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ABSTRAKT

Vétsina gastrointestindlnich stromalnich nadortt (GIST) je charakterizovana ptfitomnosti
aktivanich mutaci v genech KIT a PDGFRA (80 — 85 %). Ve skupiné KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST (10 — 15 %) byly detekovany mutace v genech BRAF, KRAS, defekty
v komplexu SDH nebo fuze FGFRI::TACCI, ETV6::NTRK3. Cilena terapie Imatinib
mesylatem (IM) znamenala vyznamny pralom v terapii GIST. Vyraznym problémem
cilené terapie je vznik primarni nebo sekundarni rezistence. Biologické chovani GIST je
nepfedvidatelné. Stanoveni proliferacni aktivity vybranych markera proliferace a
senescence umozni objektivizovat riziko agresivniho chovani nadoru. Cilem prvni ¢asti
nasi prace byla mutacni analyza genli KIT a PDGFRA a detekce sekundarnich mutaci u
pacientii s progresi onemocnéni. V 83.5 % vzorkll jsme detekovali primarni mutace
v genech KIT a PDGFRA. U 16 pacientli s progresi onemocnéni jsme prokazali pfitomnost
sekunddrnich mutaci (v 29 progresivnich loZiscich — 69 %). Potvrdili jsme vyraznou
intranddorovou a rovnéz internddorovou heterogenitu sekundarnich mutaci. Cilem druhé
¢asti prace byla analyza alteraci ve skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST. V této
skupiné¢ GIST jsme prokazali defekty v podjednotkach SDH komplexu, mutace v genech
BRAF a NFI a alterace v genech AKTI a ATR. Piedmétem posledni casti prace bylo
stanoveni exprese mRNA hladin vybranych markert proliferace a senescence. Zjistili jsme,
ze expresni hladiny vybranych markert (Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT) jsou vhodnymi
markery pro stanoveni proliferace nadoru a ur¢eni maligniho potencidlu GIST. Navic jsme
zjistili korelaci mezi vy$$imi hladinami mRNA proliferatnich markert Ki-67, TPX2 a

hTERT a krat$im ptezitim u pacienti s GIST (EFS a OS).

KLICOVA SLOVA

GIST, mutace geni, rezistence k terapii, nadorova heterogenita, prolifera¢ni markery



ABSTRACT

Most of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are characterized by activating mutations
in the KIT and PDGFRA genes (80 — 85 %). Mutations in the BRAF, KRAS, defects in the
SDH complex or FGFRI1::TACCI1, ETV6::NTRK3 fusions were detected in the group of
KIT/PDGFRA non-mutated GISTs (10 — 15 %). Targeted therapy with Imatinib mesylate
(IM) marked a significant breakthrough in treating GISTs. A significant problem with
targeted therapy is the formation of primary or secondary resistance. The biological
behavior of the GIST is unpredictable. Determining the activity of selected markers for cell
proliferation and senescence will enable the objectification risk of tumor behavior's
aggressivness. The aim of the first part of our work was the mutational analysis of the KIT
and PDGFRA genes and the detection of secondary mutations in patients with disease
progression. We detected primary mutations in K/7 and PDGFRA genes in 83.5 % of
samples. We also demonstrated the presence of secondary mutations in 16 patients with
progression of disease (in 29 progressive lesions — 69 %). We confirmed significant
intratumor and also intertumor heterogeneity of secondary mutations. The aim of the
second part of the thesis was the analysis of alterations in the KI7/PDGFRA non-mutated
GISTs. In this group of GISTs we demonstrated defects in the SDH complex subunits,
mutations in the BRAF and NFI genes and alterations in the AKTI and ATR genes. The
purpose of the last part of this work was the determination of mRNA expression levels of
selected markers of proliferation and senescence. We found that expression levels of
selected markers (Ki-67, TPX2, TOP2A and hTERT) are suitable markers for determining
tumor proliferation and malignant potential of GIST. Additionally, we found a correlation
between higher mRNA levels of proliferation markers Ki-67, TPX2 and hTERT and
shorter survival in GIST patients (EFS and OS).

KEYWORDS

GIST, genes mutations, therapy resistance, tumor heterogeneity, proliferation markers
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1. UVOD

1.1. Gastrointestinalni stromalni nadory (GIST)

Gastrointestinalni stromélni nadory (GIST) tvofi skupinu mezenchymadlnich nadori
vznikajicich v gastrointestinalnim traktu (GIT) (Miettinen et al., 1999a). GIST tvofi
nejpocetnéjsi skupinu nadorh mezenchymalniho ptivodu v této lokalizaci (Hirota, Isozaki,
20006). Ze vsech nadorti lokalizovanych v ramci GIT vsak GIST tvofi méné nez 1 % (Gupta
et al., 2008). Urceni pfesného plvodu téchto nadort se podafilo objasnit s prichodem
imunohistochemickych (IHC) vySetieni a elektronové mikroskopie. Prostfednictvim téchto
metod se ukazalo, ze GIST vykazuji ultrastrukturdlni znaky a expresi bunéénych markert
typickych pro Cajalovy intersticialni bunky (ICC) (Kindblom et al., 1998). ICC jsou
bunky, které navozuji a usmérnuji prevod vzruchu a nasledné kontrakce hladkych svalil

v ramci GIT (Li, Raut, 2019).

Po strance exprese proteini jsou GIST nejlépe charakterizované expresi
transmembranového proteinu KIT (CD117) (Heinrich et al., 2003a). Exprese proteinu KIT
je detekovana az v 95 % GIST (Miettinen, Lasota, 2006). Skupina GIST s expresi
povrchové molekuly CD117 zahrnuje jednak K/7T mutované GIST, KIT nemutované a
rovnéz GIST s mutacemi v genu PDGFRA. Mutace v genu KIT neovliviluji expresi
proteinu KIT, ale jeho funkci (Lasota, Miettinen, 2008). CD117 je citlivym a specifickym
markerem GIST, jeho exprese vSak neni pfitomna u vSech GIST. Ve skupiné GIST
s mutacemi v genu PDGFRA je exprese proteinu KIT slaba nebo fokalni (Corless et al.,
2005). Dalsim specifickym diagnostickym markerem GIST je protein DOG1. Oznaceni
DOGTI je akronymem pro nézev ,,discovered on GIST 1%, tj. ,,objeven u GIST* (Miettinen
et al. 2009). Protein DOGI je kédovany genem DOGI! a plni roli chloridového kanalu. U
GIST se setkavame s cytoplazmatickou a rovnéz membranovou pozitivitou proteinu DOGI1
(Rios-Moreno et al., 2012). Kombinace obou diagnostickych proteint DOG1 a CDI117

v IHC panelu umoziuje stanovit diagnézu u vice nez 98 % GIST (Wu et al., 2019).

Vétsina GIST vznikd na podkladé aktivacnich mutaci v genech KIT (75 — 85 %) nebo
PDGFRA (10 — 15 %) (Li, Raut, 2019; Miettinen, Lasota, 2013). Nejcasteji (v 95 %) se
setkavame s tzv. sporadickymi GIST. Sporadické GIST postihuji prevazneé dospélé
pacienty ve stfednim véku (nad 40 let). Mutace genti KIT a PDGFRA jsou v této skupiné

GIST ziskané. Vzacné se muzeme setkat s familiarni formou GIST charakterizovanou
10



zérodeCnymi mutacemi genit KIT a PDGFRA. Mutace se pak vyskytuji jak v nddorovych
bunkach, tak i ve vSech ostatnich bunkach organismu (Postow, Robson, 2012; Tornillo,
Terracciano, 2006; Zhao, Yue, 2012). Familiarni GIST jsou charakterizovany autozomalné
dominantni dédi¢nosti s vysokou penetranci. Prvotn¢ byly zarodecné mutace
identifikovany v exonu 11 genu KI7. Nésledné byly zarode¢né mutace popsany i v dalSich
exonech genu KIT (13 a 17) a rovnéz v genu PDGFRA, nebo v genech NFI
(neurofibromatosis-1), pfipadné v genech SDH komplexu. Pacienti s familidrnim GIST se
obvykle prezentuji mnohoCetnymi primarnimi nadory vramci GI traktu a dal$Sim
charakteristickym znakem — hyperpigmentaci kiize (Steigen, Eide, 2009). Familiarni GIST
vétSinou vykazuje indolentni chovéni na rozdil od sporadickych GIST (Caram, Schuetze,

2011). Ptehled IHC vysetfeni a molekularni analyzy u GIST poskytuje Obr. 1.

LR R A R RS R R R R R R R A R R R R R A R A R R R R R R NN NN N R NN llllllllll

Somatic
mutation

BRAF and

deficient NF1

[(EEERRE RN RN RN R R R R R R N R R R N R R R R R R R R R N N N NN ssdssmEnEmn

Obr. 1 Prehled imunohistochemického a molekularniho vySetfeni u GIST. Modrou pferuSovanou ¢arou
je oznacena skupina KIT/DOGI pozitivnich GIST. Plna oranzova ¢éara urcuje skupinu GIST s mutovanymi
geny KIT a PDGFRA. Sedé pierusované ¢ary vyznaduji zastoupeni GIST se somatickymi a zarodenymi

mutacemi.

Upraveno dle Wu et al., 2019

Vzacné je zaznamenan vyskyt GIST v détském véku. Vznik GIST u déti (6 — 14 let) a
mladych dospélych (15 — 24 let) byva casto spojen s jinymi syndromy, vétSinou s
neurofibromatézou typu I (von Recklinghausenova nemoc), nebo vznikaji jako soucést

Carneyovy trias (GIST, chondrohamartom plice a paragangliom), nebo syndromu Carney-
11



Stratakis (GIST a paragangliom) (Samelis et al., 2007). GIST postihujici déti predstavuji
odlisnou klinicko-patologickou a molekularni skupinu nadorti s indolentnim pribéhem
onemocnéni a s mnohocetnymi lozisky v zaludku (Agaram et al., 2008a; Cypriano et al.,
2004). Charakteristickym znakem je také nizs§i vyskyt mutaci v genech KIT a PDGFRA,
kolem 15 % (Janeway, Weldon, 2012).

Vice nez 80 % GIST je primarné lokalizovanych v GIT a vyskytuji se v celém jeho
rozsahu. Vzacnéji se setkavame s piitomnosti nadorti v extragastrointestinalni lokalizaci, t;.
v omentu, mesenteriu, retroperitoneu, ve Zluéniku a v mocovém méchyti (Miettinen et al.,
1999b; Reith et al, 2000; Sakurai et al., 2001; Yamamoto et al., 2004; Zhao, Yue, 2012).
Prevazna ¢ast nador v rdmci GI traktu se nachédzi v zaludku (60 %), obvykle ve fundu
(Miettinen et al., 2005). Druhou nejc€astéjsi lokalizaci je tenké stievo. Konkrétné ve 30 %
je popsany vyskyt GIST v oblasti jejuna a ilea, v mensi mife v duodenu — 5 % (Miettinen,
Lasota, 2013). Ve 4 % se setkavame s pfitomnosti GIST v tlustém stievu. Vzacny je GIST

v jicnu nebo v apendixu (Zhao, Yue, 2012).

Mikroskopickd struktura GIST je variabilni a v zésadé rozpoznavame varianty
vietenobunécné, epiteloidni — pfipominajici az epitelové nadory, a smisené (Miettinen et
al., 1999a; Zoundjiekpon et al., 2014). Vietenobunécné varianty se vyskytuji nejcastéji (70
%). Ve vétSing se jednd o nadory s protdhlymi vietenitymi bunikami, uniformni, téméf bez
jadernych atypii. Epiteloidni varianty GIST (pfitomny pfiblizn¢ u 20 % GIST) jsou
obvykle bunéné a jsou tvofené kohezivné rostoucimi polygonalnimi buikami
s nezfetelnymi bunéénymi hranicemi. Mensi ¢ast GIST (10 %) vykazuje znaky smiSen¢ho
typu, u kterych se spolecné¢ vyskytuji buinky vietenité a epiteloidni. Z hlediska
biologickych vlastnosti se vietenobunééné a epiteloidni varianty zasadnim zplsobem
nelisi. V kazdé skupiné progndéza onemocnéni zavisi pfedev§im na proliferacni aktivité

nadoru a na jeho velikosti.

Klinicka prezentace GIST je Siroka. Ptiblizné¢ 70 % pacientli s GIST je symptomatickych.
20 % nevykazuje zadné ptiznaky a 10 % GIST je zjiSténych nahodné pfi pitvé (Gupta et
al., 2008). GIST maji tendenci odtlacovat prilehlé, sousedici struktury, aniz by doslo
k jejich destrukci. V tomto ohledu mohou GIST nartst do velkych rozmérta diive nez se
klinicky projevi nékterym z typickych znakG (Gupta et al., 2008). NejcastcjSim
symptomem GIST je krvaceni na zaklad¢ ulcerace sliznice souvisejici s nadorem. Ptiblizné
10 — 30 % GIST ma klinické znaky maligniho nddorového onemocnéni. Zéakladnim
klinickym znakem je pak metastazovani. GIST nejcastéji metastazuji do jater (50 — 60 %)
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a/nebo na peritoneum (20 — 43 %). Vzacné mohou metastazovat i do regionalnich
lymfatickych uzlin (10 %). Ve vyjimecnych ptipadech metastazuji do plic nebo do kosti
(10 %) (Gupta et al., 2008).

1.2. KIT a PDGFRA mutované GIST

Proteiny KIT a PDGFRA (plateled derived growth factor receptor alpha) fadime mezi
transmembranové receptorové tyrozinkinazy (RTK). RTK jsou dulezitymi medidtory
signalizacnich drah, které pfenaseji extracelularni signaly do nitra bunck. Vysledkem
pienosu signalu je aktivace intracelularnich procest, které kontroluji bunécnou proliferaci,
diferenciaci, pfezivani a/nebo programovanou smrt bunék. Patologické zmény gent, které
koduji RTK — amplifikace, delece nebo mutace — vedou ke konstitutivni aktivaci receptort
a predstavuji vyznamny mechanismus nekontrolované RTK signalizace (Burger et al.,

2005).

RTK KIT a PDGFRA jsou cleny rodiny RTK proteinit podobnych receptoru pro
destickovy riastovy faktor (PDGFR - plateled-derived growth factor receptor). Tato
skupina RTK je také oznaCovdna potfadovym CcCislem III. Spole¢né s proteiny KIT a
PDGFRA patii do této skupiny i proteiny PDGFRB, CSF-1 a FLK-3 (Daum et al., 2006;
Fassunke et al. 2010; Heldin, Lennartsson, 2013; Judson, 2008; Lennartsson, Ronnstrand,
2012; Wardelmann et al., 2004).

Zastupci RTK rodiny III. se vyznacuji strukturalni homologii sestavajici ze tii zakladnich
¢asti: extracelularni, transmembranové a intracelularni. Extracelularni ¢ast tvoii 5 domén
podobnych molekule imunoglobulinu. Intraceluldrni ¢ast ptfedstavuje juxtamembranova
oblast a dvojice tyrosinkinazovych (TK) domén propojenych kratkym kindazovym inzertem
(Daum et al., 2006; Heldin, Lennartsson, 2013; Lennartsson, Roénnstrand, 2012;
Wardelmann et al., 2004). TK1 je mistem, kde se na intracelularni ¢ast proteinu vaze ATP.
TK1 doména se proto casto oznacuje jako ATP vazebni doména. Za ptenos fosfatu
zodpovidd TK2 doména. Pienosem fosfatu dochazi k aktivaci proteinu, proto tuto doménu
oznacuje rovnéz jako tzv. aktivacni misto. Extracelularni ¢éast je s intracelularni ¢asti
proteinu propojena sekvenéné jednoduchym hydrofobnim transmembranovym usekem
(Lasota, Miettinen, 2008; Maleddu et al., 2009; Steigen, Eide, 2009). Piehled
strukturalniho slozeni RTK rodiny III. poskytuje obr. 2.
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Obr. 2 Prehled strukturalniho sloZeni RTK rodiny IIl. Extraceluldrni ¢ast (doména) je u RTK KIT a
rovnéZ u PDGFRA tvofena 5 imunoglobulinu-podobnym doménami. Juxtamembranova oblast je
lokalizovana té€sné pod bunénou membranou. Tyrozinkindzové domény 1 (TK1) a 2 (TK2) jsou spojeny

kratkym inzertem. TK1 doména je mistem vazby ATP. TK2 doména pfedstavuje aktivacni misto.

Upraveno dle Bauer et al., 2021

I kdyz celkovy mechanizmus aktivace rodiny RTK III. tfidy a jejich pfislusnych signalnich
drah je podobny, jednotlivé receptory jsou exprimovany v rozdilnych typech bunék a s tim

souvisi 1 jejich rozdilna funkce (Heldin, Lennartsson, 2013).

RTK KIT je dilezitym receptorem pii vyvoji melanocytii, zarodecnych bunék, Zirnych
bunék, hematopoetickych kmenovych bun¢k a ICC (Hornick, Fletcher, 2007). Receptor
PDGFRA zprostiedkovava proliferaci a diferenciaci mezenchymalnich bunék a

podptrnych bun¢k glie v CNS.

