCR za vrijeme produljivanja lanca Taqg-polimerazom (elongacija) dok
se konacno toliko ne udalje da medusobno ne mogu prenositi energiju 1 emitirati

fluorescenciju.
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Svaki produkt PCR koji se sastoji od dvolan¢ane molekule DNA ima svoju specifi¢nu
temperaturu taljenja (engl. melting temperature, Tm) koja se definira kao temperatura na
kojoj 50% molekula dvolan¢ane DNA poprimi jednolancani oblik. Najvazniji ¢imbenik koji
odreduje temperaturu taljenja je sadrzaj nukleotida GC u produktu PCR kojeg analiziramo.
Nakon sparivanja hibridizacijskih probi i produkta PCR, reakcijska smjesa postupno se sporo
zagrijava do 95 °C pri ¢emu se, u intervalima, mjeri nastala fluorescencija i nastaje krivulja
taljenja. Kako se ve¢i broj molekula dvolancane DNA denaturira, tako fluorescencija pocinje
naglo nestajati. Temperatura taljenja vizualizira se koriStenjem prve negativne derivacije
krivulje taljenja (-dF/dT). Negativhom derivacijom fluorescencije koja nestaje prilikom
reakcije taljenja dobivamo vrh meksSanja (engl. melting peak) na specifi¢noj temperaturi.
Obiljezena proba jace se veze za mutirani alel te je tocka mekSanja, odnosno temperatura
razdvajanja fluorescentne hibridizacijske probe i produkta PCR za nemutirani alel gena BRAF
niza i iznosi 53 °C, dok je za mutirani visa i iznosi 61 °C. U svakoj pokrenutoj seriji uzoraka
imali smo negativnu (DNA zdrave sluznice debelog crijeva) i pozitivnu kontrolu (plazmidna
DNA ponudena od proizvodaca).

Metoda PCR u stvarnom vremenu koju smo Kkoristili za detekciju mutacije
p.Val600Glu gena BRAF modificirana je dodavanjem specifi¢cne molekule u reakciju PCR
(engl. locked DNA, IDNA) ¢iji je slijed nukleotida komplementaran nemutiranom slijedu
nukleotida (WT). Na taj se nacin sprjeCava umnazanje alela WT i povecava osjetljivost
detekcije mutiranog alela gena BRAF. Uvodenjem takve modifikacije gdje se metodom
kompeticije sprjeava umnazanje WT alela (engl. PCR-clamp approach), postize se
osjetljivost manja od 1%. Prijavljena osjetljivost kompleta reagensa LightMix“KitBRAF
V600E (TIB MOLBIOL, Njemacka) je 0,2% mutirane DNA u odnosnu na normalnu. Kao
rezultat ovakvog pristupa nastaju krivulje umnaZzanja i taljenja samo za produkt koji je nastao
umnazanjem mutiranog alela (Tm 61 °C). Medutim, kada nema signala za WT, tedko je
razluciti rezultat za WT od neuspje$nog umnazanja zbog nedovoljne koli¢ine DNA u uzorku
ili prisutnosti inhibitora reakcije. Samo onda kada je koli¢ina IDNA nedovoljna za blokiranje
umnazanja velike koli¢ine WT u uzorku, dobivaju se rezultati i za WT (Tm 53 °C). U
uzorcima u kojima rezultat za WT nije bio jasan, kao i u svim uzorcima u kojima je dobiven
pozitivan rezultat za mutaciju p.Val600Glu metodom PCR u stvarnom vremenu, kao potvrdna

metoda koriStena je metoda direktnog sekvenciranja po Sangeru.
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2.5.2. Sekvenciranje regije gena BRAF

Metoda sekvenciranja molekule DNA zasniva se na zaustavljanju enzimske sinteze
lanca DNA ugradnjom dideosiribonukleozid-trifosfata pa se ova metoda, osim Sangerovom,
naziva jo§ 1 enzimskom dideoksi-metodom. Prirodni supstrati za sintezu DNA su
deoksiribonukleozid-trifosfati (ANTP) dATP, dCTP, dGTP i dTTP. Sinteza DNA odvija se u
5’ — 3’ smjeru, a preduvjet za sintezu je postojanje pocetnice koja pronalazi sebi homologan
slijed 1 ¢ijim produzavanjem nastaje novi lanac DNA. DNA-polimeraze, enzimi Koji
sintetiziraju DNA, mogu ugraditi u rastu¢i lanac i analoge dNTP-ova, dideoksiribonukleozid-
trifosfate (ddNTP) koji nemaju hidroksilnu skupinu na 3’-poloZaju deoksiriboze pa nakon
njihove ugradnje, zbog nemoguénosti uspostavljanja nove fosfodiesterske veze, dolazi do
zaustavljanja daljnje sinteze DNA.

Regija gena BRAF (ekson 15) umnozena je pocetnicama BRAF 15F (5'-TCA TAA
TGC TTG CTC TGA TAG GA) i BRAF 15R (5-GGCCAA AAA TTT AAT CAG TGG)™.
Reakcija je sadrzavala reakcijski puferlX Promega GoTaq, 3 mM MgCl,;, 0,1 mM
koncentraciju svakog deoksinukleotida (ANTP, odnosno dATP, dGTP, dCTP i dTTP), 0,2 uM
koncentraciju svake pocetnice, 100 ng genomske DNA, te 0,125 U GoTaq DNA-polimeraze
(Promega). Reakcija PCR provedena je pod sljede¢im uvjetima: 3 min pri 94 °C, 40 ciklusa
koji su ukljucivali 20 sekundi pri 94 °C, 20 sekundi pri 60 °C, 30 sekundi pri 72 °C, te zavrsno
produljenje od 7 min pri 72 °C. UmnoZzeni ulomci su veli¢ine 224 pb, analizirani su u 2%-
tnom gelu agaroze te su procis¢eni kolonicama (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
Promega). Slijed nukleotida proc¢is¢enih produkata PCR odreden je na uredaju 4Bl PRISM®
3100-Avant Genetic Analyzer DNA sekvenatoru (Applied Biosystems).

Za sekvenciranje procis¢enog produkta PCR (ulomak od interesa) koristi se komplet
reagenasa BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing s fluorescentno obiljezenim
dideoksinukleotidima i metoda kapilarne elektroforeze za razdvajanje ulomaka DNA.
Tijekom reakcije sekvenciranja na produkt PCR nasumi¢no se vezu deoksinukleotidi i
dideoksinukleotidi, a svaki od cetiri vrste dideoksinukleotida obiljezen je razlic¢itom
fluorescentnom bojom (Big-d110, R6G, Big-dTAMRA i Big-dROX). Prilikom vezivanja
fluorescentno oznacenih dideoksinukleotida na kalup DNA prekida se sinteza
komplementarnog lanca DNA (engl. chain termination method). Na taj nacin svaki
novostvoreni lanac ima fluorescentno obiljezen nukleotid na svom kraju. Postupak

sekvenciranja odvija se u nekoliko koraka.
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Reakcija sekvenciranja: Sekvenciranje svakog ulomka DNA provodi se u oba smjera.
Reakcija se odvija u termobloku u 25 ciklusa pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija 1
min pri 96 °C, 25 ciklusa koji su uklju¢ivali denaturaciju 10 sekundi pri 96 °C, sparivanje
po&etnica 5 sekundi pri 50 °C i produljivanje lanca 4 min pri 60 °C.

Procis¢avanje produkta reakcije sekvenciranja: Po zavrSetku reakcije sekvenciranja u
reakcijsku smjesu se dodaje 2 uLL 3 M natrij-acetat, 2 uLL 125 mM EDTA (etilen-diamino-
tetraoctena kiselina) i 50 pL 100% etanola, Sto uklanja ostatke kompleta za sekvenciranje i
visak dNTP, te talozi DNA. Dobiveni talog se resuspendira u 10% formamidu. Prije
nano$enja, dobiveni uzorak se denaturira 2 min pri 95 °C, nakon &ega uzorci ostaju u ledu sve
do nanosenja u uredaj za kapilarnu elektroforezu.

Kapilarna elektroforeza: Kapilarna elektroforeza odvija se na uredaju 4B PRISM® 3100-
Avant Genetic Analyzer. Tijekom elektroforeze negativno nabijeni ekstenzijski produkti
nastali reakcijom sekvenciranja ulaze u kapilaru kao posljedica elektrokineticke injekcije.
Ekstenzijski produkti putuju kroz kapilaru ispunjenu teku¢im polimerom kao medijem za
razdvajanje ulomaka DNA po veli¢ini. Malo prije dolaska do pozitivne elektrode,
fluorescentno obiljezeni ulomci DNA prolaze dio kapilare kojeg osvjetljuje laserski snop.
Laserska zraka uzrokuje fluorescenciju obiljezenih dideoksinukleotida u ulomcima DNA.
Opticki detektor na instrumentu biljezi tu fluorescenciju. CCD kamera pretvara informaciju o
fluorescenciji u elektronicki signal koji se prenosi na racunalo i obraduje ABI-PRISM-Avant
Genetic Analyzer Data Collection Software Version 2.0, te prikazuje u obliku kromatograma.
Ovaj proces elektroforeze moze razdvojiti ekstenzijske produkte po velicini u rezoluciji jedne

baze.

2.6. Statisticka obrada rezultata

Rezultati analize prisutnosti mutacija gena KRAS i BRAF u uzorcima tumora
usporedivani su s obzirom na spol i dob oboljelih, veli¢inu tumora, stadij bolesti po Dukes’u,
histoloski stupanj diferencijacije tumora (gradus), prisutnost angioinvazije u tumoru i smjestaj
primarnog tumora. Rezultati ovih analiza prikazani su u tablicama i grafikonima. Za
ispitivanje normalnosti raspodjele podataka o dobi bolesnika i veli¢ini tumora primjenjen je
Kolmogorov-Smirnovljev test. Za ispitivanje razine znacajnosti razlike izmedu dviju skupina
nezavisnih kategoriCkih podataka gdje su ocekivane frekvencije vrlo male (pa ¢ak i ako je u
pojedinoj skupini oc¢ekivana frekvencija 0) primjenjen je Fisherov test, statistickom obradom
podataka u programu MedCalc v9.3.2.0. Razina statisticke znacajnosti je 0,05, a rezultat

testiranja p < 0,05 smatra se statisticki znacajnim.
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3. REZULTATI

3.1. Patohistoloske karakteristike tumora

Istrazivanje se temelji na analizi 113 uzoraka karcinoma debelog i zavr$nog crijeva. Za
svaki uzorak poznati su podaci o dobi i spolu oboljele osobe, veli¢ini tumora, stadiju bolesti
po Dukes'u, histoloskom stupnju diferencijacije tumora, prisutnosti angioinvazije u tumoru i
smjeStaju primarnog tumora.

Od 113 oboljelih osoba 57% (64/113) ih je bilo muskog, a 43% (49/113) Zenskog
spola, u dobi od 25. do 84. godine zivota (slike 3.1 3.2).

43%
0 spoL M

57% O spoL 7

Slika 3.1. Raspodjela uzoraka karcinoma prema spolu oboljelih osoba

Prema Kolmogorov-Smirnovom testu, raspodjela uzoraka karcinoma prema dobi
oboljelih osoba slijedila je normalnu razdiobu (min = 25, max = 84, srednja vrijednost = 61,6,
SD =10,8) (slika 4.2).

