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A kolorektalis rakok KRAS-mutacios
statuszanak hatasa az Avastin-terapia
hatékonysagara
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MEKOT-Roche 2008 kutatdsi pdlydzat nyertese

Az angiogenezis gdtldsa az elérehaladott szolid daganatok terdpidja sordn gyakran alkalmazott kezelés. Mivel a vastag-
bél daganataiban leggyakrabban eléforduld onkogén mutdcid, a KRAS mutdciéja hatdssal van a daganatsejtek dltal ter-
melt angiogén faktorokra, igy tanulmdnyunkban megvizsgaltuk, hogyan befolydsolja a KRAS-mutdcios stdtusz az Avastin-
kezelés hatékonysdgdt. 2008 ota kiozel 600 kolorektdlis daganat KRAS-mutdcios stdtuszdt hatdroztuk meg restrikcios
fragmensek kapilldriselektroforézisével, melynek érzékenysége legaldbb 2,5%. A mutdns mintdkban a pontos bdziscserét
direkt szekvendldssal azonositottuk. A KRAS gén 12. kodonjdnak mutdcios gyakorisdga 31% volt, mig a 13. kodoné 6%, azaz
dsszesen a daganatok 37 szdzaléka volt mutdns. Harmincot mdjdttétes vastagbélrdkos beteg esetében vizsgdltuk, hogy a
daganatok genotipusa (KRAS-mutdcidja) befolydsolja-e a daganat anti-VEGF antitest-terdpidra adott valaszadt illetve a be-
tegek tulélését. Log-rank analizis segitségével megdllapithatd volt, hogy a 16 KRAS vad és 19 mutdns daganatban szenvedé
beteg anti-angiogén kezelése utdni progressziomentes tulélése hasonld (8,7+5,7 és 9,2+5,5 hénap). E vizsgdlat alapjdn a
KRAS-mutdci6 jelenléte a daganatos sejtekben nem befolydsolta érdemben az anti-angiogén terdpia hatékonysdgdt. Magyar
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Anti-angiogenic therapy became a standard care of advanced colorectal cancer. Since the most frequent genetic alteration
of colorectal cancer is KRAS mutation we have analyzed its effect on the efficacy of Avastin treatment. Since 2008 we have
determined the KRAS status of 575 patients with colorectal carcinoma using a sensitive screening method and sequencing.
In our database the frequency of KRAS mutation in colorectal cancer is 37% (codon 12: 31% followed by codon 13: 6%). We
have examined the effect of KRAS status on the efficacy of Avastin treatment in 35 patients. Progression-free survival of
KRAS mutant patients was highly similar to that of wild-type patients using log-rank test (9.2+5.5 months versus 8.7+5.7
months, respectively). Our data support those observations that KRAS status of colorectal cancer does not interfere with
the efficacy of Avastin treatment.
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BEVEZETES

A daganatos betegek terapidja soran egyre nagyobb teret
nyernek a célzott molekularis kezelések. A szolid tumorok
progresszidjanak kulcsfontossagu lépése a daganatok vér-
ellitasanak kialakitdsa. Az egyik meghatdrozé folyamat
az érujdonképzédés vagy neoangiogenezis, melynek egyik
alapvet6 molekularis mozgatéeleme a VEGF (vaszkuldris
endotelidlis novekedési faktor) — VEGF-receptor jelatvitel
miukodése. A VEGF a legfontosabb érképzédési faktor, ez
mutatja a legszorosabb 6sszefiiggést a tumorprogressziéval
és az attétképzddéssel (4). Erésen mitogén hatdssal van a
vaszkularis endotéliumra, fokozza az endotélsejtek migraci-
6jat, ezen kivil elengedhetetlen tényez6 az Gjonnan képz6-
dott endotélsejtek fennmaradasdhoz is. A VEGF-expresszi6
fokozott a legtobb daganattipusban, emellett szoros korre-
laciot mutat a beteg prognoézisaval (8).