Aktivace proteinit KIT a PDGFRA probiha za fyziologickych podminek prostfednictvim
ligandt, tedy pfisluSnych rastovych faktort. Ligandem pro protein KIT je rtstovy faktor
kmenovych bun¢k (SCF — stem cell factor) (Ali, Ali, 2007; Li, Raut, 2019), pro protein
PDGFRA je to ristovy faktor PDGF (plateled derived growth factor).

Systém receptorti a ligandi PDGFR/PDGF zahrnuje 2 receptory (PDGFRA a PDGFRB)
a4 ligandy (PDGFA, PDGFB, PDGFC, a PDGFD). Obecné schéma aktivace RTK KIT

prezentuje Obr. 3.
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Fyziologicka aktivace faktoru SCF Nezavisla aktivace faktoru SCF
vyvolana pritomnosti mutaci

SCF SCF

membrana

cytoplazma
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Obr. 3 Schéma aktivace RTK KIT. RTK KIT je aktivovana vazbou specifického ligandu, tj. vazbou
ligandu SCF (Stem cell factor). Navazanim ligandu SCF dochazi k dimerizaci proteind KIT. Pfiblizeni
proteinti vede k aktivaci (prostfednictvim autofosforylace) intracelularnich domén (oznacenych modrie) a k
naslednému spusténi pienosu signalu do jadra bunky. Aktiva¢ni mutace v genu KIT (eventuadlné v genu

PDGFRA u receptoru PDGFRA) zpiisobi konstitutivni aktivaci receptoru, nezavislou na pfitomnosti ligandu.

Volné upraveno dle www.gistsupport.org

1.2.1. Mutace v genech KIT a PDGFRA

V roce 1998, Hirota et al. (1998) zjistili, Ze podstatna cast nadorti oznacovanych jako GIST
obsahuje mutace v genu KIT. V roce 2003 byla ve skupiné¢ GIST bez ptitomnosti mutaci
v genu KIT zjisténa pritomnost aktivacnich mutaci v genu PDGFRA kédujiciho ptibuznou

receptorovou tyrozinkinazu PDGFRA (Heinrich et al., 2003b).

Mutace v genech KIT a PDGFRA jsou vzajemné exkluzivni. Nadory s mutacemi v genu
KIT nemaji mutovan gen PDGFRA a naopak (Samelis et al., 2007). Existuji ovSem
vyjimky. Typy mutaci v genech KIT a PDGFRA jsou u GIST zna¢né variabilni. Zahrnuji
delece, substituce (bodové mutace), duplikace (Casto ve smyslu internich tandemovych
invertovanych komplementarnich sekvenci, tzv. delece-inverze (Lasota, Miettinen, 2008).
Onkogenetické mutace gent KIT a PDGFRA aktivuji prostfednictvim konstitutivni
fosforylace ptislusné RTK KIT a PDGFRA. Kontinualni, na pfitomnosti ligandu nezavisla

aktivace RTK KIT a PDGFRA vede kneregulovanému spusténi signalnich drah
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RAS/RAF/MAPK, JAK/STAT3 a PI3BK/AKT/mTOR, které podporuji nadorovou

proliferaci nebo prezivani buné€k (Lasota, Miettinen, 2008).

Mutace v genech KIT a PDGFRA muzeme rozdé¢lit z nékolika hledisek. Podle lokalizace
mutaci vuvedenych genech rozliSujeme mutace regulatnich domén receptori
(extraceluldrni a juxtamembranova doména) a mutace enzymatickych domén (TK1 a TK2)
(Lasota, Miettinen, 2008). Z hlediska predpovédi chovani se nadoru na cilenou terapii
inhibitory TK, se nadory s mutacemi v regulacnich doméndch receptorti povazuji za
senzitivni na terapii. Nadory s mutacemi v enzymatickych doménach jsou méné citlivé,
ptipadné rezistentni. Podle casu a zptisobu vzniku dale rozd¢élujeme mutace v genech KIT a
PDGFRA do dvou kategorii. Do prvni kategorie patii mutace diagnostikované u
primarnich nadori pfed zahdjenim terapie Imatinib mesylatem (IM). Tyto mutace
oznacujeme jako primarni mutace, a souvisi s patogenezi vzniku a rozvoje GIST. Druhou
kategorii tvofi mutace detekované v prubéhu 1é¢by pacienta s GIST a podileji se na vzniku
ziskané rezistence téchto nadorti na terapii IM (sekundarni KI7 nebo PDGFRA mutace).
Sekundarni mutace detekujeme vétSinou ve vzorcich metastaz nebo u nadorti lokalné
recidivujicich. Primarni i sekundarni mutace postihuji stejnou alelu (Lasota, Miettinen,

2008).

Frekvence mutaci v genu KI/7 u GIST je 80 — 85 % (Antonescu, 2011; Bauer et al., 2021;
Corless et al., 2004). Gen KIT tvori 21 exonli a mutace mohou vzniknout v kterémkoliv
z téchto exont. Typicka je vSak kumulace mutaci v exonech 9, 11, 13 a 17. Exon 9 koduje
extracelularni ¢ast proteinu KIT, exon 11 intracelularni juxtamembranovou oblast, exon 13
prvni intracelularni tyrozinkindzovou doménu (TK1) a exon 17 koduje druhou
intracelularni tyrozinkinazovou doménu (TK2) (Bombac et al., 2020). Mutace genu
PDGFRA se kumuluji vexonech 12, 14 a 18, které jsou homologni sexony 11
(juxtamembranova oblast), 13 a 17 (intracelularni TK1, respektive TK2 domény) genu KIT
(Daum et al., 2010; Rubin, 2006). Vyskyt mutaci v genu PDGFRA u pacientt s GIST se
pohybuje v rozpéti 5 — 8 % (Corless et al., 2005). NejcastéjSim mistem vyskytu mutaci
v genu PDGFRA je TK2 doména, konkrétné exon 18. Bodova zdména p.D842V, ktera je
typicky ptfitomna v exonu 18 je nejcastéji detekovanou mutaci. Vyskytuje se v ptiblizné 65
% néadort s mutaci v genu PDGFRA (Szucs et al., 2017). Mutace, které jsou lokalizované
v exonech 12 (koéduje juxtamembranovou doménu) a v exonu 14 (kéduje ATP-vazebnou
doménu, tj. TK1 doménu), jsou méné casté. Piehled frekvence vyskytu a lokalizaci mutaci

v genech KIT/PDGFRA piehledné znézornuje Tab. 1.
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Tab. 1 Prehled frekvence a lokalizace mutaci v genech KIT a PDGFRA

PRITOMNOST KODOVANA FREKVENCE TYP PRIMARNICH ANATOMICKA
MUTACI OBLAST VYSKYTU MUTACI LOKALIZACE
KIT/PDGFRA MUTOVANE 80—-85%

KT 60— 70 %
exon 9 extracelularni 9-10% duplikace A502 Y503 tenké a tlusté stfevo
delece/delece-inzerce
: . delece 557-958 gastrointestinalni
exon 11 juxtamembranova 60 % agrestvne)si =
: trakt
substituce
duplikace
exon 13 TK1 >1% K642E viechny lokality
E653K
D820Y . .
exon 17 TK2 >1% N822K viechny lokality
N8§22H
PDGFRA 10-15%
DSe1v
exon 12 Juxtamembranova 2% delece/delece-inzerce viechny lokality
duplikace, inzerce
zaludek
exon 14 TK1 <1 % N659K
0100 zaludek (D842V)
exon 18 TK2 E:)ifazt:'u ?_1,09/% D842V, D846V jiné mutace (viechny
<0 delece lokality)
KIT/PDGFRA NEMUTOVANE 15-20%

Voln¢ upraveno dle Br¢ic et al., 2021; Lasota, Miettinen 2008; Mathias — Machado et al., 2022

1.2.2. Cilena terapie inhibitory RTK

Imatinib mesylat (IM) je selektivnim inhibitorem tyrozin kinaz ABL, BCR-ABL, KIT a
PDGFR (Demetri et al., 2002). IM jako cileny inhibitor RTK KIT a PDGFRA neinhibuje

aktivacni misto kinaz, ale interaguje s ATP vazebnym mistem téchto proteini (Antonescu,

2008; Bauer et al., 2021; Serrano et al., 2019). IM byl prvnim inhibitorem tyrozin-kinaz

pouzitym v klinické praxi, konkrétné v terapii refrakterni chronické myeloidni leukémie,

CML (Druker et al., 1996). Nasledn¢ byl IM aplikovan v terapii pokroc¢ilého GIST

(Breccia, Alimena, 2009; Joensuu et al., 2001). Na zaklad¢ uspésné klinické odpovédi se

IM stal terapeutikem prvni volby u 1é¢by neoperabilnich, recidivujicich a metastatickych

GIST (Blanke et al., 2001; Demetri et al., 2002; van Oosterom et al., 2001; Wang et al.,

2009). Terapeuticka odpovéd’ pacientd na IM zavisi na mutacnim stavu gent KIT a

PDGFRA (Antonescu et al., 2005; Debiec-Rychter et al., 2005; Saponara et al., 2015).
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Pacienti s mutacemi v exonu 11 genu KI7 odpovidaji na terapii nejcitlivéji. Pacienti navic
po klinické strance vykazuji delSi dobu do dal$i progrese (EFS) a celkové ptezivani
v porovnani s pacienty s mutacemi vexonu 9 genu KI7, nebo snemutovanymi geny
KIT/PDGFRA je delsi (Heinrich et al., 2006). Naproti tomu, pacienti s aktivatni mutaci
p.D842V v exonu 18 genu PDGFRA, jsou na terapii IM primarné rezistentni (Heinrich et
al., 2006). Molekuléarni klasifikace GIST s ohledem na predikci terapeutické odpovédi IM
je tedy nevyhnutna pro identifikaci pacientli, ktefi mohou profitovat z cilené lécby

(Saponara et al., 2015).

U pacientil s progresi onemocnéni na terapii IM, je doporuceno zvyseni terapeutické davky
IM ze 400 mg/den na 800 mg/den. V roce 2006 byl v II. linii 1é€by metastatického nebo
recidivujiciho GIST zaveden Sirokospektry inhibitor TK Sunitinib malat (SM, Sutent,
SU11248, Pfizer Inc., New York, NY, USA), ktery inhibuje receptory KIT, PDGFRA,
PDGFRB, VEGFR, FLT3, a RET (Bauer et al., 2021; Kikuchi et al., 2012). SM byl
aplikovan v piipad¢ intolerance IM, pii vyskytu vaznych nezadoucich Uc€inkt na terapii
IM, nebo pii neustupujicim onemocnéni zpiisobenym rezistenci na terapii IM. U¢innost
SM zavisi na lokalizaci primérnich a sekundarnich mutaci, podobné¢ jako je tomu u IM. SM
je efektivni u GIST s mutacemi exonu 9 genu KI7, nebo u GIST s nemutovanymi geny KIT
a PDGFRA (Lasota, Miettinen, 2008). V pfipad¢ pfitomnosti sekundarnich mutaci je SM
ucinngjsi v terapii GIST se sekundarnimi mutacemi v exonech 13 nebo 14 genu KIT (TK1
doména, ATP vazebné misto), nez se sekundarnimi mutacemi v exonu 17 genu KI/7T (TK2
doména, aktivacni misto) (Kikuchi et al., 2012; Serrano et al., 2019). Dalsim inhibitorem
TK je Regorafenib (RE, BAY 73-4506, Stivarga®) (George et al., 2012). Jedna se o
multikinazovy inhibitor se Sirokym spektrem ucinnosti (Ettrich, Seufferlein, 2018).
Blokuje RTK KIT, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, TIE2, FGFR1, RET, RAF1, BRAF a
receptory PDFGR (Liu et al., 2020). Byl zaveden ve III. linii terapie u pacientd s progresi
onemocnéni GIST na IM, nebo SM (Wilhelm et al.,, 2011). V pfipadé¢ vyskytu
sekundarnich mutaci je ucinngjsi pii mutacich v exonu 17, eventualné¢ 18 genu KIT
(Napolitano, Vincenzi, 2019). Inhibi¢ni u€inek RE u pacienti s GIST je vysledkem piimé
inhibice receptori KIT a PDGFRA, ale rovnéz inhibice signalnich drah RAF/ERK/MEK.
Charakteristickym znakem TK inhibitort I., II. a III. linie je specificka uc¢innost jen na
urcitou skupinu sekundarnich mutaci (Serrano et al., 2019). Heterogenita sekundarnich
mutaci a jejich selektivni inhibice pomoci vyse uvedenych TK inhibitort tvoti molekularni

zaklad selhani terapie u pacientd s progresi onemocnéni (Serrano, George, 2020).
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Schematicky piehled senzitivity nebo rezistence jednotlivych vybranych sekundéarnich

mutaci na terapii SU nebo RE po selhani terapie prostiednictvim IM poskytuje Obr. 4.

SEKUNDARNI FREKVENCE SENZITIVITA
MUTACE MUTACI MUTACI
IM SU RE
13 J 0
exon V654  39.6 % H RN s
VAZEBNI
exon 14 V670 1L1% EEm o
exon9 —>
MEMBRANA
exon 11 —*
D816 83 % N |
11.8 % -
exon 17 D820 no . . . AKTIVACNI
N822 12.5 % H E N MISTO
Y823  9.0% [
) ] SENZITIVNI
JINE 7.7 % ;
MUTACE B REZISTENTNI

Obr. 4 Schéma citlivosti TK inhibitori po selhani terapie IM. Schematicky piehled typickych
sekundarnich mutaci po selhdni terapie IM s jejich frekvenci a predpovidanou aktivitou na imatinib mesylat
(IM), sunitinib malat (SM) nebo regorafenib (RE). Zelené ¢tverce prezentuji senzitivitu a ¢ervené rezistenci
na podavané terapeutikum. Mutace p.D816 u regorafenibu (RE), u které je ctverec zbarveny spolecné
cervené a zelen¢ indikuje pfitomnost rezistentni aminokyselinové zameény (napi. mutace p.D816V je vysoce

rezistentni na vSechny TKI).
Upraveno dle Serrano et al. 2019

TK inhibitory IM, SM a rovnéz RE inhibuji kinazovou aktivitu KIT u jednotlivych
imatinib-rezistentnich subklonii jenom caste¢né¢ v souvislosti s jejich ptislusnych
inhibi¢nim profilem (Serrano, George, 2020). Recentné jsou tedy v terapii pokrocilého
eventudln¢ neoperabilniho GIST zavedeny nové cilené inhibitory Ripretinib a Avapritinib
(Al-Share et al., 2021; Blay et al., 2021). Ripretinib (RI, DCC-2618, Qinlock®) je tzv.
»switch-controle inhibitorem kinaz KIT a PDGFRA, ktery inhibuje plné spektrum mutaci
v genech KIT a PDGFRA (Serrano, George, 2020). V terapii heterogenné rezistentnich
nadort je to vyznamny a inovativni pfistup. Ripretinib se reverzibilné vaze na dvé domény
(switch control), které kontroluji pfechod mezi neaktivni a aktivni konformaci kinazy.
Konkrétné se jedné o inhibi¢ni misto na juxtamembranové doméné (kodované exonem 11
genu KIT a exonem 12 u genu PDGFRA) a aktivacnim pfepinadem na aktivaénim misté

(kédovanym exony 17 a 18 genu KIT a exony 18 a 19 genu PDGFRA) (Schaefer et al.,
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2022). Vazbou na obé domény soucasné udrzuje kindzy KIT nebo PDGFRA v neaktivni
formé a dosahuje inhibici Sirokého spektra primdrnich a sekundarnich mutaci spojenych
s rezistenci. Avapratinib (AV, BLU-285, Aykavit®) je kinazovy inhibitor I. tfidy (Schaefer
et al., 2022). TK inhibitory II. tfidy (IM, SM, RE a RI) se vazou na KIT/PDGFRA kinazy
v jejich neaktivni form¢. U Avapratinibu je to pfesné¢ naopak, vaze se na aktivni formu
kindzy (Kelly et al., 2021). Avapratinib byl schvélen pro terapii pacientl s neoperabilnim
nebo metastatickym GIST nesoucim mutace v genu PDGFRA, zahrnujice rovnéZ primarné
rezistentni mutaci p.D842V vexonu 18 genu PDGFRA (Bauer et al., 2021). Prehled
recentn¢ indikovanych TK inhibitordt schvalenych pro 1é¢bu GIST spoleéné

s mechanizmem Uc¢inku poskytuje Tab. 2.

