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Status genu K-RAS jako czynnik prognostyczny i predykcyjny
w raku jelita grubego

Malwina Bartczak, Aleksandra Satagacka, Marek Mirowski, Ewa Balcerczak

Na przelomie ostatnich lat nastgpil duzy postep w rozpoznawaniu i leczeniu nowotworow jelita grubego. Jednakze w zwigzku
z rosngcq zachorowalnoscig na nowotwory zlosliwe istnieje potrzeba poszukiwania nowych czynnikow prognostycznych
i predykcyjnych, w oparciu o ktore zostang opracowane nowe testy diagnostyczne. Takim czynnikiem wydaje si¢ by¢ gen
K-RAS. Wieloosrodkowe badania wskazujq na malgq wartos¢ prognostyczng tego genu w monitorowaniu postepu choroby,
Jjednakze ocena jego statusu daje mozliwos¢ indywidualizacji terapii wykorzystujqcej przeciwciala monoklonalne. Okreslenie
genotypu genu K-RAS pozwala na wyselekcjonowanie pacjentow z rakiem jelita grubego, u ktdrych leczenie cetuksymabem
przyniesie oczekiwany efekt terapeutyczny, jakim jest wydluzenie czasu przezycia.

K-RAS gene —prognostic and predictive factor in colon cancer

Over the last few years we have observed significant developments in the diagnosis and treatment of large intestine tumours.
However, due to the increased number of malignancies it is necessary to seek new prognostic and predictive factors which
could determine new diagnostic tests. The K-RAS gene appears to be such a factor. Multi-centered studies stress the low
prognostic value of this gene in monitoring disease progression, but the evaluation of its status raises possibilities regarding
the individualisation of therapies with monoclonal antibodies. Determining the K-RAS genotype allows to select colon cancer

patients in whom cetuximab treatment will provide the expected therapeutic effect, i.e. prolong survival.

Stowa kluczowe: polimorfizm, K-RAS, indywidualizacja terapii, rak jelita grubego
Key words: polymorphism, K-RAS, individualisation of therapy, colorectal cancer

Wprowadzenie

Okoto 150 ludzkich biatek zaliczanych jest do nadrodziny
biatek RAS. Nadrodzina ta podzielona jest na podstawie
sekwencji 1 podobiefistwa pelnionych funkcji na 5 gloéw-
nych rodzin: RAS, RHO, RAB, RAN i ARFE. Onkopro-
teiny RAS naleza do rodziny RAS (liczacej 36 bialek)
i stanowig obiekt wielu badan naukowych, ze wzgledu na
ich kluczowa role w procesie ludzkiej onkogenezy. Nowo-
tworem, w przebiegu ktorego gen kodujacy biatko K-RAS
ma szczegdlne znaczenie zardwno w ocenie progresji, jak
1 wyborze terapii, jest rak jelita grubego. Nowotwor ten
stanowi powazny problem spoleczny. Rokowanie w od-
niesieniu do tego nowotworu zalezy od wielu czynni-
kow, jakimi sa miedzy innymi: zawansowanie kliniczne,
lokalizacja guza, stopief zr6znicowania G, naciekanie
naczyn krwiono$nych i limfatycznych, wiek, ptec, a takze
odpowiedZ na zastosowang terapi¢. Gléwna metoda
leczenia raka jelita grubego jest chirurgia, uzupeiniana
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w okreslonych przypadkach neoadiuwantowa lub adju-
wantowa chemio- i/lub radioterapia. Mimo ogromnych
postepdw w tych formach terapii raka jelita grubego u 30
do 50% chorych, w réznych stopniach zaawansowania,
dochodzi do wznowy miejscowej lub uog6lnionej. Dlate-
go tez nowa, obiecujacg forma leczenia staje si¢ immu-
noterapia, wykorzystujaca przeciwciala monoklonalne.
Zastosowanie tej terapii powinno by¢ rozpatrywane
indywidualnie dla kazdego z pacjentow. W przypadku
cetuksymabu, wykorzystywanego w leczeniu rakow jelita
grubego, wymagane jest wykonanie analiz molekularnych
genu K-RAS, w celu uzyskania petnej efektywnosci zasto-
sowanej terapii.

Struktura genu K-RAS

Gen K-RAS stanowi jeden z najczedciej ulegajacych mu-
tacji protoonkogenéw w ludzkich nowotworach: jelita
grubego, trzustki, ptuc. Zlokalizowany jest na ramieniu
krétkim chromosomu 12 locus 12.1. Gen zbudowany jest
z 6 eksonéw, przy czym pierwszy ekson (oznaczony 0)
stanowi obszar nieulegajacy translacji, tzw. region UTR
(untranslated region), natomiast pozostate 5 eksonéw to
eksony kodujace (oznaczane od 1 do 4). Gen zawiera


https://core.ac.uk/display/268465148?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

148

A
B
5355nt 17861nt 1460nt 10053nt 5525nt
C ‘ 0 }:‘ 1 ;:‘ 2 H 3 }:‘ 4A :‘ 4B
170nt 122nt 179nt 160nt 124nt 466nt
STOP
5355nt 17861nt 1460nt 15702nt
170nt 122nt 179nt 160nt 466nt
5355nt 17861nt 1460nt 10053nt
170nt 122nt 179nt 160nt 120nt

Rye. 1. Lokalizacja chromosomowa i budowa genu (K-RAS)
(A) lokalizacja chromosomowa genu K-RAS
(B) struktura genu K-RAS
(C, D, E) mozliwe transkrypty genu K-RAS
(C) izoforma K-RAS 4A
(D) izoforma K-RAS 4B
(E) dodatkowa izoforma
Prostokaty na rycinie B-E oznaczaja eksony, faczace je linie oznaczajg introny.
Liczby ponizej prostokatow wskazuja na ich dtugos¢; zielone liczby to eksony kodujace, czerwone to UTR.

Diugos¢ introndw podana jest powyzej linii faczacych prostokaty.
Zgodnie z danymi zawartymi w bazie Ensembl (www.ensembl.org)

dwie alternatywne formy eksonu 4 — 4A i 4B. Ich obec-
no$¢ sprawia, ze gen ulega ekspresji w postaci dwoch roz-
nych biatek, nazywanych K-RAS 4A (189aa) i K-RAS 4B
(188 aa). Wariant K-RAS 4A zfozony jest z 6 eksondéw, na-
tomiast w przypadku wariantu K-RAS 4B wycieciu ulega
ekson 4A, a zatem zlozony jest on z 5 eksondéw. Doktadng
budowe genu przedstawia Rycina 1. Warto nadmienic, iz
90-95% transkryptow genu K-RAS w komorkach i tkan-
kach ukierunkowuje syntez¢ izoformy 4B [1].

