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PRÍPADOVÁ ŠTÚDIA

Abstrakt
Identifikácia mutačného stavu génov riadiacich nádorový pro-
ces u pacientov s kolorektálnym karcinómom (CRC) je v sú-
časnosti štandardnou klinickou praxou v onkológii, nevyhnut-
ná pre stratifikáciu a zacielenie vhodnej terapie. Napriek tomu 
sú údaje o molekulárnych biomarkeroch u pacientov s CRC na 
Slovensku obmedzené a prípady súbežného výskytu viacerých 
tzv. “driverových” mutácií u jedného pacienta, a z nich vyplý-
vajúca prognóza pre pacientov v domácej aj zahraničnej lite-
ratúre málo opísaná. V našej štúdii sme pri analyzovaní ná-
dorového tkaniva 196 pacientov diagnostikovaných s CRC v 
databáze Národného onkologického ústavu (NOÚ), pričom 
sme sa zameriavali na mutácie génov BRAF a KRAS/NRAS 
identifikovali pacientku, ktorá bola na základe histologického 
vyšetrenia nádoru nositeľkou oboch mutácii súbežne. 
Odborná literatúra poukazuje na vzájomnú exkluzivitu výskytu 
týchto mutácii v jednom nádore a spolu s mikrosatelitovou 
instabilitou, ktorú nádor vykazoval, sa jedná o kombináciu 
markerov o ktorej je dostupné minimum poznatkov. Ako do-
plnkové parametre sme skúmali TNM klasifikáciu, histopatolo-
gický stupeň nádoru, percento zastúpenia nádorových buniek 
v bioptickej vzorke, ako aj expresiu ki-67 ako markera nádoro-
vej proliferácie. Táto prípadová štúdia pojednáva o zriedkavom 
výskyte a vzťahu týchto biomarkerov, ako aj o prognostickom 
a terapeutickom dopade pre danú pacientku v kontexte mik-
rosatelitovej instability daného nádoru a porovnáva tento 
nález s globálne publikovanými kazuistikami a možnosťami 
terapie (lit. 43). Text v PDF www.lekarsky.herba.sk.
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Abstract
Identification of the mutational status of genes driving the 
tumor process in patients with colorectal cancer (CRC) is now 
standard clinical practice in oncology, essential for stratifica-
tion and targeting of appropriate therapy. Nevertheless, data 
on molecular biomarkers in patients with CRC in Slovakia are 
limited and cases of co-occurrence of multiple so-called „dri-
ver“ mutations in a single patient, and the resulting prognosis 
for patients, are poorly described in the domestic and interna-
tional literature. In our study, we analyzed tumor tissue from 
196 patients diagnosed with CRC in the National Cancer 
Institute (NCI) database, focusing on mutations in the BRAF 
and KRAS/NRAS genes, and identified a patient who carried 
both mutations simultaneously based on histological examina-
tion of the tumor. The literature points to the mutual exclusivi-
ty of the occurrence of these mutations in a single tumor and, 
together with the microsatellite instability exhibited by the 
tumor, this is a combination of markers about which minimal 
knowledge is available. As additional parameters, we investiga-
ted TNM staging, grading, the percentage of tumor cells in the 
biopsy sample, as well as the expression of ki-67 as a marker 
of tumor proliferation. This case study discusses the rare oc-
currence and relationship of these biomarkers, as well as the 
prognostic and therapeutic implications for the patient in the 
context of the microsatellite instability of the tumor in qu-
estion, and compares this finding with globally published case 
reports and therapeutic options (Ref. 43). Text in PDF www.
lekarsky.herba.sk.
KEY WORDS: KRAS, BRAF, colorectal carcinoma, microsatelite 
instability, predictive and prognostic biomarks.
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Úvod 
Kolorektálny karcinóm (CRC) je celosvetovo druhou 

najčastejšou príčinou priamych úmrtí na onkologické 
ochorenie (1). Štúdium molekulárneho stavu onkogénov 
má prediktívny a prognostický význam v počiatočných 
aj neskorých štádiách CRC (2). Princíp vzniku CRC po-