Tab. 2 Piehled TK inhibitort pouzivanych v 1é¢bé GIST

TERAPEUTIKUM MECHANIZMUS UCINKU LINIE TERAPIE DAVKA
IMATINIB tyrozin kinazovy inhibitor s aktivitou I linie u neoperabilniho a/nebo 40(;3;1%;(1%
proti KIT, PDGFRA a PDGFRB metastatického onemocnéni
800 mg/den
Sirokospektralni tyrozin kindzovy tini b 50 mg/den
SUNITINIB sirokospe _ t}rozm INazovy II: inie u progrese nebo event
inhibitor s aktivitou proti KIT, intoleranci imatinibu 175 :
PDGFR, VEGFRI1-3, FLT3, CSF-1R - mg
- . __ IIL. linie pro pacienty diive
inhibitor na membranu vazanych a e gt B
REGORAFENIB intracelulémich kinz s aktivitou lecenycilgﬁztnl%l:;lm nebo 160 mg/den
proti KIT a PDGFRA
kinazovy inhibitor s aktivitou proti ;:6 181?1&%;1] Pam:&t:bi
AVAPRITINIB mutaci D842V v exonu 18 genu perasinn 300 mg/den
PDGFRA = metastatickym GIST =
s pfitomnou mutaci D842V
v exonu 18 genu PDGFRA
inhibitor KIT a PDGFRA kinaz IMI. linte .
RIERELIHIE s mutacemi v aktivaénim misté vysledky porovnatelné s 150 mg/den

sunitinibem

Voln¢ upraveno dle Al-Share et al., 2021

1.2.3. Primarni a sekundarni rezistence

Primarni a sekundarni rezistence na terapii IM se staly hlavnim klinickym problémem
v onkologické 1écbé GIST (Gupta et al., 2008) GIST jsou obecné rezistentni na
chemoterapii a rovnéz na radioterapii. Z tohoto divodu az do zavedeni IM jako cileného
inhibitoru RTK, nebyla pro pacienty s neoperabilnim nebo metastatickym GIST dostupna
zadna efektivni terapie (Gupta et al., 2008). Nicmén¢, u mnohych pacienti podstupujicich
terapii IM, se objevuje rezistence na uvedenou terapii (Bickenbach et al., 2007). Median
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vzniku rezistence na terapii IM s naslednou progresi onemocnéni je pfiblizn¢ 24 mésict

(Verweij et al., 2004).

Z hlediska klasifikace rezistence rozeznavame dvé formy. Casnou rezistenci, nazyvanou
také primarni, a pozdni, nebo-li, ziskanou (sekundarni) rezistenci (Wang et al., 2009).
Primarni rezistence je definovana jako progrese onemocnéni v prib¢hu prvnich 3 — 6
meésicl od zacatku terapie IM (Nishida et al., 2016a). Vyskytuje se pfiblizn¢ 15 — 20 %
pacientli (Heinrich et al., 2006). Hlavnim divodem vzniku této formy rezistence je mutacni
stav gent KIT nebo PDGFRA (typ mutace a/nebo lokalizace priméarni mutace) (Gounder,
Maki, 2011).

S primarni rezistenci nejcastéji souvisi mutace vexonu 9 genu K/7, mutace v genu
PDGFRA (zejména mutace p.D842V v exonu 18), nebo naopak absence mutaci jak v genu
KIT, tak v genu PDGFRA (Gounder, Maki, 2011; Nishida et al. 2016a). Exon 9 genu KIT
koduje extracelularni doménu, ktera za normalnich okolnosti inhibuje dimerizaci receptoru
KIT. Mutace v exonu 9 zptisobi sterickou prekazku, ktera nedovoli IM pevné se navazat na
katalytickou doménu receptoru (TK1 doména). V ptipadé genu PDGFRA exon 18 kdéduje
aktivaéni ,,smycku” (TK2 doména). Bodova mutace p.D842V vexonu 18 vede k
substitu¢ni zaméné na tomto misté¢ a ke vzniku stabilné¢ aktivni konformace proteinu.
Uvedena aktivni konformace receptoru na vazbu IM a jeho inhibi¢ni vlastnosti

neodpovida.

Sekundarni rezistence vznika v pribéhu terapie u pacientli, ktefi prvotn¢ na terapii
odpovidali, pfipadné u nich doslo ke stabilizaci onemocnéni. V pribchu nékolika mésict
na terapii u nich nasledné dochazi ke vzniku rezistence a progresi onemocnéni. Casové
rozmezi vzniku sekundarni rezistence se pohybuje v rozpéti 6 az 24 mésicti od zacatku
terapie IM. Existuje n€kolik mechanizml odpovédnych za vznik sekundarni rezistence

(Bickenbach et al., 2007).

Hlavnim mechanizmem vzniku ziskané rezistence je pfitomnost sekundarnich mutaci
(Guo et al., 2009). Sekundarni mutace se vyskytuji u 50 — 70 % pacientl s progresi
onemocnéni (Antonescu et al., 2005; Liegl et al., 2008). SM vznikaji v prib¢hu lécby
pacienta s GIST a prezentuji se ve formé& jednoduchych substituci. Pfitomnost
sekundarnich mutaci zjistujeme u pacientt, kteti méli detekovany primarni mutace v genu
KIT, v mensi mite také u téch, ktefi méli primarni mutace lokalizovany v genu PDGFRA.

Dtivodem nizsiho vyskytu sekunddrnich mutaci v genu PDGFRA je méné Casta pritomnost
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primarnich mutaci v genu PDGFRA. U pacientll s nemutovanymi geny KI/7/PDGFRA
sekunddrni mutace nebyly prokdzany (Liegl et al., 2008). Stru¢ny piehled mutaci

zodpovédnych za sekundarni rezistenci poskytuje Tab. 3.

Tab. 3 Prehled sekundarnich mutaci

DOMENA KODON EXON SEKUNDARNI MUTACE
ATP VAZEBNI DOMENA 654 13 p.V654A
670 14 p.T670L, p.T670E
AKTIVACNI SMYCKA 816 17 p.D816E, p.D816G
820 17 p.D820Y, p.D820E
822 17 p.N822K
823 17 p.D823Y

Upraveno dle Heinrich et al., 2008

Sekundéarni mutace se témét vyhradné vyskytuji ve stejném genu a na stejné alele jako
primarni mutace (Antonescu et al., 2005; Chen et al., 2005; Ordog et al., 2015). Typicky se
nevyskytuji ve vzorcich nadort pred terapii IM nebo u primarné rezistentnich nadort

(Antonescu, 2008).

RozliSujeme dva mozné mechanizmy vzniku rezistence na terapii IM. Pfi prvnim
mechanizmu, sekundarni mutace specificky interferuji s vazbou IM, aniz by ovlivnily
konformaci RTK KIT. Uplatnéni uvedeného mechanizmu je charakteristické pro prvni TK
doménu proteinu KIT (TK1) (Gramza et al., 2009). Ptfi druhém mechanizmu dochézi na
zéklad¢ pritomnosti sekundarnich mutaci ke stabilizaci aktivni konformace proteinu KIT.
Aktivni konformace nasledné¢ zabranuje vazbé IM. Stabilizace proteinu v aktivni
konformaci je typickd pro sekundarni mutace lokalizované ve druhé TK doméné (TK2)
proteinu KIT (Antonescu, 2008). Vysledkem je kumulace sekundarnich mutaci v TK
doménach (TK1 a TK2).

Sekundéarni mutace ATP vazebného mista pfimo inhibuji vazbu IM na intraceluldrni ¢ast
proteinu KIT. Sekundarni mutace p.V654A (exon 13 genu KIT) vede ke snizeni vazebné
aktivity IM na zékladé zmény a ndsledné modifikace trojrozmérné konformace ATP
vazebného mista receptoru (Bertucci et al., 2006; Lim et al., 2008; Tamborini et al., 2006).
Sekundéarni mutace v exonu 14 genu KIT, konkrétné p.T6071, je Casto oznacovana jako

»strazce brany* — gatekeeper. Tato mutace je zodpovédna za tvorbu sterické prekazky pro
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vazbu IM (Nishida et al., 2008). Nejcastéji se sekundarni mutace vyskytuji v aktivacnim
misté kindzy (TK2). Mutace v tomto aktivaénim misté (exon 17 genu KIT) destabilizuji

inaktivni formu RTK (protein KIT je konstitutivné aktivovan) (Nishida et al., 2008).

U jedné tfetiny pacientll rezistentnich na terapii se sekundarni mutace neprokazi. Na
mechanizmu vzniku sekundarni rezistence se tedy podili i jiné molekularni principy
(Antonescu, 2008; Antonescu, 2011; Bickenbach et al., 2007). Krom¢ jiz uvedenych
sekundarnich mutaci patfi mezi ¢asté mechanizmy sekundarni rezistence amplifikace genu
KIT a/nebo PDGFRA a nasledujici nadmémd exprese danych proteind. Jednim z
dal§ich mechanizmt ziskané rezistence je aktivace alternativnich RTK, napi. AXL

(Gounder, Maki 2011).

Mimo uvedené mechanizmy zmén struktury nebo funkce receptortt KIT a PDGFRA, patii
k mechanizmim ziskané rezistence také chromozomadlni modifikace, histologicka
modifikace nadoru, poptipadé¢ zmény ve farmakokinetice IM ovlivnéné dostupnosti IM v
organizmu (Maleddu et al., 2009). Ptehled mechanizma vzniku sekundarni rezistence

poskytuje Tab. 4.

Tab. 4 Prehled mechanizmu sekundarni rezistence

MECHANIZMY SOUVISEJICI $ RECEPTORY KIT A PDGFRA

AMPLIFIKACE GENU KIT, NADMERNA EXPRESE PROTEINU KIT
ZTRATA EXPRESE PROTEINU KIT, AKTIVACE ALTERNATIVNIHO RECEPTORU
AKTIVACE ALTERNATIVNI KIT SIGNALNI DRAHY
SEKUNDARNI MUTACE:
3D KONFORMACN]I ZMENY RECEPTORU — MUTACE V EXONU 13 GENU KIT
STRUKTURALNI ZMENY RECEPTORU — MUTACE V EXONU 14 GENU KIT

KONSTITUTIVNI AKTIVACE RECEPTORU — MUTACE V EXONU 17 GENU KIT

MECHANIZMY ODLISNE NEBO NESOUVISEJICI S RECEPTORY KIT A PDGFRA

HISTOLOGICKA MODIFIKACE NADORU
CHROMOZOMALNI ALTERACE

SNIZENI DOSTUPNOSTI IM V ORGANIZMU — ZMENA FARMAKOKINETIKY IM

Upraveno dle Maleddu et al., 2009
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Neptiznivym znakem sekundérni rezistence je také velka heterogenita sekundarnich mutaci
(Antonescu et al., 2005). Sekundarni mutace se mohou u jednoho pacienta liSit co
do poctu, nebo typu jednak v rdmci jednoho nadorového loziska, ¢i metastazy, ale mohou
se lisit 1 mezi jednotlivymi metastdzami i ve stejném organu (Ordog et al., 2015). Rozdilné
sekundarni mutace v rozdilnych metastdzach u stejného pacienta poukazuji na rozdilnou
klondlni evoluci sekundarnich mutaci (Wardelmann et al., 2005). Heterogenita
rezistentnich mutaci nadorové populace vjedné jednotlivé metastdze a v ramci
mnohotnych metastaz, tedy ,,mezi* metastazami (tj. kazda naddorova 1éze muze podstoupit
individualni klonalni evoluci) mize byt u jednotlivych pacientl znacné. Heterogenita mtize
kolisat od dvou do péti sekundarnich mutaci v rozdilnych metastazach, nebo i vznikem

dvou rozdilnych mutaci v jedné metastaze (Liegl et al., 2008; Wardelmann et al., 2006).

Molekuldrné-genetickd analyza provedend zjednoho metastatického loziska tak nemusi
pfedstavovat skutecny mutaéni stav nadoru (Gramza et al., 2009). Divodem vyrazné
heterogenity sekundarnich mutaci je dlouhotrvajici terapie IM, ktera vede ke klonalni
selekci rozdilnych rezistentnich nadorovych subklont. Uvedeny proces nazyvame rovnéz
,»Ziskané polyklondlni rezistence™ (Antonescu, 2011). Pferuseni terapie pfi aktivni progresi
onemocnéni muze vést k akceleraci nadorového ristu (citlivé klony jsou eliminovany)

(Antonescu, 2011).

Komplexnost sekundarnich mutaci, tj. variabilita mnozstvi i lokalizace sekundérnich
mutaci (u jednoho pacienta mohou byt pfitomny mutace v exonu 13 a rovnéz i v exonu 17
genu KIT) je zavaznym problémem pro cilenou biologickou 1écbu s ohledem na jejich
rozdilnou senzitivitu. Terapeutické nasazeni jednotlivého kinazového inhibitoru narazi na

neschopnost terapeutického zasahu na v§echny mutované klony.

Pacienti, u kterych byla zjiSténa primérni (mimo mutaci p.D842V) nebo sekundéarni
rezistence, mohou byt zafazeni k terapii vys$i davkou IM (pokud vyssi davkovani IM
nebylo aplikovano jiz predtim). Nasledné pifi progresi na terapii IM a u sekundérnich
mutaci v exonu 13 genu KIT je doporuceno podani inhibitoru II. generace (SM). V IIL
linii, pfi progresi nebo intoleranci IM eventudlné SM, je schvaleno podéni RE (Caram,

Schuetze, 2011).

U RE byla potvrzena citlivost pii pfitomnosti sekundarnich mutaci v exonu 17 genu KIT.
Recentné byl pro velkou Skalu sekundéarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA zaveden

switch-pocket inhibitor ripretinib. Pro mutace v genu PDGFRA vc&etné primarné rezistentni
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mutace p.D842V je aktualné schvalen inhibitor 1. tfidy, avapritinib. Pfehled terapeutického

ucinku jednotlivych inhibitort na specifické sekundarni mutace poskytuje Tab. 5.

Tab. 5 Prehled senzitivity sekundarnich mutaci na TK inhibitory

MUTACE IMATINIE  SUNITINIE  REGORAFENIE  RIPRETINIE  AVAPRATINIE
MUTACE KIT
exon 9 ¥ - - - -
exon 11 ¥ - - - -
exon 13 (V634) X v X ¥ -
exon 14 (T&70) X v v v -
exon 17 (DE16) X X v oix v oix -
exon 17 (D220} X X v ¥ -
exon 17 (IN822 X X v v -
exon 17 (IN823) X X v v -

MUTACE FPDGFRA

exon 12 v ¥ ¥ v v
exon 14 X X X X X
exon 12 (V242D X X X X v
exon 18
v v v v v
(jiné nezZVE42D)

Upraveno dle Mathias — Machado et al., 2022

Problémem progrese onemocnéni je kromé primarni a sekundarni rezistence také selhani
uplné eradikace nadorovych bunck v nddorovém lozisku, poptipad¢ eradikace kmenovych
nadorovych bunék. Ke kompletni eradikaci nadorovych bunck nedochdzi ani pfi
dlouhotrvajici terapii inhibitory RTK. Inhibitory RTK selhavaji v eradikaci nadorovych
bunck v 95 — 97 % piipadi. Rozpéti redukovanych nadorovych bun€k miize totiz kolisat
od vice nez 90 % az po mén¢ nez 10 %. Absolutni eradikace nddorovych bunék dosud
nebylo nikdy dosazeno (Corless, 2014; Ordog et al., 2015). Ptezivajici nddorové buiky
jsou metabolicky v klidovém stadiu a neproliferuji. Jejich vystup z bunécného cyklu je
vSak reverzibilni (Ordog et al., 2015). Pretrvavani nadorovych bunék navzdory pokracujici
terapii pomoci inhibitortt RTK umoziiuje selekci klonti se sekundarnimi, na terapii

rezistentnimi mutacemi. Pfezivani nadorovych bunék i u imatinib-senzitivnich mutaci je
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umoznéno pritomnosti skupiny bunék s nizkou expresi proteinu KIT, nebo bunck, u
kterych vznikla ztrata exprese proteinu KIT (oznaceni KIT-low/KIT-). Ackoliv inhibitory
RTK mohou kontrolovat diferenciaci, ptrezivani ¢i proliferaci KIT+ bun¢k, nemohou
odstranit imatinib-rezistentni KIT-low/KIT- kmenové buiiky. Tyto buiiky se nasledné
stavaji zdrojem relapsu onemocnéni. Vznik sekundarnich mutaci rezistentnich na IM
v prezivajicich prekurzorech mize umoznit jejich diferenciaci v KIT+ butiky a tim jejich
nekontrolovatelny rast. Pfedpokladany model procesu pretrvavani naddorovych bunék a

klonalni selekce bunék se ziskanymi mutacemi uvadime na Obr. 5.
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Obr. 5 Model klonalni selekce bunék se ziskanymi mutacemi. KIT+ nadorové builky s expresi proteinu
KIT a senzitivitou na terapii. KIT- pfedstavuji buiiky s nizkou expresi, nebo se ztratou exprese proteinu KIT,
které neodpovidaji na terapii. Pokracujici terapie ovlivni vznik sekundarnich mutaci v ¢asti perzistujicich
bunék (rdzové znaceny kruh s KIT- buiikami). Tyto KIT- imatinib-rezistentni buniky se mohou diferencovat

v KIT+ bunky a nekontrolovatelné riist. Stavaji se tak nasledn¢ zdrojem relapsu onemocnéni.

Upraveno dle Ordog et al., 2015

1.3. KIT a PDGFRA nemutované GIST

Z terapeuticko-indika¢niho hlediska byl doneddvna nejvyznamnéjsi a nejcastéji sledovan
mutacni stav gentt KIT a PDGFRA. Molekularni identifikace pfitomnosti a lokalizace
primarnich mutaci, vyskyt sekundarnich mutaci pii progresi onemocnéni (s tim spojend
primarni a/nebo ziskané rezistence na cilenou terapii IM), byly dlouhodobé dilezitym

cilem molekuldrné-genetické analyzy GIST. V poslednich letech se velice zajimavou a
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z terapeutického hlediska otevienou kapitolou stavaji GIST, u kterych nebyly zjistény
mutace v genech KIT/PDGFRA.