Promotor genu K-RAS jest zlokalizowany powy-
zej miejsca inicjacji transkrypcji (-327->-296) [2]. Jest
on bogaty w pary GC, brak natomiast kasety TATA
i CCAAT, stanowiacej ceche charakterystyczna genow
zaliczanych do grupy gendéw metabolizmu podstawowe-
g0 (housekeeping genes), do ktorej nalezy gen K-RAS, ze
wzgledu na obecno$¢ ekspresji w wigkszosci komorek [3].
Istnieje rowniez trzeci splice wariant genu K-RAS, jednak
nie poSwigca mu si¢ uwagi w pracach naukowych.

W obrebie promotora znajduje si¢ element poli-
purynowy, wrazliwy na nukleazy NHE (nuclease hiper-
sensitive element), odgrywajacy kluczowa role w procesie
transkrypcji [2]. Badania Cogai i wsp. (2008 r.) nad tym
elementem w ludzkim genie K-RAS wskazuja, iz jest to
miejsce strukturalnie polimorficzne, ktore w okreSlonych
warunkach moze odwracalnie przyja¢ forme¢ G-quadru-
plexu (G4-DNA), co skutkuje zahamowaniem trans-
krypcji genu. Schemat kontroli procesu transkrypcji,
zaproponowany przez Cogai i wsp. (2008 r.), daje nowe
mozliwoSci molekularnego hamowania ekspresji K-RAS
w komoérkach nowotworowych [2].

Struktura bialek rodziny RAS

Monomeryczne biatka rodziny RAS, o Sredniej masie
21 kDa, zbudowane sa z 188 aminokwasow. Wyjatek
stanowi izoforma K-RAS 4B, sktadajaca si¢ ze 189 ami-
nokwasow. Schematyczng budowe biatka rodziny RAS
przedstawia Rycina 2.

W strukturze biatek rodziny RAS wyrdznia si¢ dwie
podstawowe domeny: domeng katalityczng G, zlokali-
zowang na koficu N oraz domen¢ C, zlokalizowana na
koficu C bialka.

Domena G, obejmujaca fragment biatka od 1 do
165 aminokwasu, uchodzi za wysoce konserwatywng
w obrebie bialek rodziny RAS. Pierwsze 164 aminokwasy
s3 homologiczne wsrdd 4 bialek tej rodziny, przy czym
pierwsze 86 aminokwasow od N — kofica sg identyczne,
natomiast kolejnych 78 aminokwaséw wykazuje podo-
biefistwo do 90% [4]. II-rzedowa struktur¢ domeny G
tworzy hydrofobowy rdzen ztozony z 6 B-harmonijek,
ktore potaczone sa 5 hydrofilnymi tancuchami o-helis
oraz 5 petlami G (loop) [5, 6]. Na szczegblng uwage zastu-
guja tancuchy polipeptydowe tworzace petle G, z uwagi
na ich kluczowg role w procesie wigzania i wymiany
GDP/GTP oraz interakcji pomig¢dzy biatkiem-bialkiem.
Badania krystalograficzne, majace na celu ustalenie
budowy przestrzennej biatek RAS zar6wno w postaci
nieaktywnej, tj. zwiazanej z GDP, jak i postaci aktywnej,
zwiagzanej z GTP, wyr6znily dwa dodatkowe elementy
znajdujace si¢ w domenie G. Nazwano je przetacznikami
(switch). To w ich obrebie wystepuja najwicksze rdznice
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Ryc. 2. Schematyczna budowa bialek rodziny RAS
Fragmenty biatka objete klamrami wskazujg na stopient homologii pomigdzy kolejnymi cztonkami biatek rodziny RAS

G1-GS5 to petle G (loop) — szare kwadraty
Przetaczniki (switch) — niebieskie prostokaty
HRV- fragment hiperzmienny

CAAX - fragment podlegajacy zmianom potranslacyjnym

pomiedzy strukturami RAS, zwigzanymi z GDP i GTP.
Przetacznik 1 (switch 1), zwany niekiedy domena/ pgtla
efektorowa, znajdujacy si¢ w obrebie petli G2 (32-38aa),
jest regionem wigzacym efektory bialek RAS. Przetacz-
nik IT (switch 1), znajdujacy si¢ wewnatrz petli G3 i dru-
giej a-helisy (56-67 aa), jest zaangazowany w wigzanie
nukleotydéw guaniny, grup fosforanowych i/lub jonow
magnezu [4, 7].

Domena C obejmuje C-koficowy fragment bialka,
liczacy 25 aminokwasow. W przeciwiefstwie do domeny
G, ten fragment biatka wykazuje najmniejsza homolo-
gie wsrdd czlonkéw rodziny RAS; podobiefistwo wynosi
okolo 10-15%. Z tego powodu nosi nazw¢ regionu wyso-
ce zmiennego HVR (hypervariable region). HRV zawiera
dwie sekwencje sygnatowe, ulegajace zmianom potran-
slacyjnym [8]. Pierwsza z tych sekwencji sygnatowych to
CAAX, natomiast druga w biatku K-RAS 4B to fragment
zbudowany z 6 aminokwasow lizyny.

Zmiany potranslacyjne bialka i lokalizacja
komorkowa

Biatka RAS produkowane sa jako czasteczki prekurso-
rowe w cytoplazmie na wolnych polisomach [9]. Nabycie
aktywnoSci biologicznej i petnienie swoich funkcji przez
biatka RAS staje si¢ mozliwe dopiero po przylaczeniu
do cytozolowej powierzchni blony komoérkowej. Z tego
powodu bialka te ulegaja serii zmian potranslacyjnych.
Jak wspomniano wcze$niej, zmianom tym ulega
wysoce zmienny obszar biatka - HVR, zakonczony przez
motyw CAAX (C - cysteina, A — aminokwas alifatyczny,
X — jakikolwiek inny aminokwas). Miejsce to podlega
modyfikacjom na skutek dzialania trzech kolejnych enzy-
mow. Pierwszy etap przemian — prenylacja — katalizowa-
ny jest przez transferaze¢ farnezylu (FT-aza) i transferaze
geranylgeranylu (GGT-aza). O aktywnoSci poszczegol-
nych enzymoéw decyduje ostatni aminokwas w sekwencji
CAAX. Gdy X odpowiada leucynie lub rzadziej feny-
loalaninie, reakcja katalizowana jest przez GGT-azg,