Velicina karcinoma debelog crijeva bila je poznata za 107 uzoraka; iznosila je 10-140
mm. Prema Kolmogorov-Smirnovom testu, raspodjela uzoraka karcinoma prema velicini
slijedila je normalnu razdiobu (min = 10, max = 140, srednja vrijednost = 47,7, SD = 22)
(slika 3.3).
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Od ukupno 113 uzoraka za Sest uzoraka uzetih biopsijom nije bilo moguée odrediti
stadij po Dukes'u. Od preostalih uzoraka 9% (10/107) ih je klasificirano u stadij Dukes'A,
27% (29/107) u stadij Dukes'B i, najvise uzoraka, u stadij Dukes'C 64% (68/107) (slika 3.4).

Od ukupnog broja uzoraka za dva, uzeta biopsijom, nije bio poznat histoloski gradus.
Raspodjelom preostalin uzoraka prema histoloSkom gradusu, nadeno je da ih je ¢ak 92%
(102/111) bilo niskog gradusa (dobro do umjereno diferencirani tumori), a 8% (9/111)

visokog gradusa (lose diferencirani tumori) (slika 3.5).

9%

27% B DUKES' A
0O DUKES'B

64% O DUKES' C

Slika 3.4. Raspodjela uzoraka tumora prema stadiju po Dukes'u

8%
DIFERENCIRAN
O pOBRO/UMJERENO
(niski gradus)

B DIFERENCIRAN
LOSE

92% (visoki gradus)

Slika 3.5. Raspodjela uzoraka tumora prema histoloskom gradusu
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Prisutnost angioinvazije analizirana je patohistoloski i odredena u 103 uzorka tumora.

Nadena je u samo 15% (15/103) uzoraka. U ostalim uzorcima, 85% (88/103), nije nadena

angioinvazija (slika 3.6).

Od ukupnog broja analiziranih tumora 36% (41/113) su bili karcinomi zavrsnog, a

64% (72/113) karcinomi debelog crijeva (slika 3.7).

15%

85%

O ANGIOINVAZIJA - DA

O ANGIOINVAZIJA - NE

Slika 3.6. Raspodjela uzoraka prema prisutnosti angioinvazije

36%
64%

O ZAVRSNO CRIJEVO

O DEBELO CRIJEVO

Slika 3.7. Raspodjela uzoraka prema smjestaju primarnog tumora
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3.2. Analiza prisutnosti to¢kastih mutacija gena KRAS

Prisutnost sedam tockastih mutacija gena KRAS utvrdena je analizom 113 karcinoma

debelog i zavrsnog crijeva. U tablici 3.4 prikazani su nazivi i polozaj mutacije u kodirajucoj

DNA.

Tablica 3.4. Sedam analiziranih to¢kastih mutacija gena KRAS

NAZIV MUTACIJE

PROMJENA BAZE

kodon 12

p.Glyl2Ala (p.G12A)

¢.35G>C (GGT>GCT)

p.Gly12Asp (p.G12D)

c.35G>A (GGT>GAT)

p.Glyl2Val (p.G12V)

c.35G>T (GGT>GTT)

p.Gly12Arg (p.G12R)

c.34G>C (GGT>CGT)

p.Gly12Cys (p.G12C)

c.34G>T (GGT>TGT)

p.Glyl2Ser (p.G12S)

c.34G>A (GGT>AGT)

kodon 13

p.Gly13Asp (p.G13D)

c.38G>A (GGC>GAC)

Za svaki uzorak dobiva se 8 reakcijskih krivulja. Svaka reakcijska krivulja ima
izraCunatu brojéanu Ct vrijednost. Razlika izmedu Ct vrijednosti kontrolne reakcije i svake
pojedine specifitne mutacije je ACt. Proizvoda¢ je odredio brojcanu vrijednost za donju
granicu (1% ACt) za svaku pojedinu mutaciju, 1 rezultat manji od te vrijednosti smatra se

pozitivnim, a rezultat veci od te vrijednosti negativnim za doti¢nu mutaciju (tablica 3.5).

Tablica 3.5. Grani¢ne vrijednosti (1% ACt)

1% ACt

p.Glyl2Ala 6,25
p.Glyl2Asp 7,72
p.Glyl2Arg 6,83
p.Glyl12Cys 6,95
p.Glyl12Ser 8,9

p.Glyl2Val 6,5

p.Glyl3Asp 9,09

Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu i krivulje nastajanja za uzorak negativan za
svih sedam mutacija gena KRAS prikazani su na slici 3.8. Ct za kontrolnu reakciju je 27, a za
najblizu reakcijsku krivulju mutacije je 38; razlika je 11 (ACt = 11). Vrijednost ACt je veca
od 1% ACt za svaku mutaciju, §to znaci da je uzorak negativan na svih sedam mutacija gena

KRAS.
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Slika 3.8. Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu
za uzorak negativan za mutacije gena KRAS

Kvantitativi PCR u stvarnom vremenu za uzorak pozitivan na najée$éu mutaciju
p.Glyl2Val (c.35G>T) gena KRAS prikazan je na slici 3.9. Ct za kontrolnu reakciju je 29, a za
specifi¢nu mutaciju p.Glyl2Val je 32; razlika je 3 (ACt=3). Vrijednost ACt je manja od 1%

ACt za mutaciju p.Gly12Val, $to znaci da je uzorak pozitivan na tu mutaciju.
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Slika 3.9. Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu za
uzorak pozitivan za mutaciju p.Glyl2Val
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3.2.1. Rezultati analize uzoraka na sedam tockastih mutacija gena KRAS — ucestalost

mutacija u skupini bolesnika s karcinomom debelog i zavrSnog crijeva

Od ukupno 113 uzoraka tumora mutacija gena KRAS dokazana je u 39,8% (45/113)
uzoraka. Od toga je najvise uzoraka (42,2%; 19/45) imalo mutaciju p.Glyl2Val (c.35G>T),
24,5% (11/45) uzoraka mutaciju p.Glyl2Asp (c.35G>A), 15,6% (7/45) uzoraka mutaciju
p.Gly1l3Asp (c.38G>A), 11,1% (5/45) uzoraka mutaciju p.Glyl12Ser (c.34G>A), 4,4% (2/45)
uzoraka mutaciju p.Glyl2Cys (c.34G>T) i 2,2% (1/45) uzoraka mutaciju p.Glyl2Ala
(c.35G>C). Mutacija p.Gly12Arg (c.34G>C) nije pronadena (slika 3.10).

4,4% 2,2%

11,1% O p.Gly12Vval

42,2% o p.Gly12Asp
H p.Glyl3Asp
M p.Glyl2Ser
O p.Glyl2Cys
d p.Glyl2Ala
24,5% O p.Gly12Arg

15,6%

Slika 3.10. Ucestalost pojedinih mutacija gena KRAS u uzorcima karcinoma debelog i
zavrS$nog crijeva

3.2.2. Usporedba prisutnosti mutacija gena KRAS s dobi i spolom oboljelih osoba te

klini¢ko-patohistoloskim osobitostima tumora

Mutacije gena KRAS dokazane su u podjednakom broju uzoraka s obzirom na dob
oboljelih osoba: u 23 uzorka osoba mladih od 60 godina (23/56; 41%) i u 22 uzorka osoba
starijih od 60 godina (22/57; 39%). U skupini mladih bolesnika bila su 33 negativna uzorka, a
u skupini starijin 35. Nije dokazana statisticki znacajna razlika u prisutnosti mutacije gena
KRAS u odnosu na dob oboljelih osoba (p = 0,84) (slika 3.11).

S obzirom na spol, mutacije gena KRAS dokazane su u 25 muskaraca i 20 Zena. U
skupini muskaraca bilo je 25 negativnih uzoraka, a u skupini Zena 29 uzoraka negativnih na
mutaciju gena KRAS. Mutacije gena KRAS dokazane su u gotovo jednakom postotku s
obzirom na spol bolesnika: u 39% (25/64) muskaraca i 41% (20/49) Zena (p = 1,0) (slika
3.12).
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Slika 3.11. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na dob oboljelih

osoba
50
= 40
o
>
> 30 -
§
o] 20 A
>
n
=) 10 -
S
0 .
Muskarci
KRAS pozitivan 25 20
KRAS negativan 39 29
B %KRAS pozitivnih 39 41

Spol

Slika 3.12. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na spol oboljelih
osoba



Mutacije gena KRAS dokazane su u 27 uzoraka tumora manjih od 5 cm (27/60; 45%) i
u 14 uzoraka tumora veéih od 5 cm (14/47; 30%); statisticki znacajna razlika nije utvrdena (p

=0,11). U svakoj skupini bila su po 33 negativna uzorka (slika 3.13).
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KRAS pozitivan 27 14
KRAS negativan 33 33
B %KRAS pozitivnih 45 30

Veli¢éina tumora

Slika 3.13. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na veli¢inu tumora

Mutacije gena KRAS su dokazane u 44 uzorka dobro/umjereno diferenciranih tumora
(niski gradus) i u niti jednom lose diferenciranom tumoru (visoki gradus). U skupini tumora
niskog gradusa bilo je 58 negativnih uzoraka, a u skupini visokog gradusa 9 negativnih (slika
3.14).
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Slika 3.14. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na stupanj
diferencijacije tumora (histoloski gradus)

Mutacije gena KRAS dokazane su u 6 uzorka (6/10; 60%) tumora Klasificiranih kao
Dukes'A, 14 uzoraka (14/29; 48%) Dukes'B i u 21 uzorku (21/68; 31%) Dukes'C (slika 3.15).

Najucestalije su u tumorima klasificiranim kao Dukes'A.
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KRAS pozitivan 6 14 21
KRAS negativan 4 15 47
B %KRAS pozitivnih 60 48 31

Stadij po Dukes'u

Slika 3.15. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na stadij po Dukes'u
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Mutacije gena KRAS dokazane su u 5 uzoraka (5/15; 33%) tumora s angioinvazijom i
35 uzoraka (35/88; 40%) tumora u kojima nije pronadena angioinvazija (Slika 3.16). Izmedu

ove dvije skupine nema statisti¢ki znacajne razlike.
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KRAS pozitivan 5 35
KRAS negativan 10 53
B %KRAS pozitivnih 33 40

Angioinvazija

Slika 3.16. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na prisutnost
angioinvazije

Mutacije gena KRAS dokazane su u 16 uzoraka (16/41; 39%) karcinoma zavr$nog i 29
uzoraka (29/72; 40%) karcinoma debelog crijeva (slika 3.17). U oba tipa tumora javljaju se

’ jednakom ucestalos$cu.
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Smjestaj tumora

Slika 3.17. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena KRAS u odnosu na smjestaj
primarnog tumora



Usporedba ucestalosti mutacija gena KRAS po skupinama i p-vrijednost prikazani su u tablici
3.6.