GIST bez ptitomnosti mutaci v genech KIT/PDGFRA tvoii u dospélych ptiblizn¢ 10 — 15
% ptipadii (Antonescu, 2011; Astolfi et al., 2020; Nannini et al., 2014; Pitsava et al.,
2021; Wang et al., 2015). U mnohem vzéacnéjSich pediatrickych GIST je ptevdzna vétSina
nadori KI/7/PDGFRA nemutovanych (85 %) (Boikos et al., 2016).

Dospéli pacienti s GIST s nemutovanymi geny KIT/PDGFRA reprezentuji heterogenni
skupinu bez konkrétniho vztahu k anatomické lokalizaci nebo ke klinické prezentaci.
Pediatrick¢ GIST reprezentuji odlisnou klinicko-patologickou a rovnéz molekularni
skupinu néadort s charakteristickou lokalizaci v zaludku, multifokalnim vyskytem,

rozvojem prevazné u divek a s nemutovanymi geny KI/7/PDGFRA (Antonescu, 2011).

Historicky se GIST bez ptfitomnosti mutaci v genech KIT/PDGFRA oznacuji jako wild-
type (WT, KITVT/PDGFRAVT, nebo KIT/PDGFRA nemutované) (Astolfi et al., 2020;
Nannini et al., 2014). Obecné jsou pacienti s KIT/PDGFRA nemutovanymi geny mén¢
senzitivni k terapii inhibitory TK (Antonescu, 2011). Molekularni biologie skupiny
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST je rtiznorodd a svédCi o pfitomnosti heterogennich
podskupin s rozdilnymi molekularnimi odchylkami (Nannini et al., 2014; Nishida et al.,
2016a).

20 — 40 % pacientil s nemutovanymi geny KIT/PDGFRA vykazuje ztratu funkce nékteré
z podjednotek SDH komplexu. Oznacované jsou nasledné jako GIST s defektem SDH
komplexu (Astolfi et al., 2020; Wang et al., 2015). 15 % GIST ze skupiny KIT/PDGFRA
nemutovanych vykazuje pifitomnost mutaci v genech BRAF/RAS nebo v genu NFI (Li,
Raut, 2019). Oznaceni této skupiny jako RAS-P mutované GIST je odkazem na RAS-
signalni drahu (RAS-pathway).

Zbyvajici skupina GIST je oznacovana jako KIT/PDGFRA/SDH/RAS-P nemutované, nebo
taky ,,quadruple WT (qWT), tj. ,,Ctyfnasobné* nemutované GIST. Tato specificka skupina
GIST se vyznacuje transkripénim profilem, ktery se vyrazné liSi od jinych typt GIST.
Konkrétné, qWT vykazuji nadmérnou expresi NTRK2 a rodiny ETS-transkripénich faktort
(ERG), které mohou hrat roli v patogeneze této skupiny GIST. Popsany byly piestavby
genu NTRK, konkrétn¢ NTRK3::ETV6, nebo FRGRI (FGFRI::HOOK3 a
FGFRI::TACCI) (Brenca et al., 2016; Shi et al., 2016). Mimoto byly u této skupiny GIST
identifikovany somatické mutace v genech 7P53, MENI, MAX, CHD4, FGRI, CTDNN?2,
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CBL, ARIDIA, BCOR a APC (Br¢i¢ et al., 2021). Pro tplnost a zpiehlednéni problematiky
heterogenity KIT/PDGFRA nemutovanych GIST slouzi Obr. 6.
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Obr. 6 Piehled KIT/PDGFRA nemutovanych GIST. Nejpocetnéjsi skupinu KI7/PDGFRA nemutovanych
GIST tvoii podskupina GIST s defektem v nékteré z podjednotek SDH komplexu. V dalSich podskupinach se
setkdvame s pfitomnosti mutaci v genech pro intracelularni molekuly z MAPK signalni drahy (mutace
v genech BRAF, NFI, nebo ze skupiny RAS). V ¢asti KIT/PDGFRA nemutovanych GIST, bez alteraci
v pfedchozich skupinach, oznacovanych rovnéz jako ,,quadruple” (Etyfnasobn€) nemutované GIST byly

identifikované mutace pfipadné fuze v Siroké skale gent.
Upraveno dle Nannini et al., 2017

Ptiblizné jedna tfetina az polovina vSech KIT/PDGFRA nemutovanych sporadickych GIST
je spojena s poruchou v nékteré z podjednotek sukcindtdehydrogenazového komplexu
(SDH) (Mou et al., 2018, Wang et al., 2015). GIST s defektem SDH zahrnuji vétSinu
pediatrickych GIST (mladsi nez <18 let) a malou ¢ast GIST diagnostikovanych u mladych
dospélych (rozpéti véku 18 — 30) (Gill et al., 2011). GIST, které jsou soucasti syndromii
CT (Carneyho triada) nebo CSS (Carney-Stratakis syndrom) reprezentuji specifickou
skupinu GIST s defektem SDH komplexu (Carney et al., 1977; Carney 1999; Carney,
Stratakis, 2002; Stratakis, Carney, 2009).

SDH komplex (SDH, succinate-coenzyme Q reduktase, nebo mitochondrial complex II)

tvofi 4 proteinové podjednotky: SDHA, SDHB, SDHC a SDHD, které jsou kdédovany

piislusnymi geny, a dva faktory (SDHAF1 a SDHAF2) (Ravegnini, Ricci, 2019; Wang et

al., 2015). Podjednotky SDHA a SDHB piedstavuji hlavni katalytickou doménu SDH.
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Podjednotky SDHC a SDHD utvéfeji komponentu pro ukotveni a zachyceni celého
komplexu na vnitfni membranu mitochondrie (Wu et al., 2019). SDH komplex se tcastni
na procesech Krebsova cyklu prostfednictvim své podjednotky A (SDHA), ktera

zodpovéda za proménu sukcinatu na fumarat (Niinuma et al., 2018).

ELEKTRONOVY TRANSPORINI REREZEC

VNITRNI MITOCHONDRILNI
MEMBRANA

KREBSUV CYKLUS

Obr. 7 SDH komplex. SDH komplex je soucasti Citratového cyklu (Krebstuv cyklus, cyklus
trikarboxylovych kyselin) a souCasné¢ se ucastni prenosu elektroni vramci dychaciho fetézce

v mitochondriich.

Upraveno dle Niinuma et al., 2018

Ptitomnost inaktivacnich mutaci, nebo poskozeni kterékoliv z podjednotek SDH komplexu
(SDHA, SDHB, SDHC, nebo SDHD) zpiisobi ztratu proteinové exprese podjednotky
SDHB (Beadling et al., 2013; Ibrahim, Chopra, 2020; Miettinen et al., 2011). VSechny
mutace v podjednotkach SDH komplexu jsou tedy spolehlivé detekovany ztratou exprese
SDHB podjednotky (Gill et al, 2011; Miettinen et al, 2011). Zatimco ztrata proteinové
exprese SDHB (IHC SDHB-) miize byt ovlivnéna defektem v kterékoliv z podjednotek
SDH komplexu, proteinova exprese podjednotky SDHA (pozitivita/negativita) je
ovlivnéna zménou pouze v genu SDHA (s pritomnosti inaktivacnich mutaci v genu SDHA)
(Schaefer, Fletcher, 2018). Mutace v genu SDHA se vyskytuji u pfiblizn¢ 30 % SDHB
negativnich GIST (Mou et al., 2018; Pitsava et al., 2021). Alterace v SDH komplexu, které
nejsou ovlivnény pfitomnosti mutaci v genech SDHA, SDHB, SDHC, nebo SDHD, mohou
mit utlumenou aktivitu epigenetickym mechanizmem. Jednim z téchto mechanizmil je
hypermetylace promotortt genit SDH komplexu (Ibrahim, Chopra, 2020; Pantaleo et al.,
2014). U Carneyho triady byla prokazana hypermetylace promotoru genu SDHC, ktera je
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povazovana za epigeneticky mechanizmus vzniku nadoru u tohoto syndromu (Gill, 2018;

Pantaleo et al., 2015; Settas et al., 2018).

Mutace v genech SDH komplexu kromé nadorové transformace vedou rovnéz k poruse
funkce mitochondridlniho komplexu II (v fetézci transportu elektronll), a nasledné
k naruSeni oxidativni fosforylace. Ovlivnéni fyziologickych mechanizml oxidativni
fosforylace zptisobi hromadéni sukcinatu (je znemoznéno jeho odbourdvani se na fumarat)
vramci Krebsova cyklu. Nahromadény sukcindt inhibuje degradaci HIFla (Hypoxia
inducible factor alpha) a tak vznikd efekt pseudohypoxie i za normdlnich podminek
oxidace tkani (Selak et al., 2005). Nadmérna akumulace HIFla spousti v jadrech bunék u
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST transkripci rastovych faktort IGFIR a VEGFR
(Tornillo, 2014; Wang et al., 2015). ZvySena exprese IGFIR je tak pfitomna u vSech GIST
s defektem SDH komplexu (na rozdil od KIT/PDGFRA mutovanych GIST) (Chou et al.,
2012; Mou et al., 2018). Tato skupina GIST je v disledku vysoké hladiny IGFIR méné
citlivd na terapii IM. Na druhou stranu, nadmérna aktivace rastovych faktori IGFIR a
VEGEFR je slibnym terapeutickym cilem skupiny GIST s defektem SDH komplexu (Tarn et
al., 2008; Wang et al., 2015).

Skupina KIT/PDGFRA nemutovanych GIST bez defektu SDH komplexu zahrnuje GIST
s mutacemi v genech BRAF, RAS a NFI. GIST smutacemi v uvedenych genech
BRAF/RAS nebo NFI mizeme definovat jako ,,RAS-signidlni drahy* mutované GIST
(Ravegnini, Ricci, 2019).

S mutacemi v genu BRAF se setkdvame u pfiblizn€ 4 — 13 % KIT/PDGFRA nemutovanych
GIST (Mathias-Machado et al. 2022). Protein BRAF je intracelularni kindzou, ktera hraje
dalezitou roli v signalni draze RAS-RAF-MEK-ERK (Davies et al., 2002). Pacienti
s mutacemi v genu BRAF jsou molekularni skupinou GIST, kterd profituje z terapie
selektivnimi inhibitory BRAF (Huang et al., 2013). BRAF mutované nadory jsou totiz
rezistentni na inhibici prostfednictvim IM. Substituce p.V600E byla rovnéz identifikovana
u pacienta se ziskanou rezistenci na terapii IM a absenci definovaného mechanizmu jejiho
vzniku (Agaram et al., 2008b). Sekundarni mutace v genu BRAF tak mohou pfedstavovat

alternativni mechanizmus rezistence na terapii IM (Antonescu, 2011).

Mutace v genu KRAS (eventualné v genech NRAS, HRAS) se u pacient s GIST vyskytuji
ve vyrazn¢€ niz$i mife nez je tomu ve skupiné GIST s mutacemi v genu BRAF'. Frekvence

mutaci se pohybuje v rozpéti ptiblizné¢ 1 — 11 % KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.
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Celkové jsou ovsem mutace v genu KRAS jednim znejcastéji (30 %) mutovanych
onkogenli v nadorech. Prevalence vyskytu mutaci v genu KRAS se ovSem Vv ramci

jednotlivych typt nddorti vyrazné 1isi (Wang et al., 2022).

Dalsi podskupinou KIT/PDGFRA nemutovanych GIST s alteracemi v RAS signalni draze
jsou pacienti, u kterych se GIST vyvine v souvislosti s onemocnénim neurofibromatézou
typu 1 (NFI). Podle oc¢ekdvani maji bud’ somatické mutace v genu NFI nebo ztratu
nemutované NF1 alely. Vysledkem obou téchto molekularnich zmén je aktivace signalnich
drah prostfednictvim MAP kindzové drahy (Antonescu, 2011; Corless, 2014). GIST
asociované s NF1 se typicky vyskytuji v tenkém stfevé a jsou Casto nizkého rizika s
klinicky indolentnim pribéhem (Caram, Schuetze, 2011; Daum et al., 2010; Nishida et al.,
2016b; Zhao, Yue, 2012). Ackoliv pacienti s metastatickym GIST, které jsou soucasti
syndromu NF1 typicky exprimuji povrchovou molekulu CD117, z terapeutického hlediska
se u nich setkavame s horSi odpovédi na terapii IM (Mathias-Machado et al. 2022; Yla-
Outinen et al., 2019). Pro piehled uvedené problematiky je v Tab. 6 uveden ptehled
molekularnich skupin KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.

Tab. 6 Molekularni skupiny KI7/PDGFRA nemutovanych GIST

MOLEKULARN{

SKUPINY KLASIFIKACE MOLEKULARNI ZMENA
GIST s defektem SDH sporadicky GIST somatické mutace v genech SDH
komplexu
Carneyho triada hypermetylace promotoru genu SDHC
Carney-Strakatis syndrom inaktiva¢ni mutace v genech SDH komplexu
GIST bez defeltu SDH v souvislosti s NF1 inaktivacni mutace v genu NFI
komplexu
BRAF mutované mutace V60OE v genu BRAF
KRAS, NRAS mutované mutace v genech KRAS, NRAS
PIK3CA mutované mutace v genu PIK3CA

fhze ETV6::NTRK3, mutace v genech MAX, CBL,
CHD3.TP53.4APC.MENI.FGFRI.ARIDI1A. BCOR

quadruple nemutované GIST  bez mutaci v genech KiT. PDGFRA, SDH a RAS

jné

Upraveno dle Liu et al. 2020

Algoritmus molekularni diagnostiky pacienti s GIST zahrnuje mutacni analyzu gent KI/7 a

PDGFRA. Nésledné THC vysetfeni exprese SDHB podjednotky umoziiuje ve skupiné

KIT/PDGFRA nemutovanych GIST rozlisit 2 podskupiny GIST. GIST s defektem SDH

komplexu, eventudln¢ bez defektu SDH komplexu. VySetfenim pfitomnosti mutaci,
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piipadné epigenetickych zmén v podjednotkdich SDH komplexu definujeme dalsi
podskupiny GIST, nebo syndromy. Piehledné schéma algoritmu vysetieni a klasifikace
GIST poskytuje Obr. 8.

I—i GASTROINTESTINALNI STROMALNINADORY }—‘
MOLEKULARNI ‘

ANALYZA ‘ KIT/PDGFRA MUTOVANE GIST ‘ ‘ KIT/PDGFRANEMUTOVANE GIST ‘
KIT/PDGFRA : . [

R 1
IHC VYSETRENI ‘ ‘ GIST S DEFEKTEM GISTBEZ DEFEKTU
SDHB SDH KOMPLEXU SDH KOMPLEXU
|
MOLEKULARNI | | 3
VYSETRENI MUTACIH MUTACE V EPIGENETICKE
V GENECH SDH GENECH SDH ZMENY V
KOMPLEXU | PROMOTORU SDHC |
: | SPORADICKY | ‘ BEZ | | :
‘ SPORADICKY GIST ‘ ‘ e | ‘ cT ‘,SYNDROMU ‘ BRAF ‘ ‘ JINE ‘
‘ FAMILIARNI GIST ‘ ‘ EHMARDE ‘ | T ‘ ‘ NF1 |

FAMILIARNI GIST

Obr. 8 Schéma vySetieni a klasifikace GIST. CT — Carneyho triada, CSS — Carney Stratakis syndrom.

Voln¢ upraveno dle Br¢i¢ et al., 2021

Jednotlivé molekuldrni skupiny GIST s nemutovanymi geny KIT nebo PDGFRA, jsou
definovany svymi specifickymi klinicko-patologickymi charakteristikami. N&zorny
piehled jednotlivych histopatologickych a klinickych znakt v danych podskupinach
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST poskytuje Obr. 9.

S DEFEKTEM SDH KOMPLEXU

RAS-P MUTOVANE
/ \ KIT/PDGFRA/SDH/RAS-P
/ \ NEMUTOVANE
NEL MO0 RAS-BRAF muTOv. | | SDH MUTOVANE  SDH NEMUTOVANE
SDHB+ sDHB+ | | SPHB- SDHB- SDHB+
IGF1R- IGF1R- | | |GF1R+ IGF1R+ IGF1R-
MLAD{ DOSPEL{/DOSPELT DOsPEL] | | PETVMLADIDOSPELT  DETI/MLADI DOSPELT JAKYKOLIV VEK?

PREVALENCE ZEN  PREVALENCE ZEN?

M/Z STEINE M/Z STEINE M/Z STEINE?

CASTO MULTIFOKALNI MULTIFOKALNI?

MULTIFOKALNI ~ NENI MULTIFOKALNI NENI MULTIFOKALNI?

et = = 2 7 7 ?
TENKE STREVO ZALUDEK/TENKE STREVO ZettiE EOLUEILE, KTERAKOLI LOKALIZACE?

METASTAZY DO LU
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Obr. 9 Klinicko-patologické znaky KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.

Oznaceni SDHB+/- oznacuje IHC pozitivitu nebo negativitu. Rovnéz je tomu tak u IHC IGFI1R+/-.
Charakteristiky oznacené otaznikem urcuji znaky, u kterych aktudlné chybi dostatecné mnozstvi informaci

pro piesnou definici.