w innym wypadku pracuje FT-aza [10]. Watro zauwazyc,
ze K-RAS 4A, jak i K-RAS 4B moze podlega¢ dzialaniu
obu tych enzymoéw, podczas gdy H-RAS podlega tylko
dziataniu GGT-azy [11]. Prenylacja oznacza kowalencyj-
ne przylaczenie 15-weglowego pirofosforanu farnezylu
(gdy dziala FT-aza), badz 20-weglowego pirofosforanu
geranylogeranylowego (gdy dziata GGT-aza), do cysteiny
motywu CAAX [10]. Utatwia to przylaczenie biatka RAS
do btony retikulum endoplazmatycznego, gdzie zachodza
kolejne etapy zmian — proteoliza i metylacja. Prenylowa-
ne biatko staje si¢ substratem dla endopeptydazy Rcel
(Ras converting enzyme), ktora odpowiada za usunigcie
fragmentu AAX z motywu CAAX. W ten sposdb nowo-
powstaly koniec C biatka RAS jest miejscem dziatania
dla metylotransferazy Icmt (isoprenyl cyteine carboxyme-
thyl transferase). Zadaniem tego enzymu jest przylaczenie
grupy metylowej do grupy o karboksylowej prenylocy-
steiny [10]. Ostatecznym rezultatem modyfikacji potran-
slacyjnej jest uzyskanie z hydrofilowego kofica C biatka
RAS hydrofobowej domeny, co umozliwia biatku stabe
zwigzanie z blong komorkowa.

W 1990 r. Hancock i wsp. [12] zasugerowali, ze
modyfikacja w obrebie CAAX jest konieczna, ale niewy-
starczajaca do potaczenia biatka RAS z btong komérko-
wa. Druga sekwencja sygnalowa, znajdujaca si¢ w obrebie
HVR, niezbe¢dna do stabilnego polaczenia K-RAS z blong
cytoplazmatyczna, jest w przypadku izoformy K-RAS 4A
aminokwas cysteina, ktory ulega w pozycji 180 palmityla-
cji (enzym katalizujacy te reakcje — palmitylotransferaza
— zlokalizowany jest w obrgbie bton aparatu Golgiego).
Dla izoformy K-RAS 4B jest to sekwencja wielozasado-
wa bogata w aminokwas — lizyne, ktéra oddziatuje elek-
trostatycznie z ujemnie natadowana btona komorkowa
[12].

Mechanizm transportu bialek K-RAS z btony retiku-
lum do wewngtrznej powierzchni blony cytoplazmatycz-
nej nie zostat dotad doktadnie poznany [10].
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Aktywacja bialek RAS

Biatka K-RAS naleza do tzw. rodziny matych biatek G.
Maja wysoka zdolnos$¢ wigzania guanozynodifosforanu
(GDP - guanosine dipfosphatate) i gunozynotrifosfora-
nu (GTP - guanosine triphosphatate) oraz niska aktyw-
no$¢ hydrolizy guanozynotrifosforanu. Aktywacja biatek
RAS wymaga zaj$cia odwracalnego procesu oddysocjowa-
nia GDP od nieaktywnej formy biatka i przytaczenia GTP,
co uaktywnia RAS i umozliwia jego interakcje z efekto-
rami. Kontrolg nad cyklicznymi przemianami GDP/GTP,
pomiedzy forma aktywna biatka a forma nieaktywna,
sprawuja bialka regulatorowe.

Zalicza si¢ do nich:

a) GEFs (guanine nucleoide exchange factors), np. SOS
odpowiadajace za odlaczenie GDP i wiaczenie GTP,
uznawane za aktywatory matych biatek G;

b) GAPs (GTP - ase-activating proteins), np. NF1, p120
opowiadajace za aktywowanie wewnetrznej aktyw-
nosci GTP-azowej matych biatek G.

Regulatory pozostaja pod wplywem receptorow
réznorodnie rozmieszczonych na powierzchni biony
komorkowej, takich jak receptor naskorkowego czyn-
nika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor),
receptor plytkowego czynnika wzrostu (platelet derived
growth factor receptor-PDGF), heterotrimeryczne biatko
G polaczone z receptorami integrynowymi oraz receptor
dla cytokin, np. interleukiny-2 (IL-2) [13]. Wyzej wymie-
nione receptory sg receptorowymi lub niereceptorowymi

kinazami tyrozynowymi, bioracymi udziat w przekazy-
waniu informacji do jadra komoérkowego. Przyktadowy
mechanizm aktywowania biatka RAS, poprzez EGFR,
przedstawia Rycina 3. Stymulacja receptoréw przez
odpowiadajace im ligandy powoduje pobudzenie serii
roznych (zaleznych od liganda) cytoplazmatycznych Scie-
zek aktywacyjnych. Na tych szlakach biatka RAS pelnig
role swoistego punktu wezlowego. Oznacza to, ze pobu-
dzenie oboje¢tnie ktorego z wyzej wymienionych recep-
toréw zawsze prowadzi do aktywacji biatek RAS, ktore
wiaza i aktywuja liczne efektory [13, 14].

Efektor biatek RAS wiaze si¢ z forma aktywna bial-
ka. Interakcja pomigdzy RAS i efektorem jest mozliwa
dzigki oddzialywaniom mi¢dzy domeng efektorowa RAS
(32-40 aa), a domena wiazaca RAS RBD (Ras-bind-
ing domain) lub domena RA (Ras-association), obecna
w wigkszosci bialek efektorowych RAS [15]. Dotychczas
zidentyfikowano co najmniej 10 bialek efektorowych
RAS [16], sposrdd ktoérych wyrdznia si¢ trzy, tj. rodzing
kinaz serynowo-treoninowych Raf, RAL-GEFs i kina-
z¢ 3fosfotydyloinozytolu PI3-K.