Napjainkban lehet6ség van a daganatban zajlé neoangio-
genezis gatldsara. A legelterjedtebb gatloszer, az Avastin,
azaz bevacizumab egy humanizalt, rekombindns technolo-
giaval el6dllitott monoklonalis ellenanyag, amely a szabad
VEGF-molekuldkat megkotve megakadélyozza azok recep-
torhoz kotédését és igy a receptor aktivacidjat. A VEGEF-
jelatvitel hidnydban egyes erek visszafejlédhetnek, masrészt
az Uj vérerek képzddése ledll. Ennek kovetkeztében a daga-
nat novekedése lelassul. Ugyanakkor a daganat érhaléza-
tanak a szerkezete is normalizalodik, aminek hatdsara az
egyidejiileg adott kemoterdpids szerek tumorba jutasa fo-
kozddik, ezaltal terapias szinergizmus érhetd el (2). Ennek
megfeleléen az Avastint kemoterapids szerekkel kombina-
ciéban alkalmazzdk a vastagbél, a tiidd, az emld és a vese
elérehaladott daganataiban. Mindazonaltal fontos megem-
liteni, hogy a VEGF-gatloszerek alkalmazasanak a tumor
novekedésére gyakorolt hatasa ellentmondasos (9).

A célzott terapidk hatdsa azonban nagymeértékben fiigg a
betegség hatterében 4116 molekuldris elvaltozasoktol. Eppen
ezért az egyik legfontosabb kérdés, hogy a mutaciok meg-
hatdrozasaval, vagy esetleg mas biomarkerek segitségével
meghatarozzuk, mely betegek érzékenyek vagy éppen re-
zisztensek egy adott kezeléssel szemben. A vastagbél rossz-
indulatd daganataiban a KRAS gén mutdcidja a leggyako-
ribb onkogén elvaltozas. Eurdpai vizsgalatokban 30-40%
kozé teszik az aranyat, mely foldrajzilag is valtozhat, és a
metodika is jelentdsen befolydsolja. A KRAS-mutacio jelen-
léte negativ prognosztikus faktor illetve negativ prediktiv
faktor az anti-EGFR terapia soran (10). Hagyomanyos ke-
moterdpids kezelésekre vonatkozoan viszont neutralis té-
nyez6nek bizonyult.

Ugyanakkor a KRAS onkogén aktivacidja hatassal van a
daganatos sejtek altal termelt angiogén faktorok (pl. VEGF)
mennyiségére és a daganatok érstirtiségére (7, 11). Eppen

1. abra. KRAS-mutacié6 meghatarozasa restrikcios fragmens
mikrokapillaris-elektroforézissel és direkt szekvenalassal. A)
Szovettanimetszetenkijelolésrekeriilt, ismert tumorsejtarany(
daganatrészlet makrodisszekcidja utan torténik a DNS izolala-
sa. B) A 12-es kodon vizsgalatanal a PCR soran 144 bp hosszU-
sagl DNS-szakaszt kapunk, amit a restrikcids enzim egy 26 és
egy 118 bp-os termékre hasit vad tipust allélszekvencia ese-
tén, mutans allélnél viszont nem. C) A vad tipusl és mutans
allél aranyanak kvantitativ meghatarozasat mikrokapillaris-
elektroforézissel végezziik. D) A mutans mintakban a bazis-
csere pontos meghatarozasa direkt szekvenalassal torténik.
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ezért elképzelhetd, hogy az Avastin-kezelés hatdsa eltérhet a
mutdns vagy vad tipusu KRAS allélt hordozé betegek eseté-
ben. Tanulmanyunkban ezért dsszehasonlitottuk e két be-
tegcsoportban az Avastin-kezelés hatasat a tulélésre.

ANYAG ES MODSZER

A KRAS-mutdcié meghatdrozdsa

Intézetiinkben a KRAS-mutdacié meghatdrozasara restrik-
ci6s fragmensek kapillariselektroforézisét és direkt szekve-
nalast alkalmazunk. A mutacios stdtusz meghatarozasanak
fontosabb épéseit az 1. dbrdn szemléltetjiik. Ehhez elsé 1é-
pésben patologus dltal kijel6lt, ismert tumorsejtaranyu te-
riilet metszése torténik mikrotommal, paraffinba agyazott
szovetbdl. A daganatos teriiletet makrodisszekcidval dusit-
juk. Ezutan a metszetekb6l DNS-t izoldlunk, majd a 12-es
és 13-as kodon vizsgalatdhoz sziikséges DNS-szakaszo-
kat PCR-rel amplifikaljuk. A PCR reakcié AmpliTaqGold
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Branchburg, NJ) és
olyan primerek alkalmazasaval tortént, melyek 4j restrik-
ciés enzim hasitohelyet eredményeznek a vad tipusu allél
amplifikaciéja soran. A primerek bdzissorrendje a 12-es
kodon vizsgalatanal a kovetkez6: forward 5-GAA TAT
AAA CTT GTG GTA GTT GGA CCT-3 és reverse 5-GGT
CCT GCA CCA GTA ATA TG-3. A PCR Iépései: 95°C 10
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1. tablazat. Az Avastin-kezelés idépontja a terapia soran a
KRAS-mutans illetve vad tipusu daganatok esetében. A kezelési
id6pontok eloszlasa a két csoportban nagyjabol megegyezik