Upraveno dle Pantaleo et al., 2015

Recentné se skupina KIT/PDGFRA/SDH/RAS nemutovanych GIST stava velice zajimavou
z molekularniho, klinického i terapeutického hlediska. Navic se jednéd dulezitou skupinou
z pohledu vyzkumného zaméieni. Prostfednictvim mutacni analyzy a technik NGS byly
detekované jiz vySe uvedené mutace a fuzni transkripty (Obr. 6). Ptehled alteraci u
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST je ovSem zna¢né rozsdhly a zahrnuje navic geny
FGFRI, ARIDIA, ARIDIB, SUFU, ATR, LTK, PARK2, a ZNF217 (Boikos et al., 2016;
Brci¢ et al., 2021; Tang et al., 2016). Celkoveé s fuznimi transkripty NTRK3::ETV6,
FGFRI1::HOOK3, FGFRI::TACCI (Brenca et al., 2016), somatickymi mutacemi v genech
TP53, CHD4, CTDNN2, CBL, BCOR, NTRK2, COL22A1, APC (Pantaleo et al., 2017; Shi
et al., 2016), eventualné v genech MENI a MAX (Pantaleo et al., 2017) mizeme definovat
vice nez 20 molekularné-genetickych podtypi GIST (Mou et al., 2018). Vyznam a role
téchto genli v patogeneze vzniku GIST musi byt ovSem jesté vymezeny. Nicméné, u
nékterych KIT/PDGFRA/SDH/RAS nemutovanych GIST mutace, nebo epigeneticky

podminéné zmeény jesté detekovany nebyly.

V literature se setkdvame s navrhem na vhodnéjsi oznaceni skupiny tzv. ,,nemutovanych*
GIST, které jsou tvofené pfiblizné 20 podtypy jako ,neklasifikované* GIST. Historicky
pouzivany termin ,,nemutované*“ GIST v souvislosti s poznatky o pfitomnosti mutaci ve
vSech vyse uvedenych genech neodpovida skutecnosti, ze se jedna o nemutované GIST.
Pfesn¢jSim a vhodnéjSim teminem pro uvedenou skupinu by bylo oznaceni

,»heklasifikovany* GIST.

Kromé identifikace téchto skupin GIST ma navic zjiSténi pfislusnych molekularnich
alteraci v jednotlivych skupinach ,,neklasifikovanych* GIST vyrazny dopad na prognézu
pacienta. Dulezitym aspektem identifikace alteraci je moznost poskytnuti potencionalniho
terapeutického cile v ramci personalizované a precizni terapie (Alkhuziem et al., 2017).
Piehled moznych terapeutickych cilt u jednotlivych molekularnich alteraci shrnuje Tab. 7.
Tabulka poskytuje jednak souhrn terapeutik pouzivanych u GIST a mimo terapii GIST a
jednak podle soucasnych znalosti dostupnych klinickych studii zahrnujicich GIST.
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Tab. 7 Piehled terapeutickych cili

o TERAPEUTIKA POUZIVANA KLIN. STUDIE
GEN SIGNALNI DRAHA ZAHRNUIICE
U GIST MIMO TERAPII GIST GIST
remodelace chromatinu/ Ny e
ARIDIA PI3K/AKT/mTOR inhibitory mTOR mhibitory PBK
remodelace chromatinu/ - oy
ARIDIB PI3K/AKT/mTOR inhibitory mTOR. mnhibitory PI3K
chemoterapeutika
ATR oprava DNA inhibitory PARP
radioterapie
; inhibitory BRAF mhibitory BRAF
BRAF MAPK RE inhibitory MEK inhibitory MEK
MAPK
ETV6::NTRK3 PI3E/AKT/mTOR inhibitor TKI inhibitory TRK
JAK/STAT
FGFRI FGF RE inhibitory FGFR inhibitory FGFR
HRAS MAPK inhibitory MEK
MAPK M (1. linie)
KIT PI3K/AKT/mTOR SU (IL. linie) inhibitory TKI P
JAK/STAT RE (IIL linie) inhibitory TKI

Legenda: IM — imatinib mesylat, SU — sunitinib malat, RE — regorefenib,

Upraveno dle Alkhuziem et al., 2017

1.4. Prognosticky vyznam markeri proliferace a senescence

GIST vykazuje Sirokou skalu rozdilného biologického chovani v rozsahu od benigniho po
maligni. Pfedpovédét maligni potencidl onemocnéni pouze na zéklad¢ klinického projevu
nadoru a patologickych nalezi krom¢ metastdz je obtizné. Jeden faktor, nebo dokonce
kombinace dvou faktorti pro spolehlivé ptedpovidani maligniho potencialu nedostacuje. Pti
odhadu biologického chovani nddoru se vradmci patologického zhodnoceni vyuziva
mikroskopickym vySetfenim stanovena mitotickd aktivita (Bertolini et al., 2008; Miettinen,
Lasota, 2001). Nadory o velikosti mensi nez 5 cm jsou obyc¢ejné benigni, zatimco nadory
vétsi nez 5 cm se povazuji za rizikové nebo za maligni. Nicméné 1 nddory mensi nez 5 cm
mohou metastazovat (Koon et al., 2004). Mitoticka aktivita pod 5 mitdz/5 mm? je b&zné
povazovana jako limit pro predpoklad benigniho chovani naddoru. Odhad ma vsak sva
rizika, protoze malé procento mitoticky neaktivnich nadort pozdéji metastazuje. Vysoky
mitoticky index naopak pfedur¢uje maligni chovani nddoru, nizky mitoticky index

nezarucuje ptiznivou prognézu (Miettinen, Lasota, 2001). V pribéhu let byly nékolikrat
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navrzené a revidované kritéria pro kategorizaci a hodnoceni biologického rizika GIST

(Fletcher et al., 2002; Joensuu et al., 2015; Miettinen, Lasota, 2006; WHO klasifikace

nadort mékkych tkani a kosti, 5. vydani — WHO, 2020). Rozdily mezi jednotlivymi

klasifikacemi v souhrnu prezentuji Tab. 8. a Tab. 9.

Tab. 8 Prehled klasifikaci prognostického rizika u GIST

MALIGNI
POTENCIAL

VELMI NIZKY

NIZKY

STREDNI

VYSOKY

NIH
KLASIFIKACE
(2002)

<2cma<5MI

2-5cma<5MI

<5cma6-10 MI

5-10cma<5MI
nebo =5 cm
a>=5 MI
nebo =10 cm
nebo =10 MI

AFIP KLASIFIKACE (2006)
zaludek, <2-5cma =<5 MI

zaludek, >5-10 cma < 5 MI
mimo zaludek >2-Scma =5
MI

zaludek, >10 cma < 5 MI
nebo =2-5 cm a5 MI
mimo zaludek >5-10 cma <
5MI

mitmo zaludek >10 cm
a<sMI
nebo <2 em a >5 MI
nebo >2-5 cm a >5 MI
jakykoliv >5-10 cm
a>=5 M
nebo =10 cm =5 MI

SKUPINA
AFIP

SKUPINA 1

SKUPINA 2

SKUPINA 3a

SKUPINA
3b. 4, 5, 6a, 6b

MODIFIKOVANA NIH
KLASIFIKACE (2008)

jakykoliv, <2 cm a < 5 MI

jakykoliv, >2-5 cm
a=5MI

zaludek, <5 cm
a=6-10 MI
nebo =5-10cma << 5 MI

mimo zaludek <5 cm
a =5 MI
nebo >5-10 cma < 5 MI
jakykoliv =5 cm a =5 MI
nebo >10 cm
nebo >10 MI
nebo ruptura nadoru

Legenda: NIH — National Institutes of Health, AFIP — Armed Forces Institute of Pathology, MI — mitoticky

index, cm - centimetr

Volné upraveno dle Joensuu et al., 2015 a Zhang, Liu, 2020

Tab. 9 Prognostické znaky u GIST dle WHO 2020

KATEROGIE

2

3a

3b

6a

6b

VELIKOST
cm

=>5az=<10

=10

MITOTICKY INDEX

mit6ézy/5 mm?2

<5

<5

>5

=5

v
th

v
W

ZALUDEK

1.9 %

3.6%

12 %

16 %

h
L]
N

86 %

TENKE STREVO

4.3 %

24 %

52 %

50 %

73 %

85 %

90 %
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Legenda: cCislami s procenty je oznaCena pocetnost progrese onemocnéni (metastdzy nebo umrti) u

jednotlivych parametrti v danych lokalizacich zjisténych pti dlouhodobém sledovani.

Upraveno dle Miettinen, Lasota, 2006 a WHO 2020

Recentné rovnéz pozorujeme snahu o rozsiteni kritérii a klasifikace GIST o zahrnuti
stanoveni specifického muta¢niho genotypu nadoru (Brinch et al., 2022; Holmebakk, 2021;
Rutkowski et al., 2021). Navzdory propracovanému systému prediktivniho hodnoceni
GIST se setkavame s pfipady, které svym chovanim neposkytuji moznost predikce
biologického chovani. Rozhodujici je uréeni biologického chovani a mozné predikce rizika
zejména u piipadl hodnocenych ve skupiné nizkého a velmi nizkého rizika. Nevyhnutnou
se tedy stava cesta ke standardizaci jednotlivych faktorii proliferace nadoru, piipadné
procestit maligni progrese. Jednou zcest je objektivizace biologického rizika GIST

s vyuzitim molekularné-genetickych metod.

Vysetfeni proteinové exprese proliferaCnich marker v histopatologickém vySetfeni tak
mohou doplnit vysoce citlivé a reprodukovatelné metody kvantitativni RT PCR, které
poskytnou objektivni hodnoceni predikce biologickych vlastnosti GIST. Kvantitativni
metody, zalozené na sledovani expresnich hladin mRNA vybranych prolifera¢nich

markerti v redlném ¢ase, umoznuji zjistit jejich pfesné pocty kopii nebo koncentrace.

Stanovili jsme si za cil zjistit mRNA expresni hladiny proliferatnich markerti Ki-67,
TPX2, TOP2A a telomerdzové podjednotky hTERT ve skupin¢ GIST v porovnani
s onemocnénimi s predpokladanou nizkou, respektive vysokou proliferacni aktivitou
(leiomyosarkom vs. Burkittiv lymfom) a ve skupindch benignich a malignich GIST

s ohledem na urceni rizika agresivniho chovani se nadoru.

1.4.1. Proliferacni marker Ki-67

Protein Ki-67 je S$iroce vyuzivanym makrem pro zjiStovani proliferaéni aktivity
nadorovych bunék. Protein Ki-67 plni dulezitou roli jednak v priabehu mitotického déleni
bunék, ale rovnéz v interfazi bunécného cyklu. V pribéhu bunécného cyklu se jeho
distribuce v bunice dramaticky méni. Lokalizace Ki-67 koreluje s jeho rozdilnou funkci
v téchto fazich. Pfi mitotickém déleni je protein Ki-67 nezbytny pro formaci
perichromozomalni vrstvy (PCL). Jedna se o ribonukleoproteinovou vrstvu, ktera obaluje
kondenzované chromozomy. Na druhé strané, je protein Ki-67 v pribéhu interfaze

nezbytny pro normalni distribuci heterochomatinu (Sun, Kaufman, 2018).
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Exprese proteinu Ki-67 je Gzce spojena s proliferaci nadorovych bunék (Li et al. 2022).
Slouzi pro zjistovéani odhadu biologického chovani nadort a rovnéz predikce subpopulace
pacientl, ktefi budou odpovidat na terapeuticky zasah. Po klinické strance, exprese Ki-67
koreluje s metastatickym postizenim. Navic exprese Ki-67 je vyznamné vyssi u malignich

nadort s nizce diferencovanymi nadorovymi bunikami (Li et al., 2014).

Studie zabyvajici se expresi prolifera¢niho markeru Ki-67 u pacientd s GIST uvad¢ji jeho
nezastupitelnou roli v predikci neptiznivé progndzy tohoto onemocnéni, horsi odpovédi na
cilenou terapii IM a rovnéz zvySeného rizika rekurence nddoru (Kadado et al., 2022; Pyo et

al., 2016; Zhao et al., 2014).

1.4.2. Proliferacni marker TPX2

Protein TPX2 (Targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2) je dal§im proteinem,
ktery je izce spojeny s procesy bunécného cyklu (Heidebrecht et al., 1997). TPX2 patii do
rodiny proteint spojenych s tvorbou mikrotubuli (Wang et al., 2020). VSichni ¢lenové této
rodiny obsahuji konzervovany TPX2 motiv, kterym interaguji s mikrotubuly (Zou et al.,
2018a). Protein TPX2 plni zasadni roli pfi mitotickém déleni butiky a sestavovani déliciho
vieténka. D¢lici vieténko je nepostradatelné pro normalni pribéh déleni (Wittmann et al.,
2000). Zvysena exprese TPX2 byla pozorovana u rozdilnych typt nadort, indikovala riist
nadoru a tvorbu metastdz a korelovala s nepfiznivou progndézou onemocnéni (Wei et al.,

2013; Huang et al., 2014; Liu et al., 2018; Brizova et al., 2010).

Enzym Aurora kinaza A (AURKA), kterého aktivita je zavisla na fosforylaci a na
pfitomnosti proteinu TPX2 (Bayliss et al., 2003), byl identifikovan jako nezavisly
nepiiznivy prognosticky znak pro riziko progrese pokrocilého GIST a rekurence
lokalizovaného nadoru u pacientii s GIST (Cheng et al., 2021; Yeh et al., 2014). Expresni
hladiny TPX2 byly rovnéz hodnoceny jako ukazovatel prognézy GIST ve studii autort
Chen et al. (2018a). Navic podle uvedené studie mize exprese TPX2, spole¢né s dalSimi

geny, slouzit pro predikci adjuvantni terapie.

1.4.3. Proliferacni marker TOP2A

Gen TOP24 kéduje enzym DNA topoizomerdzu, ktera kontroluje a upravuje topologicky
stav dvouSroubovice DNA v pribéhu transkripce. Protein TOP2A je v maximalnich
hladinach exprimovan ve fazich G2 a M buné¢ného cyklu (Nielsen et al., 2020), a je nutny
pro replikaci DNA a segregaci chromozomi v pribé¢hu mitotického déleni bunky

(Earnshaw et al., 1985). Podle né€kolika studii souvisi vysoké hladiny TOP2A s horsi
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prognodzou onemocnéni v fadé malignich nadorti (An et al., 2018; Chen et al., 2015; Pei et
al., 2018; Zhao et al., 2020; Zhou et al., 2018). Podle n¢kolika studii byly vyssi hladiny
exprese TOP2A vyznamné spojeny se skupinou GIST vyssiho rizika (Bertucci et al., 2012;
Nowak et al., 2022).

1.4.4. Marker senescence - hTERT

Telomeraza reguluje de novo syntézu telomér, koncu eukaryotickych chromozomi, ¢imz je
chrani pted ztratou, fuzi a degradaci. Teloméry se skladaji z tisict kopii jednoduchych
hexanukleotidovych opakovani TTAGGG. S kazdym bunéénym délenim dochéazi ke
zkracovani konct chromozomi, az po dosazeni kritické délky, kdy dochazi k apoptdze

buniky.

Mnoho typt nadorovych bun€k udrzuje integritu svych telomér reaktivaci enzymu
telomerazy. Obnoveni aktivity enzymu telomerazy vede k prodluzovani konct
chromozomt, coz ovliviiuje zivotnost buiiky. Jedna se tedy o jeden z mechanizmd, ktery
zarucuje preziti zejména siln€¢ proliferujici tkané, jako je tomu u malignich nadort
(Glinther et al,, 2000). Mald ¢ast nadorovych bunck ziskdva vyhodu piezivani
prostiednictvim alternativniho mechanizmu prodluzovani telomér. Mezi mechanizmy
udrzovani délky telomér patii genetické mechanizmy, jakymi jsou mutace v promotoru,
amplifikace, zarodecné genetické variace, piestavby, nebo epigenetické mechanizmy

v podobé metylace DNA, piipadné nekodujicich RNA (Gaspar et al., 2018).