Na rodzing kinaz serynowo-treoninowych RAF skia-
daja si¢: c-RAF1, ARAF, BRAF. Jako efektory biatek
RAS posiadaja domene RBD, dzigki ktérej moga oddzia-
tywac z biatkiem RAS. Do petnej aktywacji RAF niezbegd-
na jest dodatkowo interakcja pomiedzy RAS, a regionem
biatka RAF bogatym w cysteing (tj. 139-184 aa). Do
chwili obecnej nie ustalono, ktéra cz¢s¢ biatka Ras jest
zaangazowana w t¢ interakcj¢ [13]. Kinazy RAF biorg

A B
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(B)
©
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Ryc. 3. Mechanizm aktywowania biatka RAS

Receptor dla naskdrkowego czynnika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor), nalezacy do receptoréw o aktywnosci kinazy tyrozynowe;j.
Glioéwne elementy budujace te receptory to czg¢§¢ zewnatrzkomorkowa (odpowiada za wigzanie ligandu i dimeryzacj¢ komplekséw ligand-
receptor), transbionowa (zakotwicza receptor w blonie) oraz wewnatrzkomorkowa (zawiera domeng kinazy tyrozynowej i reszty tyrozyny ulegajace
fosforylacji)

Przylaczenie liganda do receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej powoduje jego dimeryzacje

Pobudzenie wewngtrznej aktywnosci enzymatycznej. W efekcie dochodzi do autofosforylacji aminokwasow tyrozyny zlokalizowanych w czgSci
wewnatrzkomorkowej receptora, ktore stuza jako miejsce wigzace dla bialek tzw. adaptorowych, posiadajacych domeng¢ SH2 oraz SH3
(Src homology)

Nadrzednym biatkiem adaptorowym w przypadku biatka Ras jest Grb-2. Domeng SH2 faczy si¢ z ufosforylowang tyrozyna, natomiast domeng
SH3 wychwytuje bogate w proling fragmenty biatka SOS (son of sevenless), nalezacego do rodziny biatek GDS. Umozliwia to oddzialywanie
SOS (biatko cytoplazmatyczne) z RAS (biatko blonowe), co skutkuje zmiang konformacji biatka RAS, uwolnieniem GDP, przytaczeniem GTP
i aktywacjg efektorow RAS



udziat w regulowaniu Sciezki sygnalizacyjnej] MAP. Biatka
RAS, za poSrednictwem biatek RAF, kontroluja procesy
proliferacji i r6znicowania komorek (poprzez determino-
wanie aktywnoSci czynnikéw trankrypceyjnych, bioracych
udzial w nadzorowaniu ekspresji genéw zaangazowanych
w te procesy) [17]. Uzyskane dotychczas wyniki badan
sugeruja, ze kompleks RAS/RAF moze wplywac na apop-
tozg zarowno hamujaco, jak i aktywujaco, w zaleznoSci
od typu komoérek [18].

Kolejnym efektorem RAS jest kinaza 3-fosfatydy-
loinozytolu (phosphoinositide 3-kinases PI 3K). Rodzina
PI3K zlozona jest z trzech klas, przy czym gidéwnie klasa
I jest aktywowana przez biatka RAS. W tej grupie biatek
domen¢ RBD stanowi podjednostka p110. Rodzina tych
enzymow katalizuje reakcje, w ktorych powstaje PIP3,
dziatajacy jak przekaznik II-rzedu. Ma on zdolnoS¢ wia-
zania szeregu kinaz, powodujac zmiang ich konformacji,
aktywujac je oraz zmieniajac ich lokalizacje komdrkowa.
Dodatkowo PI3-K aktywuje kinaz¢ bialkowa A PKB/
Akt. Skutkuje to fosforylacja proapoptotycznych biatek
z rodziny BAD, co ostatecznie hamuje proces apoptozy
[17, 18].

Efektorem RAS, ktérego funkcja biochemiczna nie
jest do korica ustalona, jest rodzina bialek GEFs, ktore
stuzg jako aktywatory bialek RAL. Ta §ciezka sygnalo-
wa moduluje aktywno$¢ takich biatek jak: RHO, RAC
Cdc42. Za ich posrednictwem biatka RAS odgrywaja rol¢
w modelowaniu cytoszkieletu komorkowego i regulowa-
niu aktywnosci czynnikéw transkrypeyjnych [17].

Polimorfizmy genu K-RAS

Biatka rodziny RAS stanowig obiekt wielu intensywnych
badafn naukowych, od kiedy — ponad 40 lat temu - zo-
stata po raz pierwszy zidentyfikowana u szczuréw ich
wlasciwo$¢ onkogenna. Mutacje punktowe genéw RAS
powoduja, ze wystgpuja one w formie aktywnej (zwiaza-
nej z GTP) w sposob ciagly. Oznacza to, ze nieprzerwanie
wysylaja sygnat do jadra komorkowego o proliferacji i/lub
roznicowaniu komorki, niezaleznie od obecnoSci zewna-
trzkomoérkowej stymulacji. Szacuje sie, ze srednio okoto
30% komorek nowotworowych ma mutacje w genach
RAS.

Jak wskazuje szereg badan, mutacja/e genéw kodu-
jacych poszczeg6lnych cztonkéw rodziny RAS (okreslo-
nej izoformy RAS) sa powiazane z typem nowotworu.
Gen kodujacy biatko K-RAS ulega mutacji w 20 do 50%
przypadkow raka jelita grubego [19]. Na taka rozbiezno$¢
wynikéw badan moze mie¢ wplyw migdzy innymi:

— roznorodno$¢ technik stosowanych do wykrywania

mutacji (Tab. L);

—  rbznice w badanym regionie genu, tj. kodon 12 i/lub

13 ilub 61;

—  r6znice w wyborze i liczebnoSci populacji badane;.

Wigkszos¢ (ponad 90%) mutacji dotyczy kodonéw
12 (ok. 82%), 13 (ok. 17%) w eksonie 1 i kodonu 61
(ok. 1%) w eksonie 2, rzadziej mutacje wystgpuja w kodo-
nie 59, 63 eksonu 2 [28, 31-33]. Rozpatrujac jedynie dwa
najczeSciej zmutowane kodony, tj. 12 i 13, uzyskujemy
czgstos¢ wystepowania odpowiednio 70% i 30% [33].