Tablica 3.6. Povezanost prisutnosti mutacija gena KRAS s klinickim i patohistoloskim
osobitostima oboljelih osoba i njihovih tumora

mutacija gena KRAS

Osobitost Broj Negativan Pozitivan p-vrijednost

oboljelih (%) broj (%) broj (%)
Dob (godina)
<60 56 (49,6) 33 (59,0) 23 (41,0) p=0,84
>60 57 (50,4) 35 (61,4) 22 (38,6)
Spol
Muski 64 (57,0) 39 (61,0) 25 (39,0) p=1,00
Zenski 49 (43,0) 29 (59,2) 20 (40,8)
Veli¢ina tumora (cm)
<5,0 60 (56,0) 33 (55,0) 27 (45,0) p=0,11
>5,0 47 (44,0) 33(70,2) 14 (29,8)
Histoloski gradus (stupanj diferencijacije)
Niski 102 (91,9) 58 (56,9) 44 (43,1) p=0,01
Visoki 9 (8,1) 9 (100) 0 (0,0)
Dukes’
A 10 (9,3) 4 (40,0) 6 (60,0)
B 29 (27,1) 15 (51,7) 14 (48,3) p=0,09
C 68 (63,6) 47 (69,1) 21 (30.9)
Angioinvazija
DA 15 (14,6) 10 (66,7) 5(33,3) p=0,78
NE 88 (85,4) 53 (60,2) 35 (39,8)
SmjeStaj tumora
Zavr$no crijevo 41 (36,3) 25 (61,0) 16 (39,0) p=1,00
Debelo crijevo 72 (63,7) 43 (59,7) 29 (40,3)

p-vrijednost dobivena Fisherovim testom
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Od ukupno 45 uzoraka karcinoma debelog i zavrSnog crijeva pozitivnih na mutaciju
gena KRAS podjednako su prisutne tranzicije i transverzije. Tranzicije (G>A) su dokazane u
23 uzorka, a transverzije u 22 uzorka (jedna G>C i dvadeset i jedna G>T). Najcesce su
transverzije G>T (46,7%) i tranzicije G>A (35,6%). Od toga je 15,5% (7/45) uzoraka imalo
mutaciju u kodonu 13, a vecina uzoraka (84,5%; 38/45) u kodonu 12. Broj i vrsta tranzicija i

transverzija u uzorcima tumora prikazani su u tablici 3.7.

Tablica 3.7. Broj i vrsta mutacija gena KRAS (tranzicije, transverzije), kodoni koji su
zahvacéeni mutacijom i promijenjena aminokiselina.

) Slijed Promjena )
Vrsta Broj nukleotida u | nukleotida u Broj
Kodon mutacije mutacija kodonu kodonu promijenjenih
(supstitucija) (%) AK
(AK) (AK)

12 GSA 16 GGT (Gly) GAT (Asp) 11
(35,6%) | GGT (Gly) AGT (Ser) 5

12 GsT 21 GGT (Gly) GTT (Val) 19
(46,7%) GGT (Gly) TGT (Cys) 2
12 G>C 1 (2,2%) GGT (Gly) GCT (Ala) 1
13 G>A 7(15,5%) | GGC (Gly) | GAC (Asp) 7

3.3. Analiza prisutnosti tockastih mutacija gena BRAF

Prisutnost jedne toCkaste mutacije gena BRAF p.Val600Glu (c.1799T>A) odredili smo
u 113 uzoraka karcinoma debelog i zavr$nog crijeva. Na slici 3.18. prikazani su vrhovi
krivulja taljenja za dva uzorka: negativna kontrola (zdrava sluznica debelog crijeva) ima vrh
taljenja na 53 °C, Sto znadi prisutnost stanica koje imaju iskljuc¢ivo nemutirani alel, a uzorak
karcinoma ima vrh taljenja na 61 °C, $to znaci prisutnost stanica koje imaju traZenu mutaciju
(na jednom i/ili oba alela). U uzorku karcinoma ne vidi se nemutirani alel jer je njegovo

umnazanje sprijeCeno kompetitorom (IDNA).
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Slika 3.18. Krivulje i vrhovi taljenja za pozitivan (Tm = 61°C)

i negativan(Tm = 53°C) uzorak na mutaciju p.Val600Glu

3.3.1. Rezultati analize uzoraka na tockastu mutaciju p.Val600Glu gena BRAF

Od ukupno 113 uzoraka karcinoma debelog i zavr$nog crijeva, mutaciju gena BRAF

dokazali smo u 8,8% (10/113) uzoraka (slika 3.19).

Na 30 uzoraka napravili smo potvrdu rezultata metodom sekvenciranja po Sangeru i

na taj nacin potvrdili svih 10 pozitivnih i 20 negativnih rezultata dobivenih PCR u stvarnom

vremenu (slika 3.20).

91,2%

8,8%

m BRAF pozitivni

O BRAF negativni

Slika 3.19. Udio pozitivnih i negativnih uzoraka tumora na mutaciju gena BRAF
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Slika 3.20. A) Kromatogrami uzoraka s mutacijom u genu BRAF
(c.1799T>A; GTG>GAGQG) i B) uzorci s divljim tipom gena BRAF (GTG)

3.3.2. Usporedba prisutnosti mutacija gena BRAF sa spolom i dobi oboljelih osoba i

Kklini¢ko-patohistolos§kim osobitostima tumora

Mutacija gena BRAF dokazana je u 3 uzorka oboljelih osoba mladih od 60 godina

(3/56; 5%) i u 7 uzoraka oboljelih starijih od 60 godina (7/57; 12%). Nije utvrdena statisticki

znacajna razlika u pojavljivanju mutacije u odnosu na dob (p = 0,32) (slika 3.21).
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Slika 3.21. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na dob oboljelih

Dob bolesnika

osoba
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S obzirom na spol, mutacija gena BRAF dokazana je u 7 (7/64; 11%) muskaraca i 3

(3/49; 6%) Zene. Premda se mutacija gena BRAF ¢esc¢e dokazuje u muskaraca nema statisticki
znacajne razlike u pojavljivanju mutacije kod muskaraca i zena (p = 0,51) (slika 3.22).

Mutacije gena BRAF dokazane su u 5 uzoraka tumora manjih od 5 cm (5/60; 8%) i u 5

uzoraka tumora vecih od 5 cm (5/47; 11%). Statisti¢ki znacajna razlika nije dokazana (p =

0,74) (slika 3.23).

Mutacije gena BRAF dokazane su u 8 uzoraka dobro/umjereno diferenciranih tumora

(niski gradus) (8/102; 8%) i u 2 loSe diferencirana tumora (visoki gradus) (2/9; 22%). U

skupini tumora niskog gradusa bila su 94 negativna uzoraka, a u skupini visokog gradusa 7

negativnih uzoraka na trazenu mutaciju (slika 3.24). Statisticki znacajna razlika nije dokazana

(p =0,19).
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Slika 3.22. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na spol oboljelih

osoba

62



50

= 40
o
2
n 30
§
© 20
>
n
S 10
S I B
0 - ‘
<5cm =5cm
BRAF pozitivan 5 5
BRAF negativan 55 42
B %BRAF pozitivnih 8 11

Veli¢ina tumora

Slika 3.23. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na veli¢inu tumora
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Slika 3.24. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na histoloski gradus

tumora
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Mutacije gena BRAF dokazane su samo u uzorcima tumora Klasificiranim kao
Dukes'C; nadeno je 10 pozitivnih uzoraka (10/68; 15%) (slika 3.25). Niti u jednom od 10
analiziranih uzoraka tumora klasificiranih kao Dukes'A i 29 uzoraka Klasificiranih kao

Dukes'B nije nadena mutacija.
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Stadij po Dukes'u

Slika 3.25. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na stadij po Dukes'u

Mutacija gena BRAF dokazana je u 2 uzorka (2/15; 13%) tumora s angioinvazijom i 8

uzoraka (8/88; 9%) tumora u kojima nije pronadena angioinvazija (slika 3.26). Nije dokazana

statisticki znacajna razlika u prisutnosti mutacije gena BRAF u tumorima sa i bez

angioinvazije (p = 0,63).
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Slika 3.26. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na prisutnost
angioinvazije u tumoru

Mutacija gena BRAF nije dokazana u uzorcima karcinoma zavr$nog crijeva (0/41).
Svih 10 uzoraka pozitivnih na mutaciju gena BRAF bili su uzorci karcinoma debelog crijeva
(10/72; 14%) (slika 3.27).
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Smjestaj tumora

Slika 3.27. Broj uzoraka i udio tumora s mutacijom gena BRAF u odnosu na smjestaj
primarnog tumora
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Usporedba ucestalosti mutacija gena BRAF po skupinama i p-vrijednost prikazani su u tablici
3.8.

Tablica 3.8. Povezanost prisutnosti mutacije gena BRAF s klinickim i patohistoloskim
osobitostima oboljelih osoba i njihovih tumora

mutacija gena BRAF

Osobitost Broj Negativan Pozitivan p-vrijednost
oboljelih (%) broj (%) broj (%)

Dob (godina)

<60 56 (49,6) 53 (94,6) 3(5.4) p=0,32
>60 57 (50,4) 50 (87,7) 7 (12,3)

Spol

Muski 64 (56,6) 57 (89,1) 7 (10,9) p=0,51
Zenski 49 (43,4) 46 (93,9) 3(6,1)

Veli¢ina tumora (cm)

<5,0 60 (56,0) 55 (91,7) 5(8,3) p=0,74
>5,0 47 (44,0) 42 (89,4) 5 (10,6)

Histoloski gradus (stupanj diferencijacije)

Niski 102 (91,9) 94 (92,2) 8(7,8) p=0,19
Visoki 9 (8,1) 7(77,8) 2 (22,2)

Dukes'

A 10 (9,3) 10 (100) 0(0,0)

B 29 (27,1) 29 (100) 0(0,0) p=0,04
C 68 (63,6) 58 (85,3) 10 (14,7)

Angioinvazija

DA 15 (14,6) 13 (86,7) 2 (13,3) p=0,63
NE 88 (85,4) 80 (90,9) 8(9,1)

SmjeStaj tumora

Zavr$no crijevo 41 (36,3) 41 (100) 0(0,0) p=0,01
Debelo crijevo 72 (63,7) 62 (86,1) 10 (13,9)

p-vrijednost dobivena Fisherovim testom
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U nasem uzorku, kod tri oboljele osobe testirali smo primarni karcinom i jetrene

metastaze istih tumora, a kod jednog bolesnika primarni karcinom i metastazu limfnog ¢vora.

U sva cetiri primarna tumora dokazali smo mutaciju gena KRAS; u jednom mutaciju

p.Gly12Cys, u drugom p.Glyl2Val, a u trecem i ¢etvrtom mutaciju p.Gly12Ser. Isti rezultat

dobili smo u jetrenim metastazama koje su uzete biopsijom i to u prvom sluéaju 2 godine

nakon operacije primarnog tumora, u drugom slucaju 1 godinu nakon operacije primarnog

tumora i u trecem slucaju 2 godine nakon operacije primarnog tumora. Za cetvrtog bolesnika

istovremeno su kirurski odstranjeni i primarni tumor i limfni ¢vor u kojima je dokazana ista

mutacija. Mutacija p.Val600Glu gena BRAF nije dokazana niti u primarnom tumoru niti u

metastazama ovih bolesnika (tablica 3.9).