Vysetieni telomerazové aktivity u GIST jako prvni zjistovali Sakurai et al. (1998). Autoii
zjistili spojeni mezi telomerdzovou aktivitou a stupném diferenciace téchto nadort.
Vsechny GIST, které vykazovaly aktivitu enzymu telomerdzy, byli naddory s vysokym
stupném rizika, velkych rozméra a Spatnou progndzou. Pfitomnosti mutaci v promotoru
genu TERT u pacientii s GIST se zabyvala prace autortt Campanella et al. (2015). Autofi
vuvedené studii zjistili pfitomnost mutaci v promotoru genu 7ERT u GIST s nizsi
frekvenci (4 %), na rozdil od naddord mocového méechyte (85 %), gliomil (50 %), nadorii

Stitné Zlazy (15 %), nebo melanomu (22 — 85 %).
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2. CILE PRACE

2.1. Primarni a sekundarni mutace v genech KIT a PDGFRA

V soucasné¢ dobé se setkavame svelkym rozmachem cilené 1écby pomoci
nizkomolekularnich  inhibitori, protilatek proti specifickym receptorim nebo
prostfednictvim check-point inhibitord (inhibitory molekul CTLA-4, PD-1, PD-LI).
Novotvary GIST jsou nejpocetnéj$i skupinou mezenchymalnich nddord, které jsou
definovany rezistenci na radioterapii a chemoterapii. Pochopeni patogeneze onemocnéni
GIST prostfednictvim aktivaénich mutaci v genech pro receptorové kindzy KIT a
PDGFRA vedlo kpouziti cilené biologické terapie pro pacienty s metastatickym
postizenim, nebo s neoperabilnimi, pfipadné rekurentnimi nédory. GIST jsou skupinou
solitarnich nadori, u kterych byla poprvé pouzitd cilenéd terapie pomoci inhibitord RTK.
Terapeutickd odpovéd’ pacientll na tuto 1écbu je zavisla na lokalizaci primarnich mutaci.
Molekuldrni analyza mutac¢niho stavu gent KIT a PDGFRA je soucésti teraupeuticko-
indika¢ni patologie. Predikuje citlivost nadoru na cilenou 1é€bu. Sekundarni mutace jsou
nejcastéjSim mechanizmem ziskané rezistence. Jejich detekce je klicova. Pro splnéni

tohoto ucelu jsme si vyty¢€ili ndsledujici cile:

e zavést a optimalizovat molekuldrni vySetfeni mutacniho stavu geni KI7 a PDGFRA

u pacientit s GIST
e analyzovat spektrum a lokalizaci priméarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA

e zavést a optimalizovat metodu pro efektivni skrining mutaci, konkrétné ovetit metodu
analyzy kfivek tani s vysokym rozliSenim (HRM - High Resolution Melting Curve
Analysis)

e potvrdit mechanizmus ziskané rezistence pacientli na terapii inhibitory RTK a

detekovat sekundarni mutace

e v ramci mutacni analyzy ovéfit platnost teorie, Ze nadory u jednoho jedince mohou

vykazovat vyznamnou intranadorovou a internadorovou heterogenitu sekundarnich mutaci

2.2. Molekularni analyza KIT /PDGFRA nemutovanych GIST

Skupina GIST s nemutovanymi geny KIT a PDGFRA je vyrazné heterogenni. Na jejich

vzniku se podili n€kolik genovych alteraci (mutace v genech BRAF, RAS, zmény v genech

SDH komplexu, fuzni geny ETV6.::NTRK3, ptipadné¢ FGFRI::TACCI, apod.). Nas zajem o
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tuto skupinu GIST byl podporovan nizsi terapeutickou odezvou pacientll na inhibitory
RTK a rozdilnym patomechanizmem vzniku navzdory stejné morfologii s mutovanymi
KIT nebo PDGFRA. Pro detekci novych zmén je nutné zavést nékolik laboratornich metod.
Rozsifeni mutacni analyzy u pacientd s GIST s nemutovanymi geny KIT a PDGFRA
umoznuje identifikovat nové terapeutické cile (inhibitory BRAF, MEK, PI3K/mTOR,
IGF1R). Nasim dal§im cilem bylo ve skupiné¢ GIST s nemutovanymi geny KIT a PDGFRA
provést molekularni vySetieni alteraci v dalSich genech pro signalni molekuly, piipadné
fuznich genli pro demonstraci heterogenity této skupiny GIST. Konkrétné bylo nasim

cilem:

e zavést a optimalizovat alelové specifickou PCR (AS PCR), ktera nam umozni

detekovat bodovou zadménu v kodonu 600 genu BRAF (p.V600E)

e pokracovat ve spolupraci pii detekci mutaci a defektd v genech SDH komplexu ve

skupiné nemutovanych GIST, poptipadé zmén v genu NF'/

e ve skupiné GIST s nemutovanymi geny KI/T a PDGFRA bez mutaci v genu BRAF,
bez defekti ¢i mutaci v genech SDH komplexu, nebo genu NFI zavést a optimalizovat
metodiku a nasledn¢ provést mutacni analyzu v dalSich vybranych genech, konkrétné
v genech ze skupiny RAS (KRAS a NRAS — v exonech 2, 3 a 4), v genu AKTI (exon 2),
ATR (exon 43)

e rozsifeni analyzy KIT nebo PDGFRA nemutovanych GIST o detekci fuznich geni,
konkrétn¢ ETV6::NTRK3 a TACCI::FGFRI ve vzorcich cDNA (komplementarni DNA)
pacientl, tj. zavedeni a optimalizace metody kvalitativni RT PCR na detekci vyse

uvedenych fuznich transkripti.

2.3. Expresni analyza mRNA markeri proliferace a senescence

Urceni prognozy onemocnéni GIST je zaloZzeno na zjisténi mitotické aktivity nadoru,
prolifera¢nim indexu (detekovaného THC vySetfenim proliferacniho markeru Ki-67) a
lokalizace nadoru. Morfologické urceni mitotické aktivity a IHC vysetfeni prolifera¢niho
indexu je objektivné zatiZzeno intrapersondlni a interpersondlni interpretaci. Nasim cilem je
molekuldrné zptesnit prognézu onemocnéni a predikovat biologické vlastnosti nadoru na
zéklad¢ vySetfeni exprese vybranych proliferatnich marker zahrnutych do procest
bunécného cyklu a telomerazové aktivity podjednotky hTERT na hladindich mRNA téchto

markerti, prostfednictvim velice senzitivni a reprodukovatelné metody absolutni
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kvantifikace v redlném case (RQ RT PCR). Pii vySetieni exprese vybranych proliferacnich
markerd jsme se zaméfili na dobfe popsané a znamé procesy v jednotlivych etapach
bunécného cyklu a specifickou expresi jednotlivych proliferatnich markert v téchto

etapach. Nasim dal$im cilem byla:

e piiprava plazmidi, fedéni a definice standardni fady pro nasledni zméfeni a sestrojeni
kalibracnich kiivek proliferacnich markert Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerazové
podjednotky hTERT

e zméieni a sestrojeni kalibra¢ni kiivky provozniho (tzv. ,,housekeeping*) genu ABL

e analyza expresnich hladin vybranych proliferacnich markeri a telomerazové
podjednotky hTERT v skupiné¢ GIST, a ve skupinach nddorG snizkou a vysokou
proliferacni aktivitou (leiomyosarkom vs. Burkittiiv lymfom), jako kontrolnich skupin pro

urceni proliferacni aktivity

e 7jisténi expresnich hladin mRNA prolifera¢nich markert a telomeradzové podjednotky
v definovanych skupinach malignich vs. benignich GIST sumyslem stanoveni

objektivniho rizika maligniho chovani se nadoru

e analyza kiivek pfeziti
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Vzorky pro molekularni analyzu GIST jsme analyzovali v Laboratoii molekuldrni
patologie, ktera je soucasti Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnici v Motole v ramci jejich komplexni
diagnostiky. Kromé téchto vzorkd jsme déale molekularné vysetfovali externi vzorky (z
Odd¢leni patologie Fakultni Thomayerové nemocnici v Kréi, Patologie Mlada Boleslav,
Patologie Ceské Budgjovice, z Masarykova onkologického Gstavu v Brng, Patologie
Liberec, Patologie Mélnik, Patologie Ceské Budg&jovice), které byly na na§ ustav zaslany

v ramci konzultacnich biopsii.

Molekularni analyzu vzorkli jsme ve velké vétSin€ provedli z primarnich nadora
lokalizovanych v ramci traviciho traktu. V mensi mife jsme vySetfovali vzorky primarnich
nadoril ulozenych mimo travici trubici (extragastrointestindln¢). Kromé primérnich nadori

jsme molekularn€ vysettili odebrany material po recidivé onemocnéni a vzorky z metastaz.

Primarni diagnéza GIST se opirala o komplexni morfologické vySetieni a nasledni
imunofenotypové vySetfeni pomoci imunohistochemie (IHC). Pro molekularni vySetfeni
jsme tedy pouzili vzorky od pacienti s morfologicky a IHC verifikovanou diagnézou

GIST.

Molekularni vySetfeni mutaniho stavu jsme analyzovali jak na archivnim materidlu
Ustavu patologie a molekularni mediciny, tak na materialu od nové diagnostikovanych

pacientd.

Klinicka data od pacientli na terapii v L., II., nebo IIL. linii cilené biologické 1éCby jsme
ziskali ve spolupraci s primafem MUDr. Zdenkem Linkem z Onkologické kliniky na 2.
1¢kaiské fakulté¢ Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnici v Motole. Molekularni
analyza rozsahlejSich deleci pomoci metody MLPA a detekci deleci, pfipadné substituci
v genech SDH komplexu (MLPA eventudlné NGS technologie) byla provedena ve
spolupraci s MUDr. AleSem Vichou, PhD. Z Kliniky détské hematologie a onkologie na 2.

1¢katské fakulté Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnici v Motole.
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3.2. Metody

3.2.1. Izolace nukleovych kyselin

Celkovou DNA a RNA ze vzorkd zmrazené tkané jsme izolovali trizolovou metodou.
V prvnim kroku jsme k 10 fezim zmrazené tkdné¢ o Sifce 5 pm piidali 1 ml TRI
Reagentu™ (Invitrogen Ltd., Carlsbad, CA, USA). Nasledni postup jsme provedli podle

doporucenych instrukci vyrobce.

Nukleové kyseliny (DNA a RNA) pro molekuldrni analyzu u archivnich vzorka
fixovanych ve formolu a zalitych do parafinu (FFPE — formaline-fixed paraffine-
embedded) jsme izolovali pouzitim komercnich kith firmy Qiagen podle protokolu
vyrobce. Konkrétné jsme pouzili kit QIAamp DNA Tissue FFPE Kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) pro izolaci celkové DNA a kit QIAamp RNA Tissue FFPE Kit (QIAGEN,
Hilden, Germany) pro izolaci celkové RNA. Podle velikosti vySettovaného vzorku tkané 5
fezll o Sifce 5 um, nebo v piipadé jehlovych biopsii (napt. punkce jaternich metastaz) 10

fezl o Sifce 5 um.

3.2.2. Kontrola kvality nukleovych kyselin

Kvalitu a integritu izolované DNA (u vzorkli ziskanych z archivnich vzorki FFPE se
setkdvame s degradaci NK) a jeji schopnost amplifikovat se v pribc¢hu reakci jsme
zjistovali jednak méfenim koncentrace DNA pomoci spektrofotometrické metody na
NanoDropu ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a jednak
testovanim amplifikace usekli definovanych exonu vybranych gend dle publikace van
Dongen et al., (2003). Rovnéz jsme kontrolovali schopnost amplifikace cDNA
(komplementarni DNA) pomoci amplifikace specifického produktu kontrolniho genu 4ABL.

Sekvence primert pro amplifikaci PCR produktu genu ABL jsou uvedeny v Piiloze 13.1.

Vysledky amplifikace specifického PCR produktu (jednak z kontroly kvality a integrity
izolované DNA a jednak z kontroly schopnosti amplifikace cDNA) jsme vizualizovali na
1.5 % agarosovém gelu. Na pfipravu 1.5 % agarosového gelu pouzivame tablety
TopVision Agarose tablets (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 10x TBE
pufr (Tris-borat EDTA) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Na vizualizaci
viech specifickych PCR produktii jsme pouzili GelRed®*Nucleic Acid Gel Stain (Biotium
Inc., Fremont, CA, USA). Reak¢éni podminky (teploty, doba trvani a pocty cyklii) kontroly
amplifikace usekit DNA a ¢cDNA jsou uvedeny v Tab.10.
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Tab. 10 Piehled reakénich podminek kontroly integrity DNA a cDNA

PREDENATURACE 1 95 0:02:00 1
95 0:00:45
AMPLIFIKACE 2 60 0:00:45 35
72 0:01:30
DOSYNTETIZOVANI 3 72 0:10:00 1
CHLAZENI 4 15 w 1
REAKCNIPODMINKY ABL ~ KROK ~ TEPLOTA  DOBATRVANI  ,oemr cypyys
o hod:min:sek
PREDENATURACE 1 95 0:03:00 1
94 0:01:00
AMPLIFIKACE s 57 0:01:00 35
72 0:01:00
DOSYNTETIZOVANI 3 72 0:10:00 1
CHLAZENI 4 4 B 1

3.2.3. Reverzni transkripce

Reverzni transkripci jsme pouzili na pfevedeni jednovlaknové RNA na dvouvlaknovou
komplementarni DNA (cDNA). cDNA jsme syntetizovali pouzitim 10 pl izolovanej RNA
v celkovém objemu reakce 20 pl. Reakéni smés déale obsahovala 5x koncentrovany reakéni
pufr pro reverzni transkriptazu, 0.1 M roztok dithiothreitolu (DTT), roztok nahodnych
hexamernich primert (250 pM), smés deoxyribonukleosidtrifosfatd (ANTP) (100mM) a
200 jednotek enzymu MMLV reverzni transkriptazy (Invitrogen Ltd., Carlsbad, CA,
USA). Reakéni smés jsme néasledné inkubovali pii 37°C po dobu 1 hodiny (Kalfusova et
al. 2016).

3.2.4. Detekce piitomnosti mutaci - sekvenovdni dle Sangera

Mutacni analyzu genti KIT a PDGFRA jsme uskute¢nili amplifikaci a sekvenovanim exont
9, 11, 13 a 17 genu KIT a exonu 12, 14 a 18 genu PDGFRA. Sekvence primer

jednotlivych exonti jsme pouzili z publikace autort Daum et al. (2007). Mimoto jsme
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vySetieni mutacniho stavu gentt KIT a PDGFRA u nékterych vzork rozsifili o amplifikaci
exonu 8 genu KI7, kde se mutace mohou rovnéz v mens$i mife vyskytovat. Navic jsme
analyzu obohatili o amplifikaci exonii 14 a 18 genu K/T. V exonech 14 a 18 genu KIT se

mohou vyskytovat sekundarni mutace.

Kromé toho, molekularni analyzu GIST snemutovanymi geny KI/T a PDGFRA jsme
rozsSifili o vySetieni pritomnosti mutaci v exonech 11 a 15 genu BRAF, exonech 2, 3 a 4
gentt KRAS a NRAS, exonech 9 a 20 genu PIK3CA, v exonu 2 genu AKTI, exonu 43 genu
ATR, a faznich transkriptd FGFRI::TACCI a ETV6::NTRK.

U vsech vyse uvedenych gena jsme pouzili Master Mix PCRBIO HS Taq Mix Red (PCR
Biosystems Ltd., London, UK) za reak¢nich podminek uvedenych v Tab. 11.

Tab. 11 Prehled reakénich podminek

DOBA
REAKCNI PODMINKY KROK mp}g Ta TRVANT POCET CYKLU
hod:min:sek

PREDENATURACE 1 95 0:02:00 1

95 0:00:15
AMPLIFIKACE 2 60/56*/62° 0:00:15 40

72 0:01:00

DOSYNTETIZOVANI 3 72 0:10:00 1

CHLAZENI 4 4 o0 1

Tab. 11 Teplota hybridizace (komplementarniho nasednuti primert) se u jednotlivych exont lisila. Pfi teploté
60°C dochazelo k hybridizaci primert pro exony gent KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS, AKTI, ATR, PIK3CA,
BRAF, a fuzni transkripty FGFRI::TACCI a ETV6::NTRK3. Teplota 56°C byla optimalizovana pro
amplifikaci exonu 2 genu KRAS. V piipadé hybridizace primeri pro exon 4 gentt KRAS a NRAS jsme pouZili
hybridizacéni teplotu 62°C.

Sekvence primerti vSech vySe uvedenych exont uvadime v Ptiloze 13.1. Specifické PCR
amplifikac¢ni produkty jsme piecistili pomoci GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(GENEAID Biotech Ltd., New Taipei, Taiwan) podle instrukei vyrobce.

Asymetrickou PCR amplifikovanych produktii jsme provedli prostfednictvim BigDye®
Terminator v1.1, nebo v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA). Reakéni podminky sekvenacni reakce jsou uvedeny v Tab. 12.
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Tab. 12 Pi'ehled reakénich podminek sekvenaéni reakce dle Sangera

REAKCNI pODM'[NKY T DOBA
SEKVENACNI REAKCE DLE KROK o TRVANI POCET CYKLU
SANGERA hod:min:sek
96 0:00:10
AMPLIFIKACE 1 50 0:00:05 30
60 0:04:00
CHLAZENI 2 4 w 1

Sekvenacni produkty jsme nasledné precistili pomoci NucleoSEQ® Columns (Macherey-
Nagel GmbH&Co. KG, Diren, Germany) na zékladé¢ doporuceni vyrobce. Poradi
nukleotidii jsme detekovali pomoci kapilarni elektroforézy na Genetickém analyzatoru

3130 nebo 3500 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Zjisténé mutace jsme analyzovali porovnanim sekvence pacientovy vzorky s referencni
sekvenci exonll uvedenych genli ziskanou z databaze http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
VSechny vySetfené mutace jsme u kazdého vzorku pacienta potvrdili opétovnym
(nezéavislym) provedenim analyzy, tj. opétovnou amplifikaci daného exonu a jeho

sekvenaci (Kalfusova et al. 2019).

Pti urCovani poradi nukleotidi a detekci mutaci dle Sangera se setkdvame s limitaci
metody ve vztahu k mnozstvi nadorovych bunék ve vzorku. Citlivost metody sekvenace
dle Sangera se pohybuje v rozmezi minimalné 15 — 25 % néadorovych bunék ve vzorku (de
Leng et al., 2016; Smits et al., 2014). VSechny nami vySetfované vzorky prosly proto
histologickou revizi a u vSech jsme vybrali ty, které obsahovaly vice nez 20 % nédorovych

buneék.