Tab. I. Techniki wykorzystywane do wykrywania mutacji w genie K-RAS w nowotworach jelita grubego

Nazwa techniki

Material badany wykorzystywany do izolowania DNA Zastosowanie

SSCP [20]

TTGE [21]

DGGE [22]
TheraScreen kit

K-ras mutation test kit
Amoy Diagnostics Co., Ltd

Enriched-PCR-RFLP [23]
SOMA [24]
PCR-LCR [25, 33]

Sekwencjonowanie

PyroMark KRAS v2.0 test
Multiplex PCR [28]
LCD-Array K-RAS 1.4
HRM [29]

FLAG assay [30]

Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe B

Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe

Bioptaty B
Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe

Parafinowe skrawki tkankowe D
Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe K
Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe B
Bioptaty B
Parafinowe skrawki tkankowe B
Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe B
Bioptaty

Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe K
Mrozone skrawki tkankowe B
Parafinowe skrawki tkankowe K
Parafinowe i mrozone skrawki tkankowe B
Parafinowe skrawki tkankowe B

B — metody wykorzystywane w laboratoriach badawczych
K - testy komercyjne, nieprzeznaczone do uzytku w laboratoriach diagnostycznych

D - testy diagnostyczne
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Tab. 11. Zidentyfikowane mutacje w obrebie kodonu 12 i 13 genu K-RAS

KODON 12 KODON 13
Forma Sekwencja Substytucja Forma Sekwencja Substytucja
niezmutowana zmutowana aminokwasowa niezmutowana zmutowana aminokwasowa
AGT Gly—Ser AGC Gly—Ser
CGT Gly—Arg CGC Gly—Arg
TGT Gly—Cys TGC Gly—Cys
GGT GGC

GAT Gly—Asp GAC Gly—>Asp
GCT Gly—Ala GCC Gly—Ala
GIT Gly—Val GIC Gly—Val

Prace naukowe wymieniaja rowniez mutacje w kodonach
10, 11, 15, 18, 19, 22, jednak ich znaczenie biologiczne
nie jest do tej pory poznane. Istnieja takze badania, kto-
rych wyniki sugeruja, iz duze znaczenie posiada mutacja
kodonu 146 w eksonie 3. Stwierdzono ja u 4% pacjen-
tow z rakiem jelita grubego, co wskazuje, iz zmiana ta
ma wigksze znaczenie w raku jelita grubego niz mutacja
w kodonie 61 [34]. Wszystkie dotychczas zidentyfikowane
mutacje, obecne w kodonie 12 i 13, przedstawia Tab. II.

Sa to mutacje monoalleliczne, punktowe, zazwy-
czaj somatyczne, pojawiajace si¢ na wczesnym etapie
kancerogenezy [25, 35, 36]. Z badan przeprowadzonych
w réznych populacjach na §wiecie wynika, ze najczestsza
mutacja w obrebie kodondw 12 i 13 jest tranzycja guani-
ny na adening oraz transwersja guaniny na tyming [37]
(wyjatek stanowiag mieszkancy bytej Jugostawii, u ktorych
zdecydowanie dominuje transwersja guaniny na tyming,
natomiast tranzycja guaniny na adening¢ wystepuje nie-
zwykle rzadko [38]). Punktowe mutacje kodonéw 12
i 13 w genie K-RAS w pozycji pierwszej i drugiej tripletu
skutkuja zmieniong sekwencja aminokwasowa w biatku
(Tab. II). Najczgsciej stwierdza si¢ zmiang glicyny na
asparaginian oraz glicyny na waling¢ [37, 39].

Triplet GGT kodonu 12 oraz triplet GGC kodonu
13 odpowiadaja za wlaczenie do tworzacego si¢ w pro-
cesie translacji biatka K-RAS glicyny (aminokwas niepo-
siadajacy tancucha bocznego). Glicyna w pozycji 12 lezy
w przestrzennej bliskoSci z petla, do ktorej przytacza sie
biatko GAP. Jakakolwiek mutacja w tej pozycji spowodu-
je wlaczenie aminokwasu posiadajacego tancuch boczny,
co z kolei przestrzennie uniemozliwi przejscie biatka do
stanu nieaktywnego, tj. zwigzanego z GDP w obecnosci
przytaczonego biatka GAP. Mutacje w obrebie K-RAS
powoduja zatem nieprzerwany stan aktywacji tego biatka.
W konsekwencji dochodzi do niekontrolowanego wzrostu
i podziatu komorek [40].

Material do badan

Materialem najczeSciej stosowanym do izolowania DNA
i oceny mutacji sa bloczki parafinowe, rzadziej mrozone
skrawki jelita grubego [24]. Podjete zostaly rowniez dzia-
fania zmierzajace do wykorzystania stolca jako materiatu
do izolowania DNA, ze wzgledu na fakt, iz jego pobra-

nie nie wymaga metod inwazyjnych [41]. W zaleznoSci
od materialu wybranego do badania r6zna bedzie jego
heterogennos$¢. Ilos¢ materiatu o charakterze nienowo-
tworowym i nowotworowym moze r6znic si¢ w kolejnych
probkach, a co za tym idzie procentowy udzial DNA
o0 typie niezmutowanym i zmutowanym nie bedzie taki
sam. Dodatkowo w przypadku stolca trzeba uwzglednic
fakt, ze tylko od 0,5% do 5% wyizolowanego DNA jest
pochodzenia ludzkiego [42]. Wyniki przeprowadzonego
w Polsce procesu walidacji metod do oznaczania mutacji
w genie K-RAS w kodonie 12 i 13 sugeruja, ze material do
izolacji DNA powinien zawiera¢ co najmniej 70% utka-
nia nowotworowego [43]. Wyniki badan Santini i wsp.
(2008 r.) wykazaly, ze obecno§¢ mutacji w genie K-RAS,
w materiale pochodzacym z guza pierwotnego, wigze si¢
w 96% przypadkow z jej obecnoscig takze w materiale
przerzutowym. Jak wskazuja autorzy, ocen¢ statusu genu
K-RAS wystarczy przeprowadzi¢ tylko w jednym z wyzej
wymienionych materiatow, ze wzgledu na wysoki stopiefi
zgodnoSci otrzymanych wynikow [44].

Metody oceny mutacji genu K-RAS

Obecnie istnieje wiele dostepnych technik stuzacych do
wykrywania mutacji zdefiniowanych, jakimi sg zmiany
obecne w genie K-RAS. Roznorodno$¢ wykorzystywa-
nych metod prezentuje Tab. I. Wszystkie oparte sa o re-
akcje PCR, ze wzgledu na jej wysoka czulo$¢ i mozliwo$¢é
automatyzacji. Jednak konieczno$¢ rozrdznienia typu
niezmutowanego od roznych alleli zmutowanych, a wigc
doktadna ocena genotypu, wymaga uzycia analiz mody-
fikujacych reakcje PCR. W chwili obecnej uzyteczno$¢
diagnostyczng ma jedynie informacja o rodzaju allela
— zmutowany czy niezmutowany. W badaniach nauko-
wych okreSlany jest dokladny typ mutacji. Z uwagi na
predykcyjne znaczenie statusu genu K-RAS pojawia si¢
coraz wigcej testow diagnostycznych do jego oceny. Je-
dynie dwa sg oznaczone znakiem CE, a wigc spelniaja
wymagania dyrektyw Unii Europejskiej (TheraScreen®
firmy DxS Ltd dostepny od stycznia 2008 r. oraz KRAS
Light mix firmy TIB MolBiol, dostgpny od maja 2009 r.).
Dotychczas za najbardziej wiarygodna metode wykrywa-
nia mutacji w genie K-RAS uwaza si¢ sekwencjonowanie,
zloty standard wykrywania mutacji [32]. Przewage nad