stupom adenóm-karcinóm bol vytvorený v roku 1975 
Day a Morson (3), ktorí opísali karcinogenézu CRC od 
benígnych prekurzorov po invazívne karcinómy v dedič-
ných a sporadických prípadoch. Vogelstein a kol. (4) 
navrhli princíp vzniku CRC prostredníctvom akumulácie 
genetických zmien, najmä mutácií APC, TP53 a KRAS. 
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Okrem dedičných syndrómoch, ako je FAP (defekt génu 
APC) a Lynchovým syndrómom, ktorý je spôsobený 
chybnou opravou DNA, vedúcou k mikrosatelitovej ne-
stabilite (MSI-H), je väčšina CRC sporadická (5). Popri 
klasickej dráhe adenóm-karcinóm, je dobre opísaný aj 
vývoj CRC prostredníctvom serrated polypov s včasnými 
mutáciami BRAF (6). 

Enzým s GTPázovou aktivitou KRAS (Kirsten Rat 
Sarcoma) je jedným z najčastejšie mutovaných onkogé-
nov v CRC, pričom približne 40 % pacientov s CRC má 
aktivačné missense mutácie v KRAS a väčšina z nich sa 
vyskytuje v kodónoch 12, 13 a 61 (7). Pacienti s KRAS-
mutovaným CRC majú horšiu prognózu ako pacienti s 
nemutovaným KRAS, a to najmä v metastatickom štádiu 
(8). Jeho mutácia taktiež spôsobuje aberantnú aktiváciu 
dráhy signálnej dráhy KRAS, čo má u takýchto pacien-
tov za následok rezistenciu na inhibítory receptorovej 
tyrozínkinázy (RTK), ako sú monoklonálne protilátky 
proti receptoru epidermálneho rastového faktora EGFR 
(cetuximab a panitumumab) (9, 10).

BRAF patrí do rodiny proteínov RAF, u ktorých sa 
ukázalo, že sú aktivované proteínmi RAS viazanými na 
GTP a fungujú ako efektor na aktiváciu prenosu signálu 
dráhy RAS-RAF-MEK-MAPK, čo vedie k bunkovej proli-
ferácii, diferenciácii, migrácii a prežívaniu (11) (12). 
Mutácie v géne BRAF sa vyskytujú v 8 - 12 % prípadov 
mCRC, pričom vo viac ako 95 % prípadov ide o mutá-
ciu BRAF V600E (13). Mutácie BRAF sa rozdeľujú do 
troch tried: podtypy s vysokou (I), strednou (II) a osla-
benou (III) kinázovou aktivitou (14).  BRAF V600E je 
zaradená do podtypu (I) a spôsobuje agresívny nádoro-
vý fenotyp spojený so zlou prognózou a rezistenciou 
na štandardné režimy chemoterapie (15). Mutácia 
V600E vedie k zámene aminokyseliny valínu za kyselinu 
glutámovú, čo vedie k 130- až 700-násobnému zvýšeniu 
kinázovej aktivity BRAF v porovnaní s divokým typom 
BRAF (16). Európske usmernenia odporúčajú u pacien-
tov s mutáciou BRAF V600E v prvej línii kombinovanú 
(dvoj- alebo trojkombinovanú) chemoterapiu plus beva-
cizumab. Možnosti účinnejšej liečby týchto pacientov 
však zostávajú nedostupné (17). 

Mikrosatelitová nestabilita (MSI) je hypermutabilný 
nádorový fenotyp spôsobený stratou aktivity opravy 
chýb DNA, ktorú zabezpečuje MMR reparačný systém. 
MSI sa vyskytuje približne u 15 % všetkých kolorektál-
nych karcinómov; pričom 3 % z nich sú spojené 
s Lynchovým syndrómom a zvyšných 12 % je spôsobe-
ných sporadickou, získanou hypermetyláciou promótora 
jedného z MMR génov (18,19). Je charakterizovaná krát-
kymi sekvenčnými opakovaniami (SSR) alebo krátkymi 
tandemovými opakovaniami (STR) repetitívnych sekven-
cií DNA s rôznou dĺžkou (18). MSI ako biomarker na 
vysokej úrovni (MSI-high) je u pacientov s CRC spojená 
s lepším prežívaním (20).  