3.2.5. Alelové specificka PCR

Kromé amplifikace exonu 15 genu BRAF a urcCeni jeho mutacniho stavu jsme zavedli a
optimalizovali alelové specifickou PCR pro cilenou detekci mutace p.V60OE (jedna se o
nejcastéj$i substituéni zaménu v genu BRAF). Oligonukleotidové sekvence pfislusnych
primera pro alelové specifickou PCR uvadime rovnéz v Ptiloze 13.1. Reakéni podminky
alelové specifické PCR uvadime v Tab. 13. Pro reakéni smés jsme pouzili Master Mix

PCRBIO HS Taq Mix Red (PCR Biosystems Ltd., London, UK).
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Tab. 13 Reakéni podminky alelové specifické PCR

A memexssn O xrox  TERLOTA DOSATRND pocer oviLy
PREDENATURACE 1 95 0:10:00 1
95 0:00:40
AMPLIFIKACE 2 66 0:01:00 38
72 0:00:20
DOSYNTETIZOVANI 3 72 0:10:00 1
CHLAZENI 2 4 @ 1

Specificitu aleloveé specifické PCR (amplifikaci mutacné specifického primeru) jsme
zjistovali na vzorcich nadorGi bez mutace p.V600E. Pouzili jsme pocty vysSetfovanych
bun¢k bez mutace p.V600E ve zvolenych procentech 30 %, 60 %, 70 %, 80 — 90 % a 90 %
(Obr. 10).

.‘ MUT WT MUT WT MUT WT W © MUT WT MUT WT MUT WT MUT WT
- ;
s ——
ok —
. - - . "
DEST.H20  30% 90% i 0% .. 70%. . 80-90%  80-90%

i e B

Obr. & 10 Specificita alelové specifické PCR. Specificitu alelové specifické PCR jsme stanovovali ve
vzorcich DNA bez pfitomnosti mutace p.V600OE v exonu 15 genu BRAF. Pro urceni specificity alelové
specifické PCR jsme zvolili vzorky s histopatologicky verifikovanymi procenty vySetfovanych bunék bez
mutace: 30 %, 60 %, 70 %, 80 — 90 %, a 90 %. Zkratkou WT oznacujeme amplifikovany produkt bez
pritomnosti mutace (v uvedené reakci jsme pouzili primer k nemutované alele). Zkratkou MUT je oznacena
reakce, kde jsme pouzili primer k mutované alele. M oznacuje velikostni marker a sterilni voda je v reakci

pouzita jako negativni kontrola.

Senzitivitu alelové specifické PCR ve smyslu urceni procenta bun¢k s mutaci p.V600E

v exonu 15 genu BRAF jsme stanovili na hodnotu 1 % mutovanych bunék (Obr. 11).
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Obr. 11 Senzitivita alelové specifické PCR. Senzitivitu alelové specifické PCR jsme stanovovali ve
vzorcich DNA s pfitomnosti mutace p.V600E vexonu 15 genu BRAF. Pro urceni senzitivity alelové
specifické PCR jsme cilen¢ zvolili vzorek s histopatologicky verifikovanym poctem nadorovych bunék o
hodnot€ 20 % a nasledné jsme DNA tohoto vzorku natedili, pro dosazeni procenta bun¢k s mutaci p.V600E
o hodnotach 10 %, 5 %, 2.5 % a 1 %. Rovnéz jako je tomu u Obr. 10, zkratkou WT oznacujeme
amplifikovany produkt bez pfitomnosti mutace (pouzity primer k nemutované alele) a zkratkou MUT
oznacujeme amplifikovany mutovany produkt (pouzity primer k mutované alele). Zkratka M oznacuje

velikostni marker a negativni kontrolou je sterilni voda.

3.2.6. Analyza k¥ivek tani s vysokym rozliSenim - HRM

Analyza kiivek tani s vysokym rozlisSenim (HRM — High Resolution Melting) je vysoce
senzitivni a rychlou metodou pro skrining jednonukleotidovych i vicenukleotidovych zmén
v DNA v heterozygotnim i homozygotnim stavu. Zakladnim principem HRM je analyza
ktivek tani s vysokym rozliSenim. V priabéhu PCR dochézi k inkorporaci fluorescenéniho
barviva, které je soucasti reakéni smési, do dvouvlaknové DNA. Postupnym zahtivanim, tj.
zvySovanim teploty vzniklé dvouvldknové DNA dochdzi k meltingu (denaturaci)
dvouvldknové DNA na jednovldknovou DNA a postupnému uvolnéni fluorescen¢niho
barviva. Intenzita uvolnéného barviva je snimana fluorescencnim detektorem. Vysledkem

je kiivka tani (Obr. 12), kterd popisuje zavislost intenzity fluorescence na teploté.
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Obr. 12 Krivka tani. Kfivka tdni se sklada z tzv. pre-denaturacni (pre-melting) faze, v prabéhu které je
v reakci pfitomna pouze dvouvlaknova DNA (dsDNA) a intenzita fluorescence je nejvyssi. Pii postupném
zvySovanim teploty dochazi k denaturaci dsDNA a poklesu intenzity fluorescence, tzv. ,,melt faze®, tj. faze
tani. Tm je teplota tani, ktera je potiebna pro dosazeni disociace dvouvlaknové DNA na jednovldknovou (na
obrazku teplota 84°C). V prubchu tzv. post-melt faze je v reakéni smési pfitomna jednovlaknova DNA

(ssDNA) a intenzita fluorescence je nizka (minimalni).

Pfitomnost zmény v sekvenci DNA (mutace, SNP, kratké delece, inzerce) ma za nasledek
vyskyt ,,nekomplementarnich® bazi. Takova molekula DNA je méné stabilni a denaturuje
pii nizsi teploté. Tvar kiivky tani se v ptipadé pfitomnosti alterace v molekule DNA méni
vuci tvaru kiivky nemutované DNA. Piiblizny pribéh kiivek tani mutované a nemutované

DNA znazornuje Obr. 13.

Mutated DNA
Normal DNA _e.g agctacgctacgegatgetagetacgetacg

e.g agctacgetacgetatgetagetacgetacg

Fluorescence

0,

L8 > 95C

.....

jednonukleotidové zaméné v sekvenci DNA.

Pro vysokorozliSovaci analyzu kiivek tani jsme v naSem piipad¢ pouzili reakéni smes
obsahujici LightCycler® 480 High Resolution Melting Master Mix (Roche Diagnostic,
Mannheim, Germany), 200nM kazdého z primerti, Sul. DNA o koncentraci 25 ng/ul
(doporucené rozmezi 5-30 ng/ul DNA) v celkovém objemu 20uL.

Pro amplifikaci a nasledni analyzu kfivek tani jednotlivych exoni jsme pouzili primert
vyuzivanych na amplifikaci specifickych PCR produktii a pro nasledni urceni potadi
nukleotidii pomoci Sangera. Analyza kiivek tani probihala na pfistroji LightCycler® 480 II
Systém (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Reakéni podminky (teplota, doba trvani
jednotlivych cykli a pocet cykll) analyzy kiivek tani (HRM) jsou piehledné uvedeny
v Tab. 14.
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Tab. 14 Reakéni podminky analyzy kiivek tini s vysokym rozliSenim

REAKCNI PODMINKY TEPLOTA DOBA TRVANI

ANALYZY HRM B i hod:min:sek POCET CYKLU
PREDENATURACE 1 95 0:10:00 1
95 0:00:20
AMPLIFIKACE 2 60 0:00:30 45
72 0:00:40
95 0:01:00
ANALYZA KRIVEK TAN{ 3 40 0:01:00 1
65 0:00:01
95 KONTINUALNE
CHLAZEN{ 4 40 0:00:01 1

3.2.7. Mutacni analyza prostiednictvim Sekvenovani nové generace (NGS)

Urceni muta¢niho statusu prostfednictvim metody Sekvenovani nové generace (NGS)
jsme pouzili unéckolika pacientli. Konkrétné pro ovéfeni pfitomnosti primdrnich a
sekundarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA v nékterych vzorcich, nebo pro detekci
pritomnosti fuize NTRK u pacienta s progresi onemocnéni na terapii inhibitory TK. Ve
spolupraci s MUDr. AleSem Vichou, Ph.D. se pomoci metody NGS detekovala ptitomnost

mutaci v genech SDH komplexu.

Metoda NGS vyuziva principu paralelizace procesu sekvenovani, pii kterém dochazi
k sekvenovani tisici az miliond sekvenci soucasné. Vysledkem je rychlé ziskani velkého

mnozstvi osekvenovanych vzorkl najednou.

Detekci mutacnich variant jsme provedli prostiednictvim panelu TruSight® Tumor 26
(Illumina® Inc. San Diego, CA, USA), nebo specidlniho uzivatelského panelu genii
NimbleGen Custom panel (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Recentné v ramci
personalizované mediciny pouzivame somaticky panel VariantPlex® HS Solid tumor kit
(Archer™ Boulder, CO, USA). Pro diagnostické uréeni piitomnosti fuzniho transkriptu
ETV6::NTRK3 a/nebo terapeutickou indikaci inhibitort NTRK jsme pouzili platformu
Archer® FusionPlex® Lung V2 kit (Archer™, Boulder, CO, USA). Portfolio testovanych
genu zahrnovalo fuzni geny ALK, BRAF, EGFR, FGFRI, FGFR3, MET, NRGI, NTRK],
NTRK2, NTRK3, RET, a ROSI. Ziskana data z vySe zminénych paneli jsme analyzovali

pomoci softwaru Illumina Variant Studio™ 3.0 (Illumina® Inc. San Diego, CA, USA),
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NextGENe V2.4.2.2 od spole¢nosti SOftGenetics (SoftGenetics, PA, USA), nebo recentné
softwaru ArcherDX (Archer™, Boulder, CO, USA). Ziskané sekvence byly zvolenym
softwarem vztazeny k referen¢ni sekvenci GRCh37. VSechny nalezené varianty jsme

anotovali s variantami v pfisluSnych databazich.

3.2.8. Priprava plazmidu

Plazmidy genii Ki-67, TOP2A, TPX2, a telomerazové podjednotky hTERT jsme ziskali
klonovanim specifickych produktli (cDNA jednotlivych transkripti) uvedenych gent do
pCR®-2.1 TOPO vektoru. Vysledni konstrukt jsme nasledné transformovali do TOP10
kompetentni bakterie Escherichia coli prostiednictvim TOPO®TA klonovaciho kitu
(Invitrogen Ltec, Carlsbad, CA, USA). Po namnozeni transformovanych bakterii E. coli
jsme purifikovali jednotlivé plazmidy pouzitim Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit
(Genomed, Lohne, Germany) podle instrukci vyrobce (Kalfusova et al., 2016). Plazmid pro
kontrolni gen ABL byl ptipraven podle postupu autortt Willasch et al. (2009).

Po izolaci plazmidi jednotlivych genii jsme zméfili jejich koncentraci prostfednictvim
spektrofotometrické metody na NanoDropu ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Na zédkladé¢ znalosti délky rekombinantnich plazmidd a jejich
spektrofotometricky zmétené koncentrace jsme ziskali standardni vzorky plazmidd o
znamém poctu kopii. Pro Gi€ely absolutni kvantifikace jsme nasledné vykonali logaritmické
fedéni plazmidii za Gcelem sestrojeni standardnich kalibracnich kiivek. Plazmidy jsme
nafedili do 1 % Salmon Spermu (nizkomolekularni DNA z lososich spermii, Sigma

Aldrich, Saint Louis, USA) pro stabilizaci plazmidové DNA (Kalfusova et al. 2016).

3.2.9. Absolutni kvantifikace v redlném case — RQ RT PCR

Pro stanoveni genové exprese proliferanich markerd Ki-67, TPX2, TOP2A a
telomerazové podjednotky hTERT jsme pouzili metodu reverzni kvantitativni
polymerdzové tetézové reakce v redlném case (RQ RT PCR). Uvedend metoda umozituje
detekci amplifikovaného PCR produktu v kazdém cyklu PCR. U kvantitativni RQ RT PCR
hodnotime tzv. ,,Crossing point*“ (Cp), nebo-li ,,Cycle treshold* (Ct), tj. cyklus u kterého

v

(nebo Ct) koreluje s nejvyssi expresni hladinou vzorku.

Konkrétné jsme pro urceni pfesného poctu kopii proliferacnich markerd a telomerazové

podjednotky hTERT pouzili metodu absolutni kvantifikace, u které expresni hladiny
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vySetfované¢ho vzorku vztahujeme k sestrojené standardni kiivce nafedéné plazmidové

fady daného markeru.

Standardni kfivky mRNA transkriptti proliferaCnich markert Ki-67, TPX2, TOP2A,
telomerazové podjednotky hTERT a kontrolntho genu ABL jsme pfipravili
z desetinasobného fedéni pfislusnych plazmidi. Koncentraéni rozpéti plazmidi
kontrolniho genu ABL ptedstavovalo koncentrace od 2.5E+07 kopii/ul do 2.5E+01
kopii/ul. Rozpéti koncentrace naredénych plazmida proliferacniho markeru Ki-67 bylo od
1.45E+10 kopii/pl do 1.45E+01 kopii/ul. U proliferaniho markeru TPX2 koncentrace
natedénych plazmidi prezentovaly hodnoty 2.49E+09 kopii/ul az 2.49E+01 kopii/pl, u
TOP2A hodnoty 7.83E+09 kopii/ul az 7.83E+04 kopii/ul a u telomerdzové podjednotky
hTERT hodnoty 1.8E+10 kopii/ul az 1.8E+01 kopii/ul (Kalfusova et al., 2016). Obr. 14

znazoriiuje amplifikacni kiivky nafedénych standarda prolifera¢niho markeru TPX2.

30183
27183 e
ag1q3] 2-49E+09 kopii/ul 3 e
5 216 \ e
18183
3 / / \
42,15‘13} / /
% 12183 g : ' 2.49€+01 kopii/ul
5 9183 7/
“ 5183 f’ : F '/NTC
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Obr. 14 Standardni kfivky proliferaéniho markeru TPX2. Obrazek prezentuje standardni kalibracni
ktivky nafedénych plazmidt proliferaéniho markeru TPX2. Plazmidy byli nafedény do 1 % Salmon Spermu
v desetinasobném fedéni. Kazdé fedéni plazmidu jsme provedli v duplikatu. Kiivky nalevo ptedstavuji
plazmid proliferaéniho markeru TPX2 o poétu 2.49E+09 kopii/pl. Ktivky Gplné napravo prezentuji pocet
kopii plazmidu TPX2 2.49E+01. NTC, tj. No Template Control pfedstavuje negativni kontrolu amplifikace,

kterou je v nasem piipad¢ sterilni voda.

S ohledem na rozdilné mnozstvi vstupniho materidlu (rozdilné mnozstvi bunék,
nukleovych kyselin) je potiebné ziskané expresni hladiny mRNA proliferacnich markert

normalizovat k expresnim hodnotdm tzv. provozniho genu (kontrolniho, piipadné
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»housekeeping® genu). V rdmci nasi expresni analyzy jsme pouzili kontrolni gen ABL.
Exprese genu ABL reprezentuje spolehlivy kontrolni gen pro diagnostické vzorky a rovnéz
vzorky pro sledovani minimdlni rezidudlni nemoci (MRD) na zakladé¢ doporuceni
Evropského kodexu proti rakoviné (ECAC) (Willasch et al., 2009). Provozni geny jsou
charakterizovany stabilni expresi (neni extrémné nizka, ani extrémné vysokd) a neobsahuji

pseudogeny.

Nezbytnou soucésti absolutni kvantifikace jsou kritéria a parametry, které musi standardni
kalibra¢ni kifivky spliiovat. Dlvodem je kontrola reprodukovatelnosti a efektivity
amplifikace. Pfi pfesné amplifikacni reakci dosahneme efektivity 2, tj. mnozstvi cilovych
nukleovych kyselin (vzorku) by se mélo zdvojnasobit v kazdém amplifikacnim cyklu.
Sklon ktivky (,,slope*) pfi idedlni amplifikaci nabyva hodnotu -3.3. Realn¢, amplifikacni
reakce vykazuje efektivitu niz§i nez 2. Pro splnéni podminek spravnosti a ptesnosti

kvantifikovaného vysledku by hodnoty efektivity nemély byt niz8i nez 1.98.

Absolutni kvantifikace v redlném cCase jsme provedli prostiednictvim detekéniho systému
LightCycler 480 (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Stanoveni expresnich hladin
prolifera¢nich markerd Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerazové podjednotky hTERT jsme
uskutecnili pomoci softwaru Universal Probe Library — UPL (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA). Oligonukleotidové sekvence adekvatnich sond a primert uvadime

v Priloze 13.1.