tradycyjna metoda, wykorzystujaca dideoksynukleotydy
terminujace, zyskalo pirosekwencjonowanie, ktérego
jedna z zalet jest wigksza czulo$¢ w wykrywaniu mutacji
K-RAS w mieszaninie zawierajacej allele typu niezmuto-
wanego. W przypadku gdy material zmutowany stanowi
jedynie 5% catej probki, metoda pirosekwencjonowania
pozwoli wykry¢ go w 96 na 100 badanych przypadkow,
podczas gdy metoda dideoksy wykryje tylko 33 na 100.
Pirosekwencjonowanie daje réwniez mozliwo$¢ uzyskania
informacji o ilo$ci zmutowanego allelu, co jest przydatne
w procesie walidacyjnym, czy tez w ocenie jakoSci kon-
troli [27].

Obecnie pojawia si¢ coraz wigksza liczba nowych
metod do oznaczania mutacji w genie K-RAS, ktore moga
w przysztosci by¢ wykorzystywane w rutynowej diagnosty-
ce. Metoda Real-Time PCR z nowym sposobem genero-
wania sygnalu — HRM (High Resolution Melting) moze
by¢ stosowana jako badanie przesiewowe, przed podje-
ciem decyzji o wykonaniu sekwencjonowania. Technika
ta umozliwia genotypowanie pojedynczych zmian nukle-
otydowych SNP poprzez bardzo doktadne analizowanie
krzywej topnienia. Jest to mozliwe dzigki zastosowaniu
specjalnych barwnikéw LC Green i prowadzeniu denatu-
racji z bardzo wysoka rozdzielczoScia. Jej glowne zalety
to jednoetapowos¢, krétki czas oznaczenia, stosunkowo
niski koszt, wysoka czutos$¢ zblizona do czultoSci piro-
sekwencjonowania [29]. Metoda ta jednak nie okresla
szczeg6lowo typu zamiany, ponadto kazda nieprawidlo-
wos¢ w analizowanym amplikonie bedzie powodowata
powstawanie dodatkowego punktu w krzywej topnienia,
co wymaga przeprowadzenia sekwencjonowania, celem
jej doktadnej oceny [32].

Inne podejscie proponuje Giulia Amicarelli i wsp.
(2007 r.). Metoda FLAG (fluorescent amplicon genera-
tion) umozliwia doktadng ocen¢ zmiany pojedynczego
nukleotydu, co eliminuje konieczno$¢ sekwencjonowania.
Technika wykorzystuje termostabilny enzym restrykcyj-
ny PspGI, ktory poczatkowo uniemozliwia amplifikacje
materialu o typie niezmutowanym. Wstepna selekcja
materiatu predysponuje do dalszej analizy jedynie mate-
rial zmutowany, ktory jest poddawany amplifikacji ze
starterami wyznakowanymi barwnikami fluorescencyjny-
mi, z ktérych jeden spelnia funkcj¢ wygaszacza w stosun-
ku do drugiego. Aktywnos¢ PspGI umozliwia generowa-
nie sygnatu fluorescencyjnego po odcigciu wygaszacza
z kofica 5° startera. Ocena poszczegdlnych genotypow
kodonu 12 jest mozliwa dzigki zastosowaniu polipeptydo-
wych kwasow nukleinowych (PNA), ktore sg sprzg¢gnigte
z konkretna sekwencja, komplementarng do poszczegol-
nych zmutowanych sekwencji kodonu 12 [30]. Zaleta tej
metody jest jednoetapowos¢, brak koniecznosci detekeji
powstatego produktu przeprowadzonej reakcji PCR, co
skraca czas analizy, wysoka czulo$¢ i specyficznos¢ rzedu
0,1%. Jednak jest ona przeznaczona jedynie do analizy
mutacji w kodonie 12, dlatego wymaga zaadoptowania
i optymalizacji do poszukiwania pozostalych mutacji,
wykrywanych w obrebie genu K-RAS.

Ciekawe podejScie w jednoczesnym analizowa-
niu mutacji w kodonie 12, 13, 61 i 146 zaproponowali

naukowcy z Tajwanu. Metoda oparta jest o wykorzysta-
nie techniki multiplex PCR. W pierwszym etapie w jed-
nej probowce amplifikacji poddawany jest ekson 1, 2, 3
genu K-RAS. Produkty sg nast¢pnie oczyszczane z nie-
wykorzystanych w reakgji starteréw, dNTP i poddawane
specjalnej analizie wydtuzania starterow ze znakowanymi
fluorescencyjnie ddNTP. Ostatni etap to automatyczny
rozdzial elektroforetyczny. Technika nie wymaga sekwen-
cjonowania, wykrywa i identyfikuje jednoczesnie wszyst-
kie mozliwe zmiany w kodonach 12, 13, 61, 146 [28].

Rosnace zainteresowanie mutacjami w obrebie genu
K-RAS sprawia, ze pojawia si¢ coraz to wigcej technolo-
gii ukierunkowanych na ich oceng, w tym wicksza liczba
dostepnych komercyjnie testow (np. LCR array KIT K-
RAS 1.4 firmy Chipron), ktére skracajg czas analizy do
niezbednego minimum, przyciagaja wysoka specyficzno-
Scia i czuloScia. Poddane sa procesowi walidacyjnemu, co
dodatkowo zwicksza ich wiarygodnos¢, jednak z drugiej
strony znacznie podwyzsza koszt badan, w poréwnaniu
z oznaczeniami wykonanymi metodami opracowanymi
we wiasnych laboratoriach naukowych.

Mutacja K-RAS w raku jelita grubego

Mutacje w genie K-RAS uwazane sa za wczesny marker
rozwoju raka jelita grubego, jednak przydatnos¢ ich
oznaczania w tym aspekcie ma sens wowczas, gdy rowno-
czes$nie oznaczana bedzie prawidlowos¢ innych gendw,
podlegajacych mutacji w czasie kancerogenezy [45].