Tablica 3.9. Prisutnost mutacija gena KRAS i BRAF u primarnim tumorima i pridruzenim

metastazama
Redni Mutacija Mutacija
S;g‘r oo | VrStauzorka gena KRAS | gena BRAF
p.Val600Glu
1 Primarni tumor p.Gly12Cys nije
' dokazana
Metastaza jetre p.Gly12Cys nije
dokazana
2 Primarni tumor p.Glyl2Val nije
' dokazana
Metastaza jetre p.Glyl2Val nije
dokazana
3 Primarni tumor p.Gly12Ser nije
' dokazana
Metastaza jetre p.Glyl2Ser nije
dokazana
4 Primarni tumor p.Glyl12Ser nije
' dokazana
Metastaza limfnog ¢vora p.Glyl12Ser nije
dokazana
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4. RASPRAVA

Karcinomi nastaju nakupljanjem mutacija u genima kljuénim za funkcioniranje
stani¢nog ciklusa, ¢ime se mijenja normalan stanicni ciklus i potice karcinogeneza. Upravo su
karcinomi debelog crijeva vrlo pogodan model za proucavanje genske podloge nastanka i
napredovanja raka jer se razvijaju sporo i vec¢ina ih je rezultat dugogodisnjega stupnjevitog
procesa tijekom kojeg iz dobro¢udnoga malog adenoma, kao posljedica nasljednih i/ili
ste¢enih mutacija, nastaje zlo¢udni invazivni tumor (12). Polaze¢i od osnovnog geneti¢kog
modela karcinogeneze debelog i zavrSnog crijeva (poznat kao 'Vogelsteinov model' i
‘adenom-karcinom slijed’) i proucavanjem tumora debelog i zavr$nog crijeva U razli¢itim
stadijima razvitka od adenoma do karcinoma dokazano je da je u vecini slu¢ajeva potrebno
najmanje pet ili vise razli¢itih genskih promjena kako bi iz adenoma nastao karcinom (11).
Taj model koji ukljucuje samo klju¢ne genske promjene u procesu nastanka CRC (tockaste
mutacije gena KRAS i p53, LOH na 5qg i 18qg) s vremenom je nadopunjen i danas je potpuno
jasno da ove tumore treba promatrati kao heterogenu bolest koja nastaje po razli¢itim genskim
obrascima (engl. multipathway disease), sto potvrduje ¢injenica da histoloski identi¢ni tumori
imaju razlicitu prognozu i razlicito reagiraju na lijecenje (116-119). Za razvitak
individualiziranog pristupa u lije¢enju ove bolesti potrebno je utvrditi snazne i neovisne
prognosticke biljege prema kojima bi se oboljele osobe svrstale u skupine za koje bi se
primjenjivao optimalan nacin lijecenja. Takoder, potrebno je utvrditi i prediktivne biljege
odgovora na specifi¢no lijecenje, kao i biljege koji bi pokazali kolika je mogucnost da se

razviju nuspojave ili toksi¢nost lijeka.

Proteklih su godina najvise istrazivane mutacije gena/proteina ukljucenih u signalne
puteve u stanicama karcinoma ¢ovjeka. U mnogim solidnim tumorima dokazana je pojacana
ekspresija receptora za EGF (EGFR), a time i pojac¢ana aktivnost signalnih puteva koji se
pokre¢u njegovom aktivacijom (120,121). Jedan od takvih puteva je signalni put MAPK koji
upravlja temeljnim stani¢nim procesima kao sto su proliferacija, diferencijacija, prezivljenje i
programirana stani¢na smrt (122). Kljuc¢ne signalne molekule na tom putu su produkti
onkogena KRAS i BRAF. Pojacana aktivnost EGFR dokazana je u oko 80% karcinoma
debelog crijeva i povezuje se s losijom prognozom bolesti, zbog ¢ega se ovaj signalni put

nasao u zaristu razvoja novih lijekova (123-125).
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4.1. Prediktivna vrijednost gena KRAS i BRAF u karcinomu debelog crijeva

U svrhu odredivanja prediktivne i prognostic¢ke vrijednosti pojedinih genskih biljega u
karcinomima debelog i zavrsnog crijeva najvise su proucavane somatske mutacije gena
KRAS, APC i p53, a potom i gena PIK3CA i BRAF koje su glavni razlog nastanka tumora
debelog i zavrsnog crijeva (48). Medu njima jedino je gen KRAS prihvacen kao prediktivni
biljeg odgovora na terapiju novim lijekovima, monoklonskim protutijelima usmjerenim na
vanjsku domenu receptora za EGF (cetuksimab i panitumumab) jer je dokazano da bolesnici
koji nemaju mutaciju gena KRAS u CRC imaju statisti¢ki znacajno duzi period bez progresije
bolesti, odnosno duze ukupno prezivljenje, dok bolesnici u ¢ijim se karcinomima nalazi jedna
od Klini¢ki znacajnih mutacija gena KRAS ne odgovaraju na terapiju ovim lijekovima (126-
129). Gen KRAS je gotovo idealan prediktivni biljeg s obzirom da se vise od 90% mutacija
nalazi u uskom podru¢ju eksona 2, s obzirom da ima visoku negativnu prediktivnu vrijednost
(99% bolesnika s mutacijom gena KRAS ne odgovara na inhibiciju EGFR novim lijekovima),
a ucinci samih mutacija dobro su razjasnjeni i poznati (39,100,127,130). Zbog svoje
ucestalosti, kao i zbog ucinka u stanici koji je povezan s nemoguénoséu inaktivacije proteina
KRAS, znacajnim se smatraju tockaste missens mutacije u eksonu 2 koje dovode do zamjene
aminokiseline glicin (kodirane kodonima 12 i 13) u proteinu, dok su ostale mutacije gena
KRAS rjede i nemaju dokazano klini¢ko znacenje (100). Danas se, prema odredbi Americkog
drustva za Kklinicku onkologiju (ASCO) i udruzenja National Comprenhensive Cancer
Network (NCCN), zahtjeva testiranje gena KRAS na mutacije za svakog bolesnika s
karcinomom debelog i zavrsnog crijeva koji je kandidat za lije¢enje monoklonskim
protutijelima, inhibitorima receptora za EGF (95,131,132). Cilj takvog pristupa u lije¢enju
metastatskog CRC je poboljsanje ukupnoga Kklinickog statusa bolesnika, izbjegavanje
nepotrebne toksi¢nosti i nuspojava lijekova, te suvisnih materijalnih troskova. Medutim,
dokazano je da svi bolesnici koji nemaju mutaciju gena KRAS ne odgovaraju na lijecenje anti-
EGFR monoklonskim protutijelima (128). Ovisno o kombinaciji anti-EGFR i drugih oblika
lije¢enja, razliciti autori objavili su rezultate prema kojima otprilike 20-50% bolesnika koji
nemaju mutaciju gena KRAS odgovara na terapiju novim lijekovima (133-136). Ocito je da
promjene ostalih molekula koje sudjeluju u prijenosu signala od EGFR prema jezgri mogu
takoder uzrokovati rezistenciju na anti-EGFR lijecenje (137). Sljede¢i u nizu signalnih
molekula nakon EGFR koje se aktiviraju medudjelovanjem s proteinom KRAS su produkti
gena BRAF i PI3K.
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Za razliku od aktivacije gena KRAS koja je temeljito istrazena, aktivacija gena BRAF i
njegova uloga u stanici jo$ nije u potpunosti istrazena. Protein BRAF nalazi se na signalnom
putu MAPK, odmah nakon proteina KRAS od kojeg preuzima signal. Premda je njegova
uloga klju¢na u prijenosu signala od proteina KRAS prema jezgri, njihov medusobni odnos
nije razjasnjen kao ni klinicka znacajnost mutacija gena BRAF u CRC. Istrazivanja su
pokazala da aktivacija gena BRAF dovodi do pojacane aktivnosti puta MAPK neovisno o
aktivaciji gena KRAS, odnosno da se njihove mutacije medusobno iskljucuju (138,139). Zato
je udruzenje NCCN preporucilo testiranje gena BRAF u svim tumorima u kojima nema
mutacije gena KRAS (140). Prediktivna vrijednost gena BRAF u odgovoru na lijecenje anti-
EGFR monoklonskim protutijelima jos nije utvrdena zbog retrospektivnih istrazivanja i malog
broja uzoraka CRC Kkoji imaju mutaciju ovog gena. Jedna skupina autora objavila je da se
mutacije gena KRAS i BRAF medusobno iskljucuju te da bolesnici koji nemaju mutaciju gena
KRAS, a imaju mutaciju gena BRAF, ne¢e odgovoriti na terapiju novim lijekovima (141,142).
Podaci druge skupine autora okupljene oko istrazivanja CRYSTAL upucuju na to da ¢e u istoj
kombinaciji, normalan KRAS i mutirani BRAF, ishod biti suprotan, odnosno da ¢e bolesnici
odgovaoriti na lijecenje (143). Nasuprot tome, nedavno je dokazano i objavljeno da se najcesca
mutacija gena BRAF p.V600E moze pojaviti zajedno s mutacijama gena KRAS u
uznapredovalim karcinomima debelog i zavrsnog crijeva i njihovim metastazama u limfnim
¢vorovima, $to pojacava progresiju bolesti, odnosno potvrduje njihovu sinergiju u tumorima

koji imaju mutaciju oba gena (144,145).

U ovom istrazivanju potvrdeno je da se mutacije ovih dvaju gena medusobno
iskljucuju, odnosno da se mutacije gena BRAF dokazuju isklju¢ivo u tumorima koji nemaju

mutaciju gena KRAS.

4.2. Standardizacija postupka odredivanja mutacija gena KRAS i BRAF

Odredivanje genskih promjena u tkivu tumora zahtjeva pravilan izbor reprezentativnog
uzorka za analizu. S obzirom da odredivanje mutacija gena KRAS u metastatskom CRC ima
prediktivnu vrijednost jer predvida odgovor na lijecenje anti-EGFR lijekovima cetuksimabom
i panitumumabom, postavljene su smjernice prema kojima je cijeli postupak
multidisciplinaran i nastoji se standardizirati. Obuhvaca predanaliticku fazu (odabir i priprema
tkiva za analizu), analiticku fazu (odabir metode, pouzdanost rezultata) i poslijeanaliti¢cku fazu

(izvjestavanje rezultata i interpretacija nalaza).
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4.2.1. Predanaliticka faza: vaznost patologa