Avastin-kezelés Osszes KRAS vad KRAS muténs
1. vonal 15 6 9
2.vonal 1 6 5
3. vonal 5 3 2
4. vonal 3 1 2
5. vonal 1 0 1

percen keresztiil, majd 38 cikluson (95°C 1 percig, 55°C 1
percig, 72°C 2 percig) és végiil 72°C 4 percen at. A kapott
termékeket ezutdn Bstnl (New England Biolabs, Beverly
MA) enzimmel emésztjitk 60°C-on 4 6ran keresztil. A 13-
as kodon vizsgdlatandl a primerek bazissorendje: forward
5-TAT AAA CTT GTG GTA GTT GGC CCT GGT-3 és
reverse 5-GGT CCT GCA CCA GTA ATA TG-3. A PCR
1épései: 95°C 10 percen keresztiil, majd 38 cikluson (95°C 1
percig, 59°C 1 percig, 72°C 2 percig) és végiil 72°C 4 percen
at. A kapott termékeket ezutan Bgll (New England Biolabs)
enzimmel emésztjiik 37°C-on 4 6ran keresztiil. A restrikci-
0s enzim csak a vad tipust allélszekvencidt hasitja, a mutdnst
nem, ezaltal a mutdcidt tartalmazoé termékek az emésztés
utan teljes hosszusdgiiak maradnak. A DNS-fragmenseket
agaroz-gélelektroforézis alkalmazasaval etidium-bromidos
festéssel tettitk lathatéva. A mutans allélt is tartalma-
z6 mintdkban a mutdns-vad ardnyt Experion Automated
Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) mikrokapilldris elektroforézis rendszer segitségével
kvantifikaljuk. A szekvenciaanalizishez az agar6zgélbélizo-
lalt mutans restrikcids fragmenseket hasznaljuk fel. A mu-
taci6 pontos meghatdrozdasat direkt szekvenalassal végezziik
egy Applied Biosystems 3130 Genetic analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) segitségével.

Beteganyag

A betegpopulacid, amelynél a KRAS-mutécids statusz ha-
tasat vizsgaltuk az Avastin-terdpia hatékonysagara, 35
majattétes vastagbélrdkos betegbdl dllt, akiknél 2000 és
2008 kozott allitottak fel a diagnozist. Koziilik 19 KRAS-
mutans és 16 vad tipusu daganatos beteg volt. Mindannyi-
an AVASTIN-FOLFIRI kombinalt kezelést kaptak a terapia
kiillonbozd szakaszaiban. Legtobben az 1. ill. 2. vonalban,
néhany beteg a 3., 4., illetve 1 paciens az 5. vonalban, ahogy
aztaz I. tdbldzat mutatja. A mutdns és vad tipusu daganatok
nagyjabdl azonos szamban szerepeltek a kiilonb6z6 terdpids
vonalak esetében.

EREDMENYEK

A KRAS gén 12. és 13. kodonjanak mutaciéjat PCR-alapu
restrikciosfragmens-elemzéssel vizsgaltuk, amely igen
érzékeny modszer és minden, a vad tipustdl eltérd bazis-
sorrendet érzékel. Az dltalunk alkalmazott restrikcios
fragmensek mikrokapilldris-analizisén alapulé moédszer
érzékenységét mutans és vad tipusi KRAS-t tartalmazo
DNS-mintak meghatarozott aranyu keverékével vizsgal-
tuk (2. dbra).

Ezen eredmények alapjan a moédszerrel mar 2,5% mu-
tans DNS jelenlétét is biztonsagosan érzékelhetjitk. Inté-
zetlinkben 2009-2010-ben 575 kolorektdlis daganatban
végeztiik el a KRAS-mutacié meghatérozasat. Ebb6l 178
12. kodon és 36 13. kodon mutaciét talaltunk, igy a muta-
cids gyakorisag 37 szazalék volt (3. dbra). A 12. kodonban