Udzial w kancerogenezie

Zgodnie ze schematem wielostopniowego modelu
kancerogenezy jelita grubego, w sekwencji zdarzen od
gruczolaka do raka, dochodzi do powstawania i kumu-
lacji mutacji w szeregu roznych gendéw. Wedlug licznych
badan w rozwoju raka jelita grubego, na wczesnych jego
etapach, dochodzi do aktywacji onkogenu K-RAS [46].

Kodony najczesciej podlegajace mutacjom
w genie K-RAS to 12 i1 13 w eksonie 1. Badania Bazan
iwsp. (2002 r.) [35] wskazuja, ze zaleznie od tego, ktdry
z nich ulegnie mutacji, dojdzie do innych biologicznych
nastepstw. Wykazali, iz mutacja w kodonie 12 jest powia-
zana ze Sluzowym typem histopatologicznym raka jelita,
natomiast mutacja w kodonie 13 jest zwigzana z bardziej
agresywnym typem guza oraz wigkszym potencjalem do
przerzutowania [35]. Wydaje si¢ takze prawdopodobne, iz
mutacje genu K-RAS indukuja bardziej inwazyjne zacho-
wanie komorek nowotworowych. Oliveira i wsp. wykazali
bowiem, ze czgsto$¢ mutacji jednocze$nie w obu genach
K-RAS i BRAF zwigksza si¢ wraz z glebokoScia nacieku.
Poza tym badania wykazuja, ze mutacje K-RAS stwierdza
si¢ czesciej w przypadku obecnosci przerzutéw do weztow
chionnych i przerzutéw odleglych, co takze potwierdza
hipoteze o zwigkszonej mobilnosci komoérek w przypadku
mutacji K-RAS [47].
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Znaczenie prognostyczne

Wieloosrodkowe badanie RASCAL, ktérego wyniki
zostaly opublikowane w 1998 r., mialy na celu wyjasnic¢
wartos$¢ prognostycznego znaczenia obecnosci mutacji
w genie K-RAS. Wskazano wowczas, ze stwierdzenie mu-
tacji w protonkogenie K-RAS zawigzane jest z bardziej
agresywnym przebiegiem choroby. Az o 25% ro$nie ry-
zyko Smierci u pacjentdéw ze zmutowanym genem, W po-
rownaniu do os6b o genotypie typu niezmutowanego.
Znaczenie prognostyczne ma jedynie wykrycie substytu-
cji guaniny na tyming, zaréwno w kodonie 12, jak i 13.
Jak wykazaly analizy statystyczne, zmiana ta zwigzana
jest z 44% wzrostem ryzyka $mierci pacjenta. Wyniki te
wskazujg rowniez, ze rézne typy mutacji majg rézne na-
stepstwa kliniczne. Substytucja guaniny na adening badz
cytozyng nie koreluje ze zwigkszong $miertelnoscia pa-
cjentéw z rakiem jelita grubego, a zatem nie wplywa na
agresywnoS¢ przebiegu choroby. Niezaleznym czynnikiem
ryzyka nawrotu choroby i §mierci jest zmiana glicyny na
waling, wykryta jedynie u okoto 7% pacjentéw, odpowia-
dajaca kodonowi 12 [39]._ Badanie RASCAL wykazalo, ze
nie kazda mutacja w kodonie 12 i 13 ma taki sam wplyw
na postep choroby. W szeregu prac badano czg¢sto$¢ mu-
tacji onkogenu K-RAS w skrawkach tkankowych jelita
grubego, zajetych przez proces nowotworowy, sklasyfi-
kowanych wedtug skali Dukes’a. Wyniki tych badan sg
zroznicowane. Jedne wskazuja, ze mutacja K-RAS cze-
Sciej wystepuje w bardziej zaawansowanych stadiach guza
[38, 48], podczas gdy inne nie znajduja takiej zaleznoSci
[37, 49, 50]. Brink i wsp. (2003 r.) sugeruja, ze mutacja
w obrebie genu K-RAS nie jest zaangazowana w proces
progresji gruczolakoraka oraz, ze aberracje genetyczne,
pojawiajace si¢ w zaawansowanych stadiach tego nowo-
tworu, nie zaleza od tej mutacji. Badanie RASCALII,
opublikowane w 2001 r., wykazalo istotng statystycz-
nie zalezno$¢ pomigdzy mutacjag kodonu 12 GGT—
GTT (Gly—Val), ktérg wykryto w 8,6% analizowanych
przypadkow, a gorsza prognoza dla pacjentow (krotszy
czas bez nawrotu choroby oraz krétszy czas przezycia)
w stanie zaawansowania Dukes’ C, ale nie Dukes’ B [51].
U pacjentéw, u ktérych wystepowaly czynniki genetycz-
ne predysponujace do wystapienia raka jelita grubego,
mutacja onkogenu K-RAS byta wykrywana z podobng
czestoscia, jak u pacjentow ze sporadycznym rakiem je-
lita [37, 39]. Autorzy sugeruja, ze dieta, styl zycia i czyn-
niki srodowiskowe moga mie¢ wplyw na ujawnienie si¢
mutacji K-RAS na wczesnych etapach powstawania raka
[37]. Lievre (2008) wskazuje, ze status genu K-RAS (ja-
kakolwiek mutacja kodonu 12 lub 13) nie jest czynnikiem
prognostycznym w IV stadium raku jelita grubego [52].

Znaczenie predykcyjne

W ostatnich latach wyniki szeregu badan wskazuja na
potencjalng predykcyjna warto§¢ oznaczenia mutacji
w genie K-RAS w przypadku terapii celowanej, wykorzy-
stujacej przeciwciala skierowane przeciwko receptorowi
naskorkowego czynnika wzrostu EGFR.

Lek pod nazwa Erbitux, zawierajacy substancj¢ czyn-
na w postaci cetuksymabu, zostal w 2004 r. zarejestrowa-
ny przez Europejska Agencj¢ Lekow (European Agency
for the Evaluation of Medicinal Products - EMEA) do
leczenia pacjentow cierpiacych na zaawansowanego raka
jelita grubego (wykazujacego ekspresje EGFR), w skoja-
rzeniu z chemioterapia i w monoterapii po niepowodze-
niu leczenia oksaliplatyng i irinotekanem oraz u chorych,
u ktorych wystepuje nietolerancja irinotekanu. W 2008 r.
zastrzezono dodatkowo, iz preparat jest wskazany jedy-
nie u pacjentéw, u ktorych w badaniach molekularnych
stwierdza si¢ niezmutowang postac genu K-RAS.