Za konacni rezultat vaznu ulogu ima patolog prilikom postavljanja patohistoloske
dijagnoze i u odabiru reprezentativnog uzorka tkiva tumora koje ¢e biti podvrgnuto analizi.
Uzorak tkiva tumora u kojem se odreduje mutacija treba sadrzavati $to $to je manje moguce
primjesa upalnog ili nekroti¢nog tkiva. Udruge patologa u Americi i Europi (College of
American Pathologists, CAP, te European Society of Pathology, ESP) nedavno su iznijeli
svoje preporuke u kojima naglasavaju vaznost patologa u odabiru i pripremi uzorka za
analizu, vaznost laboratorija u izboru analiticke metode i izvjestavanju o rezultatima, te
vaznost interpretacije nalaza od strane onkologa (146). Prema smjernicama patologa, kao i
prema istrazivanjima koja usporeduju razli¢ite metode odredivanja mutacija, najvazniji
kriterij za pouzdanost rezultata je broj/udio stanica tumora u pocetnom uzorku (112,147).
Ovisno o osjetljivosti analiticke metode potreban je veci ili manji udio tumorskih stanica u
pocetnom uzorku. Europske se smjernice posebno bave predanalitickom fazom. Isti¢u vaznost
analize primarnog tumora ili metastaza nasuprot ispitivanja adenoma ili neinvazivng
karcinoma (jer u tim stadijima bolesti nije indicirano lijecenje novim lijekovima), a ukoliko
tumor pokazuje znacajnu genotipsku heterogenost tada treba odabrati tkivo iz vise razli¢itih
parafinskih blokova (148). S obzirom da se mutacije gena KRAS pojavljuju rano tijekom
zlo¢udne preobrazbe, jos u stadiju adenoma, one se nalaze (ili ne nalaze) u metastazama i u
primarnom tumoru, zbog ¢ega nije potrebno testirati oba uzorka (149). Nekoliko je studija
pokazalo prisutnost istih mutacija u primarnom tumoru i u metastazama, §to upucéuje na
stabilnost mutacija u procesu metastaziranja, odnosno na metastatski potencijal stanica koje
nose mutaciju (112). lzostanak podudarnosti tih rezultata uglavnom se tumaci kao posljedica
lose osjetljivosti i specificnosti koristene metode, ali i genotipske heterogenosti tumora
pogotovo kada su u pitanju tockaste mutacije i gubitak heterozigotnosti (LOH). Genotipska
heterogenost ¢esce je prisutna u ranim stadijima tumora (90%) u odnosu na kasnije stadije
tumora (69%) i moze biti uzrok razli¢itih rezultata testiranja u primarnom tumoru i metastazi
(112,148). Cesce su razlike u rezultatima testiranja LOH, primjerice tumor-supresorskih gena
(58%-67%), nego tockastih mutacija, primjerice u onkogenima (20%) (112,117). Jedna je
skupina autora odredivala mutacije gena KRAS i BRAF u sredistu tumora, rubovima invazije
tumora, metastazama limfnih ¢vorova i udaljenim metastazama. Dokazali su da se rezultati za
KRAS i BRAF mutacije u sredistu tumora i rubovima invazije razlikuju u 8% i 1% uzoraka,
primarnom tumoru i metastazama limfnih ¢vorova u 31% i 4% uzoraka te u primarnom

tumoru i udaljenim metastazama u 10% i 0% uzoraka (150). Druga skupina autora dokazala je
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podudarnost rezultata analize gena KRAS na mutacije izmedu primarnih CRC i pridruzenih
udaljenih metastaza u 95% uzoraka (151).

U skupini nasih bolesnika u cetiri oboljele osobe istovremeno smo testirali primarni
karcinom i metastazu (u jetri ili limfnom ¢voru) te dokazali prisutnost istih mutacija u uzorku
primarnog tumora kao i u metastazi. Jednake rezultate testiranja mutacija gena KRAS i BRAF
u primarnim tumorima i pridruzenim metastazama objavili su i drugi autori u svojim
radovima (149).

Odredivanje mutacija u tumorskom tkivu uklopljenom u parafinske blokove pokazalo
se jednako vrijedno kao i u svjezem uzorku tumora, a prema nekim autorima ¢ak i vrijednije
zbog moguc¢nosti uzorkovanja s vise mjesta u tumoru (vise razlicitih parafinskih blokova)
(152).

4.2.2. Analiticka faza: vaznost metode

Osim sto se u uzorku DNA Kkoji se koristi za detekciju mutacija nalazi odredeni omjer
ne-tumorskog i tumorskog tkiva, sve stanice tumora nemaju isti genotip te postoji moguc¢nost
da samo mali broj stanica ima gensku promjenu koju pokusavamo odrediti. Upravo je zbog
toga, uz odabir reprezentativnog uzorka tkiva, odabir dovoljno osjetljive metode drugi vazan
¢imbenik koji bitno utjece na konacni rezultat. Karakteristikama odabrane metode bave se
CAP i ESP i upuéuju na smjernice CLIA (engl. Clinical Laboratory Improvement
Amendments guidelines) za procjenu laboratorijskih testova. Metoda mora proéi sve provjere i
imati sve potrebne potvrde (biti validirana), prihvatljivu osjetljivost, specifi¢nost, stupanj
iskoristenja i cijenu, a mora biti u moguénosti detektirati najmanje 7 najcesc¢ih mutacija gena
KRAS u kodonima 12 i 13. Najcesc¢e koristene metode za detekciju mutacija KRAS su PCR u
stvarnom vremenu i direktno sekvenciranje. Danas se direktno sekvenciranje smatra zlatnim
standardom u detekciji mutacija, ali zbog slabe osjetljivosti to se ne moze reci i za detekciju u
tkivu tumora. Premda je velika prednost sekvenciranja u tome §to moze dokazati sve moguce
mutacije na umnozenom ulomku (primjerice u eksonu 2 i 3 gena KRAS, kodoni 12, 13 i 61),
za pouzdano odredivanje mutacija u tumorima direktno ima slabu osjetljivost od 10-30% zbog
¢ega su moguci lazno negativni rezultati (113,128,153). Metode PCR u stvarnom vremenu
imaju izvrsnu osjetljivost od 1-5%, brze su, jednostavne i odvijaju se u zatvorenom PCR-
sustavu, pa je smanjena moguc¢nost kontaminacije (113). Zlatni standard za detekciju mutacija
u tumorima trebala bi biti metoda koja je u moguénosti kvantificirati pocetni uzorak DNA

prije detekcije mutacija. U Sjedinjenim Americkim Drzavama se odredivanje mutacija gena
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KRAS koristenjem komercijalnog kompleta reagensa TheraScreen® K-RAS Mutation Kit CE-
IVD, metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu uz pocetnice i probe ARMS i
Scorpions, smatra zlatnim standardom u detekciji sedam mutacija u kodonu 12 i 13 gena
KRAS (107). Koristenje istog reagensa odobreno je i u Europskoj Uniji, Kanadi i Australiji
(154). Taj komplet reagensa validiran je u akreditiranom laboratoriju u Belgiji prema
standardima Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines i koristen je u
istrazivanjima koja su neposredno utjecala na odluku komisije European Committee for
Medicinal Products for Human Use o odobrenju lijeka panitumumab za bolesnike s
metastatskim CRC (112,113,126). U nasem su radu koristni upravo taj komercijalni komplet i
metoda, jer omogucavaju kvantifikaciju DNA u pocetnom uzorku. Detekcija mutacija radi se
samo u onim uzorcima koji imaju dovoljnu koli¢inu pocetne DNA. Koristenjem specifi¢nih
PCR-pocetnica ARMS omoguceno je odredivanje mutacija koje ukljucuju promjenu jedne
baze u slijedu nukleotida (engl. single nucleotide polimorphism, kratica SNP) ili malih
delecija. Osnovna karakteristika specificnih PCR-pocetnica ARMS jest ta da su specificne za
odredeni slijed nukleotida na kojem se pojavljuje promjena (engl. sequence-specific ARMS
primers ili allel-specific ARMS primers) te na taj nac¢in omogucavaju umnazanje analizirane
DNA samo onda kada u uzorku postoji ciljna mutacija. Prema tome, nastanak produkta PCR
zna¢i postojanje mutacije u uzorku, i obrnuto. Na 3' kraju PCR-pocetnice ARMS nalazi se
nukleotid komplementaran promijenjenom nukleotidu u sekvenci DNA na koju se pocetnica
specificno veze. Taq-polimeraza je enzim izrazito ucinkovit u prepoznavanju i razlikovanju
podudarnosti trazene sekvence i 3' kraja PCR-pocetnice. Specificno promijenjeni slijed
nukleotida selektivno ¢e se umnoziti jer postoji podudarnost s 3' krajem PCR-pocetnice
ARMS, ¢ak i onda kada velika veé¢ina molekula DNA iz uzorka nema mutaciju. Zato je ova
metoda jako specifi¢na i izuzetno osjetljiva (106,155).

U nasim uzorcima, prema procjeni patologa, bilo je vise od 50% stanica tumora sto je
osiguralo dovoljnu koli¢inu tumorske DNA u poc¢etnom uzorku S obzirom da se za detekciju
mutacija koristi metoda izuzetne osjetljivosti (153,154). U odnosu na druge metode koje se
koriste za identifikaciju tockastih mutacija u onkogenu KRAS, metoda koja je koristena u
ovom istraZzivanju ima najvecu osjetljivost, od 1%. Ona osigurava pouzdano odredivanje
prisutnosti sedam razli¢itih toc¢kastih mutacija u heterogenom uzorku tkiva tumora s malim
brojem stanica koje imaju mutaciju gena KRAS, bez potrebe potvrdivanja rezultata metodom
direktnog sekvenciranja (131,153). Osjetljivost se metode definira kao najmanji postotak
mutacija koji se moze detektirati u uzorku ukupne analizirane genomske DNA, $to znaci da se

ovom metodom moze detektirati 1% genski promijenjenih stanica u odnosu na ukupan broj
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stanica u uzorku. U ostalim metodama osjetljivost je 5-30% (106,128,155). Kvantifikacija
uzorka osigurava pouzdanu i to¢nu detekciju mutacija prema prijavljenoj osjetljivosti, Cime se
izbjegavaju lazno negativni rezultati.

Za detekciju mutacija gena BRAF danas ne postoji validirani komercijalni komplet
reagensa. U upotrebi su samo testovi koji se mogu koristiti u istrazivacke svrhe. Koriste se
razli¢ite metode: PCR u stvarnom vremenu, SSCP (engl. single strand conformation
polymorphism), RFLP (engl. restriction fragment length polymorphism), nakon cega se
rezultati najcesce potvrduju sekvenciranjem. Usporedbom rezultata dobivenih metodom PCR
u stvarnom vremenu i direktnog sekvenciranja jedna skupina autora objavila je 100%
podudarnost rezultata (156). Nedavno je razvijena poboljSana verzija direktnog sekvenciranja
tzv. piro-sekvenciranje (engl. pyrosegencing), metoda koja ima vecu osjetljivost, daje brze
rezultate, uspjesno analizira degradiranu DNA (male fragmente) loSije kvalitete, ali je 1 dosta
skuplja od direktnog sekvenciranja (155). U ovom se radu za odredivanje mutacije gena BRAF
koristio isti pocetni uzorak kao i za odredivanje mutacija gena KRAS. Rezultati dobiveni PCR
u stvarnom vremenu potvrdeni su metodom direktnog sekvenciranja. Svih deset pozitivnih
rezultata na mutaciju gena BRAF i dvadeset negativnih, koji su utvrdeni metodom PCR u

stvarnom vremenu, potvrdeni su metodom direktnog sekvenciranja.

4.2.3. Postanaliticka faza: vaznost pravilnog izvjestavanja o rezultatima

Smjernice ESP upucuju na to da se optimalno izvjestavanje o rezultatima testiranja
gena KRAS na mutacije treba raditi prema smjernicama za osiguranje kvalitete u
molekularnom genetickom testiranju (engl. Guidelines for Quality Assurance in Molecular
Genetic testing) koje proizlaze iz organizacije OECD (engl. Organization for Economic
Cooperation and Development) (157). Kada je rezultat testiranja gena KRAS na mutacije
negativan, vazno je u nalazu istaknuti na koje se mutacije testiranje odnosi (jer se razlicitim
metodama testiraju razlic¢ite mutacije). Kada je rezultat pozitivan, tada je vazno specificirati
nadenu mutaciju jer su, prema vaze¢im smjernicama, za odabir lijecenja bitne samo mutacije
u kodonima 12 i 13 gena KRAS.