Materiál a metodiky 
Do sledovania sme zahrnuli nádorové vzorky 

odobraté v rámci vyšetrenia biopsie tkaniva, alebo 
resekcie tkaniva počas kuratívneho chirurgického 

zákroku. Nádorové tkanivo kohorty 196 pacientov, 
ktorej súčasťou bola aj sledovaná pacietnka bolo 
fixované vo formalíne a zaliate do parafínu (FFPE) na 
oddelení patologickej anatómie Národného 
Onkologického Ústavu v Bratislave (NOÚ). Uvedené 
vzorky CRC boli odoslané na vyšetrenie stavu MSI, ako 
aj na genetické vyšetrenie mutácií BRAF a KRAS/NRAS 
na Oddelenie lekárskej genetiky NOÚ. Izolácia DNA zo 
vzoriek FFPE sa vykonala podľa štandardizovaných po-
stupov v laboratóriách klinickej genetiky. Na identifiká-
ciu mikrosatelitne nestabilných nádorových tkanív sa 
použilo 5 mononukleotidových mikrosatelitných marke-
rov: NR-21, BAT-26, BAT-25, NR-24, MONO-27, po kto-
rých nasledovala fragmentačná analýza na genetickom 
analyzátore ABI PRISM 3130. Alternatívne sa stav MSI 
skúmal pomocou testu Idylla™ MSI Assay na platforme 
Biocartis Idylla™ System. Oba testy sú štandardnými 
metódami na detekciu MSI na Oddelení lekárskej gene-
tiky NOÚ. Identifikácia mutácií BRAF (V600E a V600K) 
prebiehala alelovo špecifickou PCR pomocou systému 
Cobas Z 480 PCR (Roche Molecular Diagnostics). Stav 
génov RAS sa vyšetroval na platforme Roche LightCycler 
480 (Roche Molecular Diagnostics) pomocou súpravy 
RAS Mutation Screening Panel CE-IVD (Entrogen), za-
meranej na gény KRAS a NRAS (kodóny 12/13, 59/61, 
117/146). 

Všetci účastníci skúmanej kohorty vrátane sledova-
nej pacientky podpísali informovaný súhlas a náš vý-
skum bol schválený etickou komisiou NOÚ v Bratislave, 
kód protokolu: PATOL-01.  

Kazuistika
V prípadovej štúdii opisujeme nález u 79-ročnej 

ženy trpiacej zhubným nádorom vzostupnej časti hrubé-
ho čreva, klasifikovaná podľa systému IDC-10 ako C18.2 
(neoplasma malignum coli ascendentis). 

Výsledok a diskusia
Imunohistochemické vyšetrenie expresie génov 

MMR systému odhalilo deficienciu expresie MLH1, 
MSH2 a PMS2 génov, ktoré môžu byť zapríčinené 
somatickou, ako aj epigenetickou alebo zárodočnou 
mutáciou v prípade Lynchovho syndrómu, na ktorý 
v tom čase nebola vyšetrená (21). 

Mutácia génu KRAS bola u pacientky identifikovaná 
v dvanástom kodóne (KRAS: c.35G>A, p.G12D) a tak-
tiež bola nositeľkou mutácie BRAF V600E. Pacientka 
mala taktiež expersiu biomarkeru Ki-67 na relatívne vy-
sokej úrovni, vyjadrenú percentuálne (80%). Antigén 
Ki67 je exprimovaný len v mitotickej fáze bunkového 
cyklu a nie je exprimovaný v pokojovej fáze (G0) a je 
spoľahlivým markerom bunkovej proliferácie (22). 
Používanie biomarkera Ki-67 v klinickej praxi nie je jed-
notné a jeho regulérne používanie sa často líši v závis-
losti od metodiky pracoviska. Metaanalýza používania 
tohto markera v klinickej praxi však preukázala, že vy-
soká expresia Ki-67 významne koreluje so zlým celko-
vým prežívaním a prežívaním bez ochorenia, čo nazna-
čuje, že vysoká expresia Ki-67 môže slúžiť ako 
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prognostický marker pre zlú prognózu pacientov s CRC 
(23). Podiel zastúpenia nádorových buniek vo vzorke 
bol na úrovni 60%. Nádor po resekcii bol vyhodnotený 
histopatologickým stupňom G3 (zle diferencovaný). 
Pacientka bola po operácii klasifikovaná nasledovne: 
pT4N0MX.