Cetuksymab, monoklonalne, chimeryczne przeciw-
ciato klasy IgG, jest lekiem wskazanym m. in. w leczeniu
pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami. Powo-
duje on zablokowanie zewnatrzkomdrkowej czesci recep-
tora naskorkowego czynnika wzrostu, hamujac aktywno$¢
katalityczng kinazy tyrozynowej. Zablokowanie EGFR
powoduje jednoczes$nie zablokowanie przewodzenia
w szlakach sygnalizacyjnych, zwigzanych z kontrolg dtu-
gosci zycia komorki, angiogeneza i zdolnosciag komoérek
do migracji. Cetuksymab oddziatuje rowniez na komorki
cytotoksyczne, ukierunkowujac je na komorki z wysoka
ekspresja EGFR.

Odpowiedz na cetuksymab uzyskuje si¢ w 10-30%
przypadkow, w zaleznosci od tego, czy jest on stosowa-
ny w monoterapii, czy w polaczeniu z innym schematem
leczenia stosowanym w leczeniu pacjentéw z przerzutami
raka jelita grubego. Staba odpowiedz na leczenie skionifa
naukowcow do poszukiwania mechanizmu odpowiedzial-
nego za ten fakt.

Lievre i wsp. zalozyli w swoich badaniach, iz obec-
nos$¢ mutacji w jednym z efektoréw wewnatrzkomorko-
wego szlaku sygnalizacyjnego, zapoczatkowanym przez
przytaczenie liganda do EGFR, bedzie skutkowaé bra-
kiem efektu terapeutycznego po zastosowaniu cetuksy-
mabu u pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami.
Wsrod 30 leczonych pacjentéw, odpowiedZ na cetuksy-
mab otrzymano u 11, przy czym u zadnego z nich nie
wykryto obecnoSci mutacji w genie K-RAS. Brak odpo-
wiedzi na lek stwierdzono u 19 leczonych, u 13 z nich
stwierdzono mutacje w genie K-RAS. Badania te wska-
zaly, ze stwierdzenie niezmutowanej formy genu K-RAS
u pacjentdéw z rakiem jelita grubego z przerzutami daje
wigksze szanse na pomyslne leczenie cetuksymabem [53].
Ten sam zesp6t badaczy w 2008 r. opublikowal wyniki
badan przeprowadzonych w grupie 89 pacjentow, ktore
jednoznacznie potwierdzily wczeSniejsze obserwacje.
Wsrod pacjentdw, u ktorych wykryto mutacje w K-RAS,
nie osiaggnieto odpowiedzi na leczenie cetuksymabem.

Christos S. Karapetis i wsp. rOwniez wskazuja na
predykcyjne znaczenie okreSlenia statusu genu K-RAS.
Efektywnos¢ cetuksymabu zalezata od obecnos$ci muta-
cji w genie K-RAS. Zastosowanie tego leku u pacjentow
z niezmutowang forma genu w wigkszoSci przypadkow
skutkowato wydtuzeniem czasu przezycia (overall survi-
val) oraz wydiuzeniem czasu wolnego od choroby (pro-
gression-free survival). W grupie pacjentéw z mutacja



w obrebie genu K-RAS stwierdzono brak takich zalezno-
sci [54].

Podczas 44. konferencji ASCO (Annual Meeting of
the American Society of Clinical Oncology) w 2008 r.
K-RAS zostal uznany za molekularny marker nowo-
tworowy, wykorzystywany do wyboru terapii celowane;j
u pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami. Na
podstawie badan III fazy CRYSTAL i OPUS okre§lono
zaleznoSci pomigdzy czasem wolnym od postepu choroby
(progress free survival — PFS) i wspoiczynnikiem odpowie-
dzi na leczenie (response rate — RR) w grupie pacjentéw
z typem niezmutowanym lub zmutowanym genu K-RAS
oraz okreSlonym schematem leczenia w polgczeniu
z cetuksymabem lub bez niego.

W probie klinicznej 111 fazy CRYSTAL (schemat
FOLFIRI, tj. irynotecan, leukoworyna, fluorouracyl)
i OPUS (schemat FLOFOX, tj. oksaliplatyna, leukowo-
ryna, fluorouracyl) zaobserwowano, iz korzysci z leczenia
standardowego w polaczeniu z cetuksymabem czerpali
jedynie pacjenci z typem niezmutowanym genu K-RAS.
Sprzeczne z powyzszymi wyniki uzyskano na bazie proby
klinicznej III fazy CAIRO 2 (schemat: kapecytabina,
oksaliplatyna, bewacizumab). Dodanie cetuksymabu do
powyzszego schematu leczenia u pacjentéw z genotypem
niezmutowanym nie wydluzylo PSF i nie powodowato
wzrostu RR. Dodatkowo zaobserwowano, ze leczenie
cetuksymabem pacjentdw z genotypem zmutowanym
prowadzilo do skrocenia PSFE. Stanowi to kolejny dowdd
na konieczno§¢ genotypowania pacjentow z rakiem jeli-
ta grubego z przerzutami, przed wiaczeniem do terapii
cetuksymabu.

Podsumowanie

Z zebranych powyzej informacji wynika, ze status genu
K-RAS nie posiada istotnego znaczenia jako czynnik
prognostyczny w raku jelita grubego. Natomiast stwier-
dzenie mutacji w obrebie allela/alleli genu K-RAS jest
markerem braku odpowiedzi na terapi¢ skierowang
przeciwko EGFR, a wigc negatywnym czynnikiem pre-
dykcyjnym u pacjentdéw z rakiem jelita grubego z prze-
rzutami. Nalezy podkredli¢, ze istnieje udowodniony
zwiazek migdzy korzystng odpowiedzia na leczenie
cetuksymabem, a typem niezmutowanym genu K-RAS.
W tej grupie chorych na raka jelita grubego rozwazane
jest takze stosowanie innego przeciwciala przeciwko
EGFR - panitumumabu. Decyzja o rozpoczgciu terapii
wykorzystujacej przeciwciala monoklonalne powinna
by¢ zawsze poprzedzona molekularnym badaniem genu
K-RAS. Analizy wynikOw badan klinicznych wskazuja na
korzysci dla pacjenta, plynace z wykorzystania zaleznosci
miedzy wystepowaniem okre$lonego typu genu K-RAS,
a odpowiedzig na zindywidualizowane leczenie.
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