4.3. Ucestalost i vrsta mutacija gena KRAS i BRAF u karcinomu debelog crijeva
Istrazivanja koja su se radila na razli¢itom broju uzoraka i pritom koristila razlicite
metode za detekciju mutacija objavila su neujednacene podatake 0 mutacijama gena KRAS u

CRC. Nekoliko skupina autora radilo je na usporedbi metoda koje se koriste za odredivanje
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mutacija u genu KRAS, iz ¢ega je vidljivo da se rezultati dobiveni razlicitim metodama
medusobno razlikuju (147,153).

Brojna istrazivanja najées¢ih mutacija onkogena KRAS u karcinomima debelog i
zavrsnog crijeva pokazuju razlicitu ucestalost pojedinih mutacija u razlicitim populacijama
svijeta. Na 737 uzoraka karcinoma oboljelih u Nizozemskoj mutacije na kodonima 12 i 13
pronadene su u 37% slucajeva; najceséa je bila mutacija p.Glyl2Asp pronadena u 33%
uzoraka pozitivnih na mutacije gena KRAS (152). Analizom 58 uzoraka tumora oboljelih u
Grékoj mutacija u kodonu 12 nadena je u 29,3% slucajeva (158). U populaciji Marokanaca,
mutacije su nadene u 29% od 62 analizirana uzorka (159). U populaciji od 53 oboljele osobe
iz Kashmira, metodom SSCP i direktnim sekvenciranjem, mutacije su dokazane u 22,6%
uzoraka; najcesca je bila mutacija p.Gly12Asp pronadena u 54% pozitivnih uzoraka (160). Na
uzorku od 392 tumora oboljelih Svicaraca uestalost mutacije iznosila je 30,1%; najéeséa je
bila mutacija p.Gly12Asp (41% pozitivnih uzoraka) zatim p.Gly12Val u 20% i p.Gly13Asp u
23% pozitivnih uzoraka (161). U Spanjolskoj su, metodom PCR u stvarnom vremenu,
mutacije dokazane u 48% uzoraka (162). U Francuskoj su, metodom direktnog sekvenciranja,
na uzorku od 586 tumora dokazane mutacije u 34,4% uzoraka; 82,3% mutacija nadeno je u
kodonu 12 i 17,7% u kodonu 13 (137).

U Hrvatskoj do sada nije ispitana ucestalost mutacija gena KRAS u populaciji
bolesnika s karcinomom debelog i zavr$nog crijva. U ovoj disertaciji prikazano istrazivanje
predstavlja prvi takav pokusaj. Ucestalost mutacije gena KRAS na kodonima 12 i 13, utvrdena
metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu, iznosila je 39,8% (45/113), $to je unutar
granica ucestalosti istih mutacija u drugim populacijskim studijama.

Multicentri¢na istrazivanja na velikom broju uzoraka (engl. The Kirsten ras in-
colorectal-cancer collaborative group, RASCAL), koja objedinjuju rezultate suradnih
skupina iz razlicitih zemalja svijeta (Australija, Kanada, Francuska, Njemacka, Italija, Irska,
Japan..), najbolje ukazuju na ucestalost mutacija. Tako je, primjerice, na 2.721 uzorku tumora
karcinoma debelog i zavr$nog crijeva, pokazana ucestalost mutacije u kodonima 12 i 13 od
37,7% (163). Nakon toga je, u drugoj studiji RASCAL Il, analiziranjem 3.439 uzoraka tkiva
tumora nadena ucestalost mutacija od 35% (104). Ista istrazivanja su pokalaza da su najcesce
tockaste mutacije gena KRAS koje dovode do promjene aminokiseline glicin na kodonu 12 u
aspartat ¢.35G>A (p.Gly12Asp) (32,5%), u valin ¢.35G>T (p.Glyl2Val) (22,5%), u cistein
c.34G>T (p.Gly12Cys) (8,8%), u serin ¢.34G>A (p.Glyl12Ser) (7,6%), u alanin ¢.35G>C
(p.Gly12Ala) (6,4%) i u arginin ¢.34G>C (p.Gly12Arg) (0,9%) odnosno na kodonu 13 u
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aspartat ¢.38G>A (p.Gly13Asp) (16,7%; 19,5%) (104,163). Veci broj mutacija dokazan je u
kodonu 12 (70-80%), nego u kodonu 13 (20-30%) (163,164).

I u naSem su istrazivanju mutacije kodona 12 bile ¢eS¢e (84,5%; 38/45), nego u
kodonu 13 (15,5%; 7/45). Najcesca je bila mutacija p.Glyl2Val u (42,2%; 19/45) po ¢emu se
razlikujemo od ostalih populacija gdje se najceS¢e dokazuje mutacija p.Glyl2Asp i
p.Gly12Ser. U naSim je uzorcima mutacija p.Glyl2Asp nadena u 24,5% (11/45) uzoraka,
mutacija p.Gly13Asp u 15,6% (7/45) uzorka, mutacija p.Gly12Ser u 11,1% (5/45) uzoraka,
mutacija p.Gly12Cys u 4,4% (2/45) uzoraka, i mutacija p.Glyl2Ala u 2,2% (1/45) uzoraka. U

niti jednom uzorku nije dokazana mutacija p.Gly12Arg.

U metastatskim karcinomima debelog i zavr$nog crijeva dokazan je veéi postotak
mutacija gena KRAS na kodonu 12 i 13 nego u ranijim stadijima bolesti (164). U Meksiku su,
metodom PCR u stvarnom vremenu, na 807 uzoraka metastatskog karcinoma, mutacije gena
KRAS na kodonu 12 i 13 nadene u 39% uzoraka; najcesc¢a je bila mutacija p.Glyl2Ser
pronadena u 47% pozitivnih uzoraka, dok je na drugom mjestu bila mutacija p.Glyl2Asp
pronadena u svega 16% pozitivnih uzoraka (165). U Njemackoj su, metodom sekvenciranja
1.018 uzoraka primarnog karcinoma i pridruzenih metastaza, mutacije gena KRAS na
kodonima 12 i 13 nadena u 39,3% uzoraka (166). U istrazivanjima koja su radena na
uzorcima metastatskih karcinoma, u bolesnika koji su odabrani za lije¢enje monoklonskim
protutijelima anti-EGFR jer su im dokazane udaljene metastaze, takoder je veca ucestalost
mutacija gena KRAS. Mutacije su dokazane u 40,7% bolesnika alel-specificnim PCR u
stvarnom vremenu, u 43% metodom ARMS, 42,3% sekvenciranjem, te u 38% uzoraka meta-
analizom 22 studije(127,129,167,168). Ucestalost pojedinih specificnih mutacija gena KRAS u
metastatskom CRC podjednaka je kao i kod svih stadija bolesti (166).

Najces¢a mutacija gena BRAF je tockasta mutacija u eksonu 15 (kodon 600) koja
dovodi do promjene aminokiseline valin u glutaminsku kiselinu p.Val600Glu, i ¢ini vise od
95% svih mutacija ovog gena u karcinomu debelog i zavr$nog crijeva (74). U vecini je
istrazivanja za dokazivanje ove mutacije koriStena metoda direktnog sekcvencioniranja, a
ucestalost mutacije iznosila je od 0% - 6,5% (159,169,170). U Hrvatskoj populaciji, ucestalost
mutacije p.V600E gena BRAF u CRC dokazana metodom PCR u stvarnom vremenu uz
potvrdu sekvenciranjem, iznosi 8,8% (10/113), sto se podudara s do sada objavljenim
podacima o ucestalosti te mutacije u ostalim populacijama. Ucestalost mutacija gena BRAF u
karcinomu debelog i zavrS$nog crijeva bitno je manja od mutacija gena KRAS i krece se od 5-
15% (74).
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U zajednickoj studiji koja je provedena u dva medicinska centra (u Grckoj i Americi)
na tkivima metastatskog karcinoma lije¢enih osoba, mutacije gena BRAF nadene su u 8%, a
mutacije gena KRAS u 37% uzoraka (171). I u drugim populacijama, prijavljena je veca
ucCestalost mutacije gena BRAF u bolesnika s metastatskim karcinomom u odnosu na ranije
stadije bolesti (137,164).

U Hrvatskoj je tek prosle godine zapocelo testiranje i lijeCenje bolesnika s
metastatskim karcinomom debelog i zavr$nog crijeva (S udaljenim metastazama) koji su
kandidati za novi lijek (cetuksimab). Iz tog razloga jo§ nema dovoljno uzoraka niti podataka
na temelju kojih bi se utvrdila uéestalost mutacija gena KRAS i BRAF u metastatskom CRC u

nasoj populaciji.

Mutacije gena KRAS i BRAF se u gotovo svim tumorima debelog i zavr$nog crijeva
pojavljuju odvojeno; u samo malom broju uzoraka (0-0,4%) pojavljuju se zajedno (164). U
nasem su istrazivanju sve mutacije gena BRAF dokazane u uzorcima tumora koji nisu imali

mutaciju gena KRAS.

4.4. Povezanost mutacija gena KRAS i BRAF s prognozom bolesti

Premda se ¢ini da su spomenute mutacije povezane s losijom prognozom bolesti jer se
ces¢e dokazuju u metastatskim tumorima i uzrokuju rezistenciju na lijecenje novim
lijekovima, do danas nema jednoznacnih rezultata koji to potvrduju. Prognosti¢ka vrijednost
spomenutih mutacija danas je jo$ uvijek nejasna jer istrazivanja u kojima se povezuje
prisutnost mutacija s prognostickim pokazateljima, ukljuc¢ujuci ukupno prezivljenje i period
bez progresije bolesti, ne pokazuju iste rezultate (172). Prema smjernicama REMARK (engl.
Reporting recommendations fot tumor marker prognostic studies), koje su osmisljene radi
poboljsanja kvalitete istrazivanja prognostickih biljega u onkologiji, potrebno je usporediti
novi biljeg kandidat (mutacije gena KRAS, BRAF) s ve¢ usvojenim biljezima i utvrditi
njegovu samostalnu prognosticku znacajnost (173). Za definiranje prognosticke znacajnosti u
istrazivanju naglasava se vaznost studije prezivljenja Kaplan-Meyerovom analizom te
provodenje univarijantne i multivarijantne Cox-regresije. Ovo istrazivanje imalo je za cilj
utvrditi povezanost prisutnih mutacija gena KRAS i BRAF s prognozom bolesti usporedbom
ucestalosti mutacije u tumoru s klinicko-patohistoloskim karakteristikama oboljelih (dob,
spol) i tumora (klasifikacija po Dukes'u, angioinvazija, histoloski stupanj diferencijacije

tumora (gradus), veli¢ina tumora, smjestaj tumora). Analizu ukupnog prezivljenja i perioda
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bez progresije bolesti u ovom trenutku nije bilo moguce napraviti jer su bolesnici obuhvaceni

istrazivanjem operirani tijekom zadnje dvije godine.

Prva studija RASCAL na 2.721 uzorku CRC pokazala je da je prisutnost mutacije
gena KRAS povezana s povec¢anim rizikom od recidiva i smrti te da je mutacija p.Glyl2Val
agresivnija od ostalih (163). To je potvrdeno i u studiji RASCAL Il na jos vecem broju
bolesnika gdje pojava mutacije p.Glyl2Valin u tumorima klasificiranim kao Dukes'C ima
negativan utjecaj na period bez progresije bolesti i ukupno prezivljenje (104,174). U nasoj
populaciji istice se visok udio mutacije p.Glyl2Val (42,2%). Taj bi podatak, zajedno s
podatkom o kasnom otkrivanju karcinoma debelog i zavrsnog crijeva u Hrvatskoj, mogao biti

razlogom za trajno visoku smrtnost od ove bolesti.