Spoločný výskyt mutácie BRAF a KRAS u sledovanej 
pacientky je pomerne ojedinelým javom a v dostupnej 
literatúre sa o ňom hovorí len zriedkavo, väčšinou práve 
prostredníctvom kazuistík jednotlivých pacientov. 
Jedným z možných vysvetlení tohto javu podporuje hy-
potéza o dvoch klonálnych pôvodoch CRC u jedného 
pacienta, ako bolo dokázané v štúdii (24). Identifikácia 
individuálneho výskytu mutácie BRAF a KRAS má dnes 
už zrejmú prognostickú aj prediktívnu hodnotu. Zatiaľ 
čo pacienti s pokročilým CRC s divokým typom RAS sú 
vhodní na liečbu cetuximabom alebo panitumumabom, 
pacienti s CRC s mutáciou BRAF p.V600E sú vhodní na 
kombinovanú liečbu enkorafenibom a cetuximabom 
(25). V súčasných diskusiách sa objavuje taktiež názor, 
že terapeutické riešenie prítomnosti viacerých mutácií 
rodiny RAS v CRC si môže vyžadovať ich liečbu ako 
samostatných primárnych stavov, pretože sa môžu vyví-
jať oddelene v paralelných evolučných dráhach a byť 
prítomné v nižšom počte kópií ešte pred podaním lieč-
by, ako sa ukázalo napríklad v štúdii primárneho mela-
nómu (26).

Náhľad do konkrétnych kazuistík kolorektálneho 
karcinómu opisuje niekoľko prípadov konkomitantnej 
mutácie, publikovaných napríklad autormi Midthun 
a kolektív (27): 

Prvou pacientkou bola 67-ročná Afroameričanka, 
ktorej vyšetrenie počítačovou tomografiou (CT) ukázalo 
ascites a bilaterálne adnexálne masy so solídnymi a cys-
tickými komponentmi, pričom následná kolonoskopia 
a biopsia rektálnej masy ukázala dobre diferencovaný 
adenokarcinóm vychádzajúci z tubulovilózneho adenó-
mu. Vyhodnotenie na gynekologickej onkológii naznači-
lo, že obojstranné adnexálne masy sú pravdepodobne 
metastázy vaječníkov z karcinómu konečníka. 
Sekvenovaním cielených génov sa zistili koexistujúce 
mutácie v génoch BRAF a KRAS. V géne KRAS sa vy-
skytla mutácia c.35G>T (p.G12V (Gly12Val)), ktorá vied-
la k missense mutácii z glycínu (G) na valín (V) v ko-
dóne 12 exónu 2. V géne BRAF sa vyskytla mutácia 
c.1396G>C (p.G466R), pričom mikrosatelitová stabilita 
nádorového tkaniva bola zachovaná (27). 

Druhý prípad výskytu konkomitantnej mutácie bol 
u 60-ročného muža ázijského pôvodu a pri kolonosko-
pii bol potvrdený adenokarcinóm rektosigmy. V októbri 
2014 podstúpil nízku prednú resekciu, pričom sedem 
zo sedemnástich lymfatických uzlín bolo pozitívnych na 
metastatický adenokarcinóm. NGS sekvenovanie tkaniva 
preukázalo mutáciu KRAS c.34G>A (p.G12S (Gly12Ser)) 
a mutáciu BRAF c.1390G>A (p.G464R (Gly464Arg)), 
pričom expresia MMR proteínov bola zachovaná a po-
tvrdená mikrostalitovou stabilitou nádorového tkaniva. 
Prvá pacientka podstúpila chemoterapeutický režim 
známy ako FOLFOX (pozostávajúci z oxaliplatiny, fluo-

rouracilu (5-FU) a leucovorinu (28)), a perioperatívne 
mitomycín C v rámci hypertermickej intraperitoneálnej 
chemoterapie. Druhý pacient podstúpil liečbu FOLFIRI 
(kombinácia s irinotekanom) a neskôr FOLXOFIRI (kom-
binácia s bevacizumabom), pričom ani jeden pacient na 
liečbu nereagoval. 