2. abra. A kapillariselektroforézis modszer érzékenysége. Is-
mert KRAS-mutaciot hordozo és vad tipusi human daganatos
sejtvonalakbol izolalt DNS meghatarozott aranyu keverékével
mértiik meg, hogy melyik az a minimalis mutans-vad arany,
amelyben az Experion kapillariselektroforézis rendszer segit-
ségével a mutans allél még detektalhato. Eredményeink alap-
jan a 2,5% mutans allélt tartalmazo mintaban is azonosithato
a mutacio.
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3. abra. A KRAS-mutacio gyakorisaga a vastagbél rosszindula-
tu daganataiban. A 2009. és 2010. évben elvégzett 575 vizsga-
lat alapjan a KRAS-mutacios gyakorisag 37 szazalék volt.
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4, abra. A mutans KRAS allélokban eléforduld baziscserék
eloszlasa. Az altalunk vizsgalt betegpopulacioban a nemzet-
kozi adatokhoz hasonléan a 12. kodonban a GGT>GAT (30%)
és a GGT>GTT (39%) mutaciok voltak a leggyakoribbak. A 13.
kodonban valamennyi esetben a GGC>GAC pontmutaciot azo-
nositottuk.

AGT
@ GAT
TaT 1% 9%

30%

GCT
11%

39%

5. abra. A KRAS-mutacids statusz szerepe az Avastin-kezelés
hatékonysagaban. A progressziomentes tulélési adatok Kaplan-
Meier analizise alapjan nem volt szignifikans kiilonbség az
Avastin-kezelésben részesiilt vad tipusu illetve a mutans KRAS-
statuszl betegek kozdtt. A log-rank analizis alapjan a p-érték
0,88 volt.
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a GGT/GTT (39%) és a GGT/GAT (30%) mutacidk a leg-
gyakoribbak. Ezeken kiviil még GCT-t, TGT-t, CGT és
AGT baziscserét taldltunk (4. dbra). A 13. kodon mutdcioi
esetében mindig GAC béziscsere tortént.

A harmincot vastagbélrak kozott 16 KRAS vad és 19
mutdns volt. A progressziomentes tilélés 8,7 hénap lett a
vad tipust eseteknél illetve 9,2 honap a KRAS-muténs ese-
teknél. A betegek progresszidmentes tulélési gorbéit log-
rank analizissel hasonlitottuk 6ssze. Nem taladltunk szig-
nifikdns kiillonbséget a két betegpopulacié kozott (p=0,88)
(5. dbra).

KRAS-mutacio és Avastin-terapia

MEGBESZELES

Mivel a KRAS-mutécid a vastagbél rosszindulatti daganatai-
ban komoly prognosztikus értékkel bir, valamint az anti-
EGFR célzott terapia esetében egyértelmlien negativ
prediktiv faktor, eme mutdci6 rutin vizsgalata indokolt. Az
Intézetiinkben megvizsgalt kozel hatszaz daganat alapjan
a mutdcié el6forduldsi gyakorisaga (37%) nagyjabol meg-
egyezik mas eurdpai orszagok adataival (1, 3). Tovabbi kli-
nikai paraméterek felhasznalasaval a KRAS-mutacié hazai
betegpopulacidra vonatkozé prognosztikus jelentdségének
vizsgalata is lehet6vé valna.

Az érképz6dés gatlasanak terapids jelent6sége egyre no-
vekszik a daganatok terdpidja sordn, igy fontos a megfeleld
prediktiv markerek kidolgozasa. Mivel a KRAS-mutécié
befolyasolja a daganatos sejtek altal termelt angiogén fak-
torokat (7, 11), felvetédik a kérdés, mi e mutdcié szerepe
az érképzbédés gatlasdra adott terapids valaszban. A vizs-
galatunk eredménye alapjan a KRAS-mutdciés statusz
nem befolyasolta a progresszidomentes tulélést az Avastin-
kezelésben is részesiilé betegek korében. Az eredménye-
ink egybehangzoéak két korabbi vizsgalat eredményével,
amelyekben az Avastin-kezelés KRAS-mutdns betegek
esetében is javitotta a teljes- és a progresszidomentes tul-
élést (5, 6).

Ugyanakkor fontos felhivni a figyelmet arra a tény-
re, hogy amennyiben a KRAS-mutdns statusz rosszabb
prognozist eredményez, akkor az Avastin-terapia esetiik-
ben nagyobb mértékben javitotta a tulélést. Eppen ezért
tervezzitk a vizsgalatainkat kibéviteni az Gjabban diag-
nosztizalt esetekkel, igy nagyobb betegpopuldcion, az
Avastin-kezelés kiilonb6z6 terdpids vonalakban torténd
alkalmazdsanak figyelembevételével, hosszabb nyomon
kovetéssel és a teljes tulélés vizsgalatdaval pontosabban
meghatdrozhaté a kapcsolat a KRAS-statusz és az anti-
angiogén terdpia hatékonysaga kozott.
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