Prema brojnim istrazivanjima vaznost zivotne dobi za prognozu ishoda bolesti jos je
nejasna. Neke studije pokazuju da ljudi mladi od 45, 50 ili 60 godina c¢es¢e imaju losiju
prognozu zbog prosirenosti bolesti, histoloskih tipova tumora losije prognoze i cescih
recidiva, dok druge studije pokazuju da se karcinom pojavljuje u jednakim stadijima bolesti
kod mladih i starijih bolesnika (175). Prema studijama RASCAL na velikom broju uzoraka
nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u prisutnosti mutacija gena KRAS u odnosu na dob
bolesnika, dok skupina autora na manjem broju uzoraka u populaciji Gréke i Maroka
dokazuju mutacije gena KRAS kao c¢esce u skupini bolesnika mladih od 70, odnosno 60
godina (102,159,169,173). Mutacija gena BRAF nije dokazana statisticki znacajno cesce kod
mladih ili starijih bolesnika (175,176). U nasem istrazivanju nije dokazana statisti¢ki znacajna
razlika u prisutnosti mutacija gena KRAS i BRAF izmedu skupina mladih i starijih bolesnika
(<60 i>60 godina).

Neka istrazivanja pokazuju da se u zena, ces¢e nego u muskaraca s karcinomom
debelog i zavrsnog crijeva, javljaju lose diferencirani tumori i da se bolest ¢esc¢e dijagnosticira
u uznapredovalom stadiju, sto upucéuje na losiju prognozu ishoda bolesti (177). Medutim, u
mnogim studijama mutacije gena KRAS i BRAF nisu dokazane statisti¢ki znacajno ¢esce kod
zena nego kod muskaraca (102,143,160,163). U nasem istrazivanju nije dokazana statisticki

znacajna razlika u prisutnosti mutacija gena KRAS i BRAF izmedu muskaraca i zena.

Veli¢ina tumora nije se pokazala prognosticki znacajnom (178). Ipak, jedna skupina
autora nedavno je pokazala da je veliCina tumora neovisan prognosticki biljeg te da je
prognosti¢ka znacajnost veéa za karcinome debelog crijeva nego za karcinome zavr$nog
crijeva (40). Karcinomi debelog crijeva su obi¢no veci od karcinoma zavr$nog crijeva jer se

kasnije otkrivaju. U nasem istrazivanju nije dokazana statisticki znacajna razlika u prisutnosti
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mutacija gena KRAS i BRAF izmedu skupine manjih (<5 cm) i ve¢ih karcinoma (> 5cm), kao

niti u drugim sli¢nim studijama (163).

Histoloski stupanj diferencijacije tumora (gradus) temelji se na procjeni udjela
zljezdanih stanica u tumoru te se prema tome karcinomi debelog i zavrSnog crijeva
klasificiraju u dvije kategorije: dobro do umjereno diferencirani (niski gradus) i loSe
diferencirani (visoki gradus). Histoloski gradus dokazan je u mnogim multivarijantnim
analizama kao neovisni prognosti¢ki biljeg, s tim da je visoki gradus povezan s izuzetno
loSom prognozom. Medutim, velika vecina kirurS$ki odstranjenih tumora su niskog gradusa,
zbog ¢ega je u bilo kakvim daljnjim analizama uvijek veci broj takvih uzoraka. S obzirom da
nasi uzorci predstavljaju realnu ucestalost kirurski odstranjenih karcinoma u nasoj ustanovi,
od ukupno 111 uzoraka kojima je odreden histoloski gradus ¢ak 102 spadaju u niski, a svega 9
u visoki gradus. To je jedan od razloga zbog kojeg se u ovom istrazivanju dokazuje statisticki
znacajno Ce$c¢a pojava mutacija gena KRAS u karcinomima niskog gradusa u odnosu na visoki
(p=0,01). Niti jedna mutacija gena KRAS nije dokazana u karcinomima visokog gradusa. U
velikoj studiji RASCAL objavljeni su isti rezultati kao $to su dobiveni u ovom istrazivanju,
razina statisticke znaajnosti za pojavu mutacija gena KRAS u skupini uzoraka niskoga
histoloskog gradusa je ¢ak p=0,006 i objasnjava se na isti nacin. Mutacije gena BRAF
dokazane su u 22% (2/9) uzoraka visokog gradusa i u 7,8% (8/102) uzoraka niskog gradusa
Sto je sli¢no rezultatima skupine autora iz Australije koji su objavili 24% mutacija u loSe

diferenciranim i 5% u dobro diferenciranim karcinomima (176).

Stadij po Dukes'u je prihvacen kao jedan od najjacih prognostickih biljega u CRC jer
pokazuje anatomsku proSirenost tumora i izravno je povezan s ukupnim prezivljenjem
oboljelih. Za stadij bolesti Dukes’A petogodisSnje prezivljenje iznosi 80-90%, za Dukes’B
iznosi 50%, dok prisutnost udaljenih metastaza smanjuje petogodisnje prezivljenje na manje
od 10% (2). Razlicite studije upucuju na razlicite zakljucke o povezanosti prisutnosti mutacija
gena KRAS i/ili BRAF u CRC sa stadijem po Dukes'u. Jedna skupina autora u uzorku od 100
karcinoma podijeljenih prema stadiju po Dukes’u u podjednake skupine, nije dokazala
nikakvu povezanost mutacija gena KRAS i BRAF sa stadijem bolesti (179). Medutim, druga
skupina autora u velikoj populacijskoj studiji od 1.413 bolesnika dokazuje statisticki znacajno
¢eSc¢u pojavu mutacija gena KRAS u uznapredovalim karcinomima debelog crijeva (Dukes’B i
C) (180). U nasem istrazivanju prisutnost mutacija gena KRAS u uzorcima ne pokazuje
povezanost s tumorima lo$ije prognoze prema stadiju po Dukes'u, za razliku od mutacija gena

BRAF koje se statisticki znacajno ¢eS¢e dokazuju u tumorima stadija Dukes'C §to pokazuje
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povezanost mutacije gena BRAF s loSijom prognozom bolesti. Svi pozitivni rezultati na
mutaciju p.V600E gena BRAF (10/10) dobiveni su u karcinomima Kklasificiranim kao

Dukes'C, odnosno u uzorcima tumora s metastazama u limfnim ¢vorovima.

Tumorske stanice Cesto stvaraju udaljene metastaze u jetri i plu¢ima Sireéi se
hematogenim putem. Dokazano je da pojacana aktivnost gena iz porodice RAS stimulira
angiogenezu i angioinvaziju preko pojacane regulacije vaskularno-endotelnog ¢imbenika rasta
te je prisutnost angioinvazije u tumoru izuzetno snazan prognosti¢ki biljeg za karcinome
debelog i zavr$nog crijeva (181). U naSem istrazivanju nismo dokazali povezanost prisutnosti
mutacija gena KRAS i BRAF s angioinvazijom u tumorima, a razlog bi mogao biti mali udio

tumora s angioinvazijom u naSem ukupnom uzorku, svega 15%.

U posljednja dva desetljeca, porast oboljelih od karcinoma debelog crijeva bitno je
ve¢i od porasta oboljelih od karcinoma zavr$nog crijeva (78% i 6%) (182). Takoder,
ucestalost jednog od ova dva lokaliteta razlikuje se u razli¢itim dijelovima svijeta (182). Neke
studije pokazuju da lokalizacija karcinoma bitno utjeCe na morfologiju tumora te da se
karcinomi debelog i zavr$nog razvijaju po razli¢itim genskim obrascima (177,182). Poznato je
da karcinomi zavr$nog crijeva brze metastaziraju zbog svog anatomskog polozaja, a
karcinomi debelog crijeva u pravilu su veéi jer se kasnije otkrivaju. Zanimljive su ¢injenice da
se mutacije gena BRAF gotovo uopée ne dokazuju u karcinomima zavr$nog crijeva i da je u
karcinomima zavrS$nog crijeva relativno veéa ucestalost mutacija gena KRAS u odnosu na
karcinome debelog crijeva (143,152). | u naSem Su istrazivanju mutacije gena BRAF dokazane
isklju¢ivo u karcinomima debelog crijeva, a mutacije gena KRAS javljaju se jednakom

ucestaloS¢u u tumorima debelog 1 zavrsnog crijeva.

Tranzicije i transverzije su tockaste promjene gena. Tranzicije podrazumijevaju
zamjenu jedne purinske baze drugom purinskom (A umjesto G i obrnuto), odnosno
pirimidinske baze drugom pirimidinskom (T umjesto C i obrnuto). Transverzije
podrazumijevaju zamjenu purinske baze pirimidinskom i obrnuto. Za razliku od tranzicija,
transverzije Gu T 1 G u C povezane su s metastaziranjem tumora i loSijom prognozom bolesti
(104,172). Najcesci tipovi ovakvih mutacija u CRC su tranzicija G u A i transverzijaG u T,
povezane su sa spolom i sublokalizacijom tumora (152). Isto je nadeno u velikom kohortnom
istrazivanju provedenom u Nizozemskoj; tranzicija G u A i transverzija G u T najcesce
zahvacaju kodone 12 i 13 gena KRAS, u tumorima zavrS$nog crijeva je ucestalost transverzija
G u T veca nego u tumorima debelog crijeva, $to se naro€ito odnosi na oboljele Zene (152). U

drugoj studiji tranzicija G u A u kodonu 12 gena KRAS pronadena je isklju¢ivo u tumorima
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klasificiranim kao Dukes'B, transverzija G u T nadena je ve¢inom u tumorima klasificiranim
kao Dukes'C, a transverzija G u C samo u tumorima stadija Dukes'C §to upucuje na
povezanost transverzija s napredovanjem i metastaziranjem tumora (172). Jedna skupina
autora dokazala je statisti¢ki zna¢ajnu povezanost tranzicije G u A u kodonu 12 gena KRAS s
veli¢inom tumora i smjeStajem tumora klasificiranih kao Dukes’B (183). U naSem
istrazivanju, od 45 pozitivnih uzoraka na mutaciju gena KRAS, tranzicije i transverzije
zastupljene su podjednako: u 23 uzorka dokazane su tranzicije, a u 22 transverzije. U
karcinomu debelog i zavrSnog crijeva najce$¢e su dokazane tranzicije G u A (35,6%), i
transverzije G u T (46,7%). Usporedba ucestalosti po skupinama nije radena zbog malog broja
uzoraka u skupinama.

Uzorci sakupljeni u nasoj ustanovi odrazavaju stvarnu ucestalost patohistoloski
razli¢itih tumora debelog i zavrSnog crijeva koji se otkrivaju u Hrvatskoj. Manje od 10%
tumora otkriva se u lokaliziranom stadiju bolesti (Dukes'A), a najviSe u metastatskom stadiju
bolesti (Dukes'C) $to se 1 vidi po ucestalosti tih stadija bolesti u nasem uzorku. Takoder, u
nasem uzorku prevladavaju dobro do umjereno diferencirani tumori bez angioinvazije.