Obaja pacienti chorobe podľahli do 12 mesiacov 
od počiatočnej diagnózy (27). V uvedených prípadoch 
nebola preukázaná mutácia podtypu I. BRAF V600E, 
pričom autori poukazujú, že pri konkomitantných mutá-
ciach BRAF a RAS mutáciach sú bežnejšie BRAF non-
-V600E mutácie, čo robí náš nález pomerne unikátnym. 
Zaujímavý bol post resekčný výsledok biopsie odobra-
tých lymfatických uzlín u pacientky 1, ktorá nemala 
z odobratých sentinelových uzlín (celkovo 44) ani jednu 
pozitívnu na prítomnosť nádoru, rovnako ako bol nega-
tívny výsledok všetkých excidovaných uzlín (19) u pa-
cientky v našej prípadovej štúdii. 

Ďalšiu prípadovú štúdiu opisujúcu konkomitantnú 
KRAS a BRAF mutáciu opísal Vittal a kolektív, pričom 
identifikovali 29-ročnú pacientku s karcinómom rekta, 
synchrónnymi metastázami v pečeni a mutáciami KRAS 
(C 35 G>A/p. G12D) a BRAF v exóne 15 kodónu 
V600E. Jej TNM klasifikácia bola pT4N1M1. Pacientke 
bola na základe prítomných mutácií zamietnutá anti-
EGFR liečba a anti-VEGF liečbu (bevacizumab) nemohla 
podstúpiť kvôli akútnej infekcii. MS status reportovaný 
nebol. Podobne, ako v predošlých kazuistikách, taktiež 
nereagovala na prvolíniový FOLFOX a chorobe podľah-
la tri mesiace po stanovení diagnózy (29). 

Celosvetová frekvencia BRAF a KRAS konkomitant-
ných mutácii v CRC však ostáva nejasná. Pri výskume 
mutačných profilov CRC na kohorte 820 pacientov bola 
frekvencia tohto fenoménu na úrovni 0,5 % (30). Štúdia 
Guglielchimi a kol, ktorá zahŕňala kohortu 316 pacien-
tov s CRC, identifikovala tento jav u 3 pacientov (1 %) 
v štádiu metastáz, pričom u dvoch zlyhala odporúčaná 
liečba a u tretieho pacienta s menej distálnymi metastá-
zami nastala po resekcii a adjuvantnej FOLFOX4 terapii 
pri 6-mesačnej kontrole remisia (31).        

Nedávna štúdia väčšieho rozsahu, zahŕňajúca 2347 
pacientov s kolorektálnym karcinómom však odhalila 
viac ako dvojnásobnú frekvenciu výskytu dvojitej mutá-
cie a to na úrovni až 1,2%, pričom rovnako ako v pre-
došlých prípadoch bola väčšina BRAF mutácií (77,8 %) 
non-V600E a neboli klasifikované ako mutácie s vyso-
kou kinázovou aktivitou (trieda I.) (30,32).  

Terapeutické vyhliadky našej pacientky ako aj pa-
cientov spomenutých v rámci globálnych kazuistík nie 
sú zrejmé. Napriek obrovskému pokroku v cielenej lieč-
be sa nepodarilo pre KRAS mutácie objaviť efektívny 
inhibítor, s výnimkou molekuly Sotorasib. Tá je marketo-
vaná ako Lumakras® (Amgen) a je určená práve pre 
KRAS mutáciu v kodóne 12, avšak špecificky pre G12C 
a je schválená len v určitých krajinách pre nemalobun-
kový karcinóm pľúc (NSCLC) (33). Pri priamych aj ne-
priamych prístupoch inhibície KRAS je taktiež vždy po-
trebné počítať s pomerne rýchlo nastupujúcou 
rezistenciou na liečbu. Z tohto dôvodu sa vždy odpo-
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rúča užívanie inhibítorov v rámci kombinovanej terapie 
(34). Pri volení chemoterapeutického prístupu je taktiež 
dôležité rozpoznávať jednotlivé mutácie KRAS a neuva-
žovať o nich uniformne, keďže štúdie naznačujú ich 
rozdielnu senzitivitu voči chemoterapii (napríklad ná-
dory s KRAS (G12C) dobre reagovali na taxány a pe-
metrexed, ale zle reagovali na cisplatinu (34, 35)).