Visok udio mutacije p.Glyl12Val u naSoj populaciji, zajedno s kasnim otkrivanjem ove
bolesti u poodmaklom stadiju, ¢ini visoko rizi€nu kombinaciju ¢imbenika koji zajedno utjecu
na poraznu statistiku kada je u pitanju pojavnost 1 smrtnost od karcinoma debelog i zavr§nog
crijeva u Hrvatskoj.

Do danas nema jednoznac¢nih rezultata koji proizlaze iz relevantnih studija (primjerice
sistematski pregledni ¢lanak s meta analizom) i koji nedvojbeno povezuju mutacije gena
KRAS i BRAF s losom prognozom ove bolesti. U predstavljenom istrazivanju, usporedbom
mutacija gena KRAS s klini¢kim i patohistoloSskim karakteristikama nije dokazana statisticki
znacajna ucestalost tih mutacija u tumorima lo$ije prognoze. Medutim, mutacije gena BRAF
cesce se pojavljuju u lose diferenciranim tumorima i tumorima klasificiranim u stadij bolesti
Dukes’C koji ukljuCuje postojanje limfogenih metastaza i krace prezivljenje. Nasi rezultati
upucuju na zakljucak da za razliku od gena KRAS, ¢ije mutacije ne mozemo povezati s
napredovanjem bolesti, gen BRAF tockastom mutacijom p.Val600Glu sudjeluje u
napredovanju i metastaziranju tumora debelog i zavrSnog crijeva. Kako bi se Sto bolje
razjasnila uloga gena KRAS i BRAF u napredovanju ovih tumora potrebno je dodatno ispitati
prognosticku znaajnost ovih gena neovisno o patohistoloskim karakteristikama tumora
pracenjem ukupnog prezivljenja oboljelih 1 perioda bez progresije bolesti. Takoder, tockaste
mutacije gena KRAS i BRAF trebalo bi pratiti u kombinaciji s ostalim molekularnim biljezima

poznate prognosticke vrijednosti.
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5. ZAKLJUCCI

10.

Mutacije gena KRAS u uzorcima karcinoma debelog i zavr$nog crijeva

Ucestalost 7 ispitivanih mutacija gena KRAS u karcinomima debelog i zavrsnog crijeva
u oboljelih iz Hrvatske iznosi 39,8% $to je unutar prijavljene ucestalosti istih mutacija
u ostalim populacijama.

Najc¢esc¢a mutacija je p.Glyl2Val koja je dokazana u 42,2% uzoraka $to je specifi¢no za
oboljele osobe iz Hrvatske, jer se u ostalim populacijama naj¢esé¢e dokazuju mutacije
p.Gly12Asp i p.Glyl2Ser. Odmah iza nje po ucestalosti slijede: p.Gly12Asp (24,5%
uzoraka) p.Glyl3Asp (15,6% uzoraka), p.Glyl2Ser (11,1% uzoraka), p.Glyl2Cys
(4,4% uzoraka) i p.Glyl2Ala (2,2% uzoraka). Mutacija p.Gly12Arg (c.34G>C) nije
utvrdena.

Veci postotak mutacije p.Glyl2Val povezujemo s ve¢im udjelom agresivnijih tumora
loSije prognoze u ispitivanim uzorcima.

Ucestalost tranzicija i transverzija bila je podjednaka. NajceS¢e dokazane transverzije
su G>T i tranzicije G>A kao i u drugim sli¢nim istrazivanjima na uzorcima debelog i
zavrS$nog crijeva.

Mutacije su znatno c¢eS¢e u dobro do umjereno diferenciranim tumorima S§to
objasnjavamo izuzetno malim udjelom loSe diferenciranih tumora u ispitivanim

uzorcima tumora.

Mutacija p.Val600Glu (c.1799T>A) gena BRAF u uzorcima karcinoma debelog i

zavrSnog crijeva

Ucestalost ove mutacije u karcinomima debelog crijeva u oboljelih iz Hrvatske iznosi
8,8% $to je unutar prijavljene ucestalosti iste mutacije u ostalim populacijama .

U uzorcima karcinoma zavr$nog crijeva mutacija nije nadena Sto se podudara s
rezultatima drugih studija.

Ces¢a je u tumorima dobivenim od oboljelih starije Zivotne dobi (starijin od 60
godina).

Cesca je u lose diferenciranim tumorima.

Cei¢a je u tumorima klasificiranim kao Dukes'C §to objasnjavamo ulogom gena BRAF

u napredovanju i metastaziranju tumora.
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Farmaceutsko-biokemijski fakultet Doktorski rad

ZNACAJNOST ODREPIVANJA MUTACIJA GENA KRAS | BRAF U BOLESNIKA
S KARCINOMOM DEBELOG CRIJEVA
IVANA RAKO
KLINICKI ZAVOD ZA LABORATORIJSKU DIJAGNOSTIKU
KLINICKI BOLNICKI CENTAR ZAGREB

SAZETAK

Uvod. Ucestalost i smrtnost od karcinoma debelog crijeva u stalnom je porastu i zato je ova bolest vodeci
zdravstveni problem u svijetu i u Hrvatskoj. Nastaje sloZzenim procesom tijekom kojeg dolazi do uzastopnih
promjena u tumor supresorskim genima, onkogenima i genima za popravak krivo sparenih baza. Karcinom
debelog crijeva moze se pojaviti sporadicno ili kao nasljedni oblik; u oba slucaja radi se o vrlo heterogenoj
skupini zlocudnih tumora. Geni KRAS i BRAF spadaju u skupinu onkogena. Njihovi produkti posreduju u
prijenosu signala od receptora za epidermalni ¢imbenik rasta (EGFR) na unutarstani¢éne mitogenom aktivirane
protein kinaze (MAPK), te na taj nacin sudjeluju u kontroli stani¢nog ciklusa. Najées¢e promjene ovih gena su
tockaste mutacije. Dogadaju se u dobro¢udnoj fazi nastanka karcinoma debelog i zavr$nog crijeva i odgovorne
su za klini¢ki zna¢ajan rast tumora. Cilj ovog rada je odrediti uCestalost i vrstu mutacija gena KRAS i BRAF u
uzorcima karcinoma debelog i zavr$nog crijeva te ispitati da li postoji povezanost mutacija s patohistoloskim
pokazateljima loSije prognoze bolesti. Materijali i metode. U istraZivanje je ukljuteno 113 arhivskih uzoraka
(tkiva fiksirana u formalinu i uklopljena u parafin) karcinoma debelog i zavr$nog crijeva osoba koje boluju od te
bolesti, operiranih u razdoblju od 2009. do 2011. godine u KBC-u Zagreb. Za izdvajanje DNA koristeno je 6-10
rezova debljine 10 mikrometara svakog pojedinog tkiva. Sedam najce$cih tockastih mutacija gena KRAS
(p.G12A, p.G12D, p.G12V, p.G12R, p.G12C, p.G12S, p.G13D) odredeno je metodom kvantitativnog PCR u
stvarnom vremenu, a jedna mutacija gena BRAF (p.V600E) metodom PCR u stvarnom vremenu uz analizu
krivulje taljenja. Za svakog bolesnika prikupljeni su podaci o dobi, spolu, veli¢ini tumora, histoloskom gradusu
tumora, stadiju po Dukes'n, angioinvaziji i smjeStaju tumora. Usporedba ucestalosti mutacija u uzorcima
podijeljenim po skupinama ucinjena je Fisherovim testom, statistiCkom obradom podataka u programu MedCalc
v9.3.2.0. Rezultati. Mutacije gena KRAS dokazane su u 39,8% uzoraka, a najée$ce je dokazana mutacija p.G12V
(42,2% uzoraka). Tranzicije i transverzije bile su podjednako zastupljene. Mutacija p.V600E gena BRAF
dokazana je u 8,8% uzoraka i to isklju¢ivo u uzorcima s nemutiranim genom KRAS. Ugestalost mutacija gena
BRAF bila je visa u loSe diferenciranim tumorima i tumorima klasificiranim u stadij bolesti Dukes'C (p = 0,04).
Sve mutacije gena BRAF dokazane su u karcinomima debelog crijeva (p = 0,01). Zaklju¢ak. Ugestalost mutacija
gena KRAS i BRAF u populaciji bolesnika s karcinomom debelog i zavr$nog crijeva iz Hrvatske nalazi se unutar
granica prijavljene ucestalosti istih mutacija u drugim populacijama svijeta. Isti¢e se visok udio mutacije p.G12V
koja se povezuje s najlosijom prognozom bolesti, $to bi se moglo povezati s kontinuirano visokom smrtno§éu od
ove bolesti u Hrvatskoj. Visa ucestalost mutacija gena BRAF u tumorima loSije prognoze upucuje na njihovu
ulogu u napredovanju bolesti.

Kljucne rijeci: KRAS, BRAF, toc¢kaste mutacije, karcinom debelog i zavrsnog crijeva, klinicko-patohistoloske
osobitosti, prognoza bolesti
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SUMMARY

Introduction. Incidence and mortality of colorectal cancer are on constant increase and represent one of the
major health problems in the world as well as in Croatia. The development of colon cancer is a multistep process
which involves successive genetic alterations of tumor supressor genes, oncogenes and mismatch repair genes.
Colon cancer can arise as sporadic or familial hereditary colon cancer, representing in both cases a very
heterogeneous group of malignant tumors. KRAS and BRAF genes are oncogenes. Their products mediate and
control cellular responses through mitogen activating protein kinase signal pathway (MAPK), downstream of
epidermal growth factor receptor (EGFR). The most common activating mutations of these oncogenes are point
mutations. They arise early during the development of colorectal cancer and are associated with the clinically
significant tumor growth. The aim of this study was to determine the incidence of KRAS and BRAF gene
mutations in colorectal cancer patients in Croatia and to assess whether they are linked with clinicopathological
features of poor prognosis. Materials and methods. A total of 113 consecutive colorectal cancer patients were
included in this research. They were operated on 2009-2011 period at University Hospital Center Zagreb.
Resected tumor samples were formalin fixed and paraffin embedded and prepared for DNA extraction as four to
six 10-um sections. Seven common point mutations of KRAS gene (p.G12A, p.G12D, p.G12V, p.G12R, p.G12C,
p.G12S, p.G13D) were identified using quantitative real-time PCR, and the most common mutation of BRAF
gene (p.V600E) was detected using real-time PCR by fluorescence melting curve analysis. Clinical and
pathological data such as age, sex, tumor size, histologic grade, Dukes’stage, angioinvasion and tumor position
were collected for each patient. Differences in clinical and pathological variables between the groups of patients
with and without BRAF and KRAS mutations were analyzed using Fisher exact tests performed using MedCalc
v9.3.2.0. Results. KRAS gene mutations were detected in 39.8% samples, and the most frequent mutation was
p.G12V detected in 42.2% positive samples. Transitions and transversions were equally present. BRAF gene
mutation p.VV600E was detected in 8.8% samples, exclusively in tumors without KRAS mutations. Incidence of
BRAF gene mutation was higher in poor differentiated and Dukes'C tumors (p = 0.04). All BRAF gene mutations
were detected in colon cancers (p = 0.01). Conclusion. The incidence of KRAS and BRAF gene mutations in
colorectal cancer patients from Croatia is within commonly accepted limits. High percentage of p.G12V
aggressive mutation can be related to high mortality from colorectal cancer in Croatia. High incidence of BRAF
gene mutations in tumors with poor prognostic markers shows that BRAF mutations play a role in the
progression of this disease.
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