Predpokladá sa, že pacienti s mCRC s mutáciou 
BRAF V600E sú rezistentní na inhibíciu EGFR v dôsled-
ku aktivácie dráhy MAPK sekundárne spôsobenej  
mutáciou BRAF (36). Terapeutické perspektívy CRC 
s mutovaným BRAF zhŕňa publikácia Guerrero a kolektív 
(2), pričom poukazuje na používanie agresívnej dvoj 
a troj-kombinačnej terapie pozostávajúcej z chemotera-
pie a cielenej liečby, nakoľko sa pacienti dožívajú 
v priemere iba 10,4 mesiaca u metastázujúcej choroby 
(37). 

Mimoriadne zaujímavá je okrem koexistencie KRAS 
a BRAF mutácie aj prítomnosť mikrosatelitovej instability 
v nádore sledovanej pacientky. Vzťah medzi MSI-H 
a prítomnosťou KRAS mutácie nie je dodnes objasnený, 
pravdepodobne je však jeho výskyt spojený so zhorše-
nou prognóznou u pacienta (38). Naopak koexistencia 
mutácie BRAF je vo vysoko mikrosatelitovo instabilných 
nádoroch až 15% oproti štandardnej prevalencii na 
úrovni 5% (39, 40). Samotná MSI je v súčasnosti mar-
kerom na indikáciu imunoterapie, na ktorú takýto pa-
cienti veľmi dobre reagujú (41). Ukazuje sa, že MSI-H 
pacienti s prítomnosťou aj BRAF mutácie benefitujú 
s dostupnej imunoterapie (39). Indikácia imunoterapie 
za prítomnosti mutácie KRAS nie je objasnená, avšak 
v súčasnosti prebieha intenzívny výskum, predovšetkým 
s využitím PD-L1 inhibítorov v kombinácii s KRAS inhi-
bítormi, ako je zhrnuté v publikácii o terapeutických 
perspektívach KRAS autormi Negri a kolektív (42). Pre 
vylúčenie alebo potvrdenie hereditárne podmienenej 
mikrosatelitovej instability nádoru (Lynchov syndróm) je 
potrebné pacientku dodatočne vyšetriť na prítomnosť 
zárodočných mutácii MMR systému, čo má veľký výz-
nam aj pre jej rodinných príslušníkov.

Záver 
Mnohé onkologické centrá testujú mutáciu KRAS 

u pacientov s CRC, pokiaľ sa zistí mutácia KRAS, testo-
vanie BRAF sa nevykonáva. Ak je však KRAS divokého 
typu, testovanie BRAF sa vykonáva postupne. Vzhľadom 
na čoraz častejšie zavádzanie panelového testovania 
NGS bude výskyt koexistujúcich mutácií KRAS a BRAF 
v CRC pravdepodobne vyšší, ako sa doteraz predpokla-
dalo. Kým z prognostického hľadiska sa javí konkomit-
natný výskyt týchto mutácií ako negatívny prognostický 
faktor, o ich prediktívnej úlohe v rámci liečby CRC je 
mimoriadne málo dostupnej literatúry, čo limituje onko-
lógov v nadstavení vhodného terapeutického režimu 
pre takto zasiahnutých pacientov. Na hlbšie pochopenie 
vplyvu súbežných mutácií KRAS a BRAF na prognózu 
CRC a reakciu týchto nádorov na súčasnú cytotoxickú 
a biologickú liečbu je potrebný ďalší výskum.* 

*Publikácia vznikla vďaka podpore VEGA grantu 
1/0198/24.

*Autori vyhlasujú, že všetky použité postupy boli v súlade s etickými nor-
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bola realizovaná v súlade s Helsinskou deklaráciou.
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