Reakéni smés pro zjisténi expresnich hladin proliferacnich markert Ki-67, TPX2, TOP2A
a telomerazové podjednotky hTERT zahrnovala FastStart TagMan Probe Master Mix
(Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) 500nM kazdého sense a antisense primeru,
100nM pfislusné LNA sondy a 1 ul cDNA vzorku v konecném objemu 20 pl. Reakéni
smés pro kvantifikaci provozniho genu ABL obsahovala 2x TagMan Universal PCR Master
Mix (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), 375 nM kazdého sense a
antisense primeru, 250nM hydrolyza¢ni fluorescen¢ni sondy ABL a 1 pl cDNA vzorku

v kone¢ném objemu 20 ul (Kalfusova et al. 2016).

Reakéni podminky pro amplifikaci proliferacnich markeri Ki-67, TPX2, TOP2A,
telomerazové podjednotky hTERT a provozniho genu ABL piehledné shrnuje Tab. 15.
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Tab. 15 Reakéni podminky kvantitativni PCR v realném c¢ase (RQ RT PCR)

REAKCNI PODMINKY TEPLOTA DOBA TRVANI

KVANTITATIVNI RQ RT PCR KROK e hod:min-sek POCET CYKLU
INKUBACE 1 50 0:02:00 1
PREDENATURACE 2 95 0:10:00 1
AMPLIFIKACE 3 95 0-00:15 55
60 0:01:00
CHLAZENI 4 40 0:02:00 1

Normalizované expresni hladiny Ki-67, TPX2, TOP2A, telomerazové podjednotky hTERT
byly stanoveny jako pomér expresnich hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerazové
podjednotky hTERT k expresnim hladindm kontrolniho genu ABL (Kalfusova et al. 2016).
V ramci RQ RT PCR jsme vSechny fedéni plazmidi Ki-67, TPX2, TOP2A, hTERT a
kontrolniho genu ABL, negativni kontroly, stejné¢ tak kvantifikaci expresi Ki-67, TPX2,
TOP2A, hTERT a ABL pfislusnych vzorki jsme vzdy provadéli v duplikatech (Kalfusova
et al. 2016).

3.2.10. Statisticka analyza

Statistickou analyzu jsme provedli pomoci softwaru JMP IN 5.1. (SAS Institute, Cary, NC,
US). Pro zjisténi rozdilu mRNA expresnich hladin molekularnich markert ve skupinach
vzorkll GIST, Burkittovych lymfomua (BL) a leiomyosarkomti a mezi vzorky malignich a
benignich GIST jsme pouzili Kruskal-Wallis neparametricky test. Pro univariatni analyzu
celkového preziti (OS — Overall Survival) a pfeziti do progrese (EFS — Event Free
Survival) ve spojeni expresnich hladin mRNA molekularnich markertt a benigniho,
piipadné maligniho potencialu GIST jsme uplatnili Kaplan-Meierovi kiivky pfeziti. Za

statisticky vyznamnéjsme pokladali P hodnoty mensi jako 0.05.
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4. VYSLEDKY
4.1. Molekularni analyza mutaé¢niho stavu GIST

4.1.1. Mutacni analyza KIT/PDGFRA mutovanych GIST

V ramci molekularni diagnostiky vysettili 334 vzorki od 289 pacientti. Zakladni klinicko-

patologické udaje o analyzovanych vzorcich v ptfehledném souhrnu poskytuje Tab. 16.

Tab. 16 Prehled zakladnich klinicko-patologickych udaji

POHLAVI POCET PACIENTU PROCENTA (%)
MUZI 155 53.6
ZENY 134 46.4
MATERIAL POCET VZORKU PROCENTA (%)
PARAFINOVE REZY 284 85.0
ZMRAZENE REZY 50 15.0
MORFOLOGIE POCET VZORKU PROCENTA (%)
VRETENOBUNECNA 246 73.7
EPITELOIDNI 62 18.6
SMISENA 26 7.7
LOKALIZACE POCET VZORKU PROCENTA (%)
ZALUDEK 135 40.4
TENKE STREVO 65 19.5
HRUBE STREVO 8 2.3
JICEN 5 1.5
EXTRAGASTROINTESTINALNI 21 6.3
METASTAZY 80 24.0
BEZ UDAJU O LOKALIZACI 20 6.0

V ptipadé morfologického hodnoceni jsme se u 4 (1.2 %) vzorkl setkali s nemoZnosti
ureni vzhledu analyzovaného materidlu z divodu nekrotického rozpadu bunck. V
pfevazné vétsing€ se nadory vyskytovali v ramci gastrointestindlniho traktu (zaludek, tenké
sttevo, tlusté stfevo, jicen). V mensi mife byly nadory distribuovany mimo
gastrointestinalni trakt, tj. na mistech tzv. extragastrointestinalni lokalizace (mesenterium,
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omentum, retroperitoneum). Mimo jiz vySe uvedené oblasti v omentu, mesenteriu a
retroperitoneu jsme zaznamenali pfitomnost nadoru v ovariu. Vyznamny podil
vysetifovanych vzorkl tvofili vzorky metastdz (nejcastéji se jednalo o metastazy z jater

nebo z oblasti bfisni dutiny).

4.1.1.1. Primarni mutace v genech KIT a PDGFRA

Prostfednictvim molekularni analyzy muta¢niho stavu gent KIT a PDGFRA jsme zjistili
pfitomnost primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA v 279 vzorcich nadort od 239
pacienti. Tab. 17 a 18 poskytuji piehled pfitomnosti primarnich mutaci v genech KIT a

PDGFRA av celkové vySetfenych vzorcich.

Tab. 17 Piehled pritomnosti primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA

POCET o POCET .
OEN PACIENTG  PROCENTA (%) oppry  PROCENTA (%)
KIT 198 82.8 235 84.2
PDGFRA 41 17.2 44 15.8
MUTOVANE
7 9
CELKEM 239 100.0 279 100.0

Tab. 18 Celkovy prehled pritomnosti mutaci v genech KIT/PDGFRA

POCET . POCET .
GENY KIT/PDGFRA 5, oors PROCENTA (%) (7 ono-=  PROCENTA (%)
MUTOVANE 239 82.7 279 83.5
NEMUTOVANE 50 17.3 55 16.4
CELKEM 289 100.0 334 100.0

Nejcastéji jsme zjistili piitomnost priméarnich mutaci v exonu 11 genu K/7. Vyskyt mutaci
v exonu 11 genu KIT jsme detekovali v 210 vzorcich (75.2 %) od 182 pacientii (76.2 %).
V ptipadé exonu 9 genu KIT jsme ve vSech analyzovanych vzorcich shodné detekovali
duplikaci kodonii 502-503. Mutac¢ni analyza mutaci v exonu 13 genu KIT odhalila ve vSech
vzorcich substituéni zaménu v kodonu 642 (p.K642E). U exonu 17 se jednalo se o
substituci v kodonu 822 (p.N822K). V ramci genu PDGFRA jsme nejCastéji stanovili
mutace vexonu 18. V75 % jsme vuvedeném exonu detekovali substitucni zaménu

v kodonu 842 (p.D842V) vedouci k primarni rezistenci nddoru na cilenou terapii inhibitory
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RTK. Prehled detekovanych mutaci v jednotlivych exonech gent KIT a PDGFRA
zobrazuje Tab. 19.

Tab. 19 Prehled primarnich mutaci v jednotlivych exonech gent KIT a PDGFRA

LOKALIZACE

GEN PR%TAi}gE:H > :gﬂcéENTm PROCENTA (%) vl;)z%%gt; PROCENTA (%)
exon 9 11 46 16 5.7
ar exon 11 182 762 210 752
exon 13 4 16 8 29
exon 17 1 04 1 04
exon 12 5 21 5 1.8
PDGFRA exon 14 2 08 2 0.7
exon 18 34 143 37 133
CELKEM 239 100.0 279 100.0

Vexonu 11 genu KIT jsme v souladu s literarnimi zdroji detekovali nejvyssi variabilitu
mutaci. NejCastéji jsme zjistili ptitomnost jednoduchych deleci a jednoduchych substituci.

Ptehled vyrazné variability primarnich mutaci v genu KI/T poskytuje Tab. 20.

Tab. 20 Prehled variability primarnich mutaci v exonu 11 genu KIT

PRMAR}\IIYPMJTACE Pigcrl::fq% EROCENTA35) VI;’%&REI;FfI HROCENIO (52)
DELECE 62 34.1 81 38.6
SUBSTITUCE 55 30.2 57 27.1
ITD 13 7.1 13 62
SUB/DEL 27 14.9 31 14.8
INZERCE 3 16 3 14
INDEL 12 6.6 15 7.1
SLOZENE 10 55 10 48
CELKEM 182 100 210 100.0

vvvvvv

nukleotidli jsme zjistili pfevazn€¢ v proximalni oblasti exonu 11 genu KI7. Interni

tandemové duplikace (ITD) byly detekovany v distalni Casti exonu 11. Jednoduché delece
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vexonu 11 jsme identifikovali v rozsahu od jednoho kodonu (3 nukleotidi) az po 17
kodonti (51 nukleotid). Nejcastéji, u 31 vzorkl,, jsme detekovali ztratu 2 kodond,
konkrétné kodont 557 a 558. Substituce, druhé nejcastéji identifikované mutacni varianty,
prokazovaly tendenci shlukovat se v oblasti kodonti 557, 559 a 560. Substituce v téchto 3
kodonech jsme zjistili v 94 % vzorkli. Pouze u3 vzorkll jsme detekovali substituce
v odlisném kodonu nez ve vyse uvedenych kodonech. Piehled rozlozeni deleci a substituci

v exonu 11 genu KIT poskytuje Obr. 15.

50
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550 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570 571 572 573 574 575 576

Obr. 15 Prehled rozloZeni deleci a substituci v exonu 11 genu KI7. Vodorovné jsou umistény cisla
kodonl exonu 11, svisle pocty vySetfenych pfipadd. Oranzové body znazornuji vzorky s detekovanou
substituci, modré s detekovanou deleci. Nejcastéji jsme detekovali delece v kodonech 557 a 558 (46,
respektive 44 vzorkl). Z dtvodu ptehledného zobrazeni graficky zobrazujeme proximalni ¢ast exonu 11.

V distélni ¢asti (kodony 577 — 591) jsme delece ani substituce nedetekovali.

4.1.1.2. Sekunddrni mutace v genech KIT a PDGFRA

Sekundarni mutace v genech KIT a PDGFRA jsme identifikovali u 16 pacienti
z celkového poctu 156 analyzovanych pacienti (10.3 %) na cilené terapii inhibitory RTK
v L., II., nebo III. linii. Souhrnné¢ jsme od uvedenych 16 pacienti vySetfili 42 vzorkl
v pribchu progrese onemocnéni. Pfitomnost sekundarnich mutaci jsme zjistili v 29 (69 %)
loziscich. Sekunddrni mutace jsme detekovali v exonech 13 a 17 genu KIT a v exonu 18
genu PDGFRA. Shrnuti detekovanych sekundarnich mutaci a klinicko-patologickych dat u

pacientl se ziskanou rezistenci v ptehledu poskytuji Tab. 21 a Tab. 22.
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U sekundéarnich mutaci se setkavame s vyraznou heterogenitou v rdmci jedné metastazy
nebo nadorového loziska (intranddorova heterogenita), a rovnéz mezi jednotlivymi
metastazami (internadorovd heterogenita). Vyznamnym klinickym dopadem intra-
nadorové nebo internadorové heterogenity sekundarnich mutaci je rozdilna terapeuticka
odpovéd’ na zvoleny inhibitor RTK. Intranddorovou heterogenitu sekundarnich mutaci
jsme identifikovali u pacienta ¢. 7 (Obr. 16). Pfitomnost dvou rozdilnych sekundarnich
mutaci v jenom vySetfovaném vzorku od pacienta ¢. 7 jsme ovérili rovnéz analyzou DNA

pomoci metody NGS.

KODON 820 KODON 822

\ e ff ‘\, A
~ ; 5 R - Vg
: ;./ \ f// \ .-’lf \'ﬂ_ o 5 ‘j ‘\. / "u‘ / \
\ ! i \ / \ . ! \ v\ o/ \
X 20 "\ A - b J\ . .

Obr. 16 Piiklad intranadorové heterogenity sekundarnich mutaci. U pacienta ¢. 7 jsme v jednom vzorku

detekovali dvé rozdilné sekundarni mutace v exonu 17 genu KI/7. Konkrétné, substituci v kodonu 820 (p.

D820E) a zaroven v kodonu 822 (p.N822K).

Vyznamnou internadorovou heterogenitu jsme identifikovali u pacienta ¢. 9. V prabéhu
dvou let (v letech 2008 a 2009) jsme u pacienta vySetiili 3 vzorky nador a detekovali

pritomnost tfi rozdilnych sekundarnich mutaci v exonu 17 genu KI7 (Obr. 17).

o

£y o~ _."\-_ | i 2 /
(N AN\ A | N/ AL

Obr. 17 Priklad internadorové heterogenity sekundarnich mutaci. Internadorovou heterogenitu
sekundarnich mutaci jsme potvrdili u pacienta ¢. 9. V fijnu 2008 jsme vysetfili 2 vzorky metastdz (z bfisni
stény a z peritonea). O rok pozdé&ji, vkvétnu 2009 jsme analyzovali metastdzu lokalizovanou
v oblasti retroperitonea. Ve vzorku metastdzy z bfisni stény jsme identifikovali substituci v kodonu 822

(p-N822K) vexonu 17 genu KIT (Obr. 17-A). V metastidze z peritonea jsme detekovali bodovou zaménu
67



v kodonu 820 (p.D820G) (Obr. 17-B). Ve tfetim vzorku (kvéten 2009), jsme zjistili zdménu ve stejném
kodonu 820 exonu 17 genu KIT, kterd ovSem vedla ke vzniku rozdilné aminokyseliny (p.D820A) (Obr. 17-
O).

4.1.2. Mutacni analyza KIT/ PDGFRA nemutovanych GIST

U 55 vzorki (16.4 %) od 50 pacientd (17.3 %) jsme nedetekovali pfitomnost mutaci
v genech KIT a PDGFRA. V uvedené skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST jsme se
rozhodli rozsitit molekuldrni vySetfeni muta¢niho stavu o analyzu dalSich genli. Souhrn
analyzovanych gent spolecné s prehledem identifikovanych mutaci a vysetienych pacientii

a vzorka predkladame v Tab. 23.

Tab. 23 Pi'ehled detekce alteraci ve skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

VYSETROVANY POCET PROCENTA POCET  PROCENTA
GEN EXON HLTERAGCE PACIENTU (%) VZORKU (%)
BRAF 15 p.V60OE 2 4 2 3.6
SDH
N - DELECE 8 16 10 182
KRAS 2-4 - 0 0 0 0
NRAS 2-4 - 0 0 0 0
, SESTRIHOVA R
NFI FRREATETA 1 2.0 1 18
AKT 2 p. G16E 1 2.0 1 18
STOP KODON .
ATR 43 TER=STAK 1 2.0 1 1.8
PIK3CA 9,20 0 0 0 0
FGFRI::TACCI - - 0 0 0 0
ETV6::NTRK3 - - 0 0 0 0
BEZ j
A TERACH - - 37 74.0 40 72.8
CELKEM = 5 50 100 55 100

V nasledujicim textu uvadime podrobnéjsi data a informace o zjiSténych mutacich, ptipadé

alteracich u pacientli s GIST bez piitomnosti mutaci v genech KIT/PDGFRA.

4.1.2.1. Mutace v genu BRAF

Z analyzovanych 55 vzorkii nddortt od 50 pacientli bez pfitomnosti mutaci v genech
KIT/PDGFRA jsme ve 2 vzorcich (3.6 %) od 2 pacientd (4 %) identifikovali mutaci
p.-VO60OE v genu BRAF. V kratkém souhrnu (Tab. 24) uvadime ptehled klinicko-

68



patologickych daji pacientli s detekovanymi mutacemi v genu BRAF u KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST.

Tab. 24 Prehled klinicko-patologickych tidaji u pacient s mutaci p.V600E

. =, LOKALIZACE : MUTACE V
PACIENT POHLAVI VEK ~' i oo MORFOLOGIE CD117 el
1. MUZ 77 TS VRETENOBUNECNA  POZITIVNI p.V600E
2 ZENA 30 TS SMISENA NEGATIVNI p.V600E

Na priukaz ziskané rezistence jsme vySetfovali pfitomnost mutaci v genu BRAF rovnéz
v souboru 76 pacient s mutacemi v genech KIT nebo PDGFRA a bez piitomnosti
sekundarnich mutaci, ktefi byli 1é¢eny IM. V uvedeném souboru pacientll jsme mutaci

p.-V600E v exonu 15 genu BRAF nedetekovali.

4.1.2.2. Mutace v genech SDH komplexu

Ve skupin€¢ KIT/PDGFRA nemutovanych GIST jsme v 12 vzorcich DNA od 9 mladych
pacientli analyzovali pfitomnost mutaci, nebo defekti v genech SDH komplexu (geny
SDHA, SDHB, SDHC, a SDHD). Delece v genech SDH komplexu, ve smyslu rozséhlejsich
deleci byly analyzovany prostfednictvim metody MLPA (Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amlification). Mensi delece nebo bodové zamény byly detekovany pomoci
Sekvenovani nové generace (NGS). Z analyzovanych 12 vzorkl od 9 pacientli jsme delece
v genech SDH komplexu detekovali v 10 (18.2 %) vzorcich u 8 (16 %) pacientii
s KIT/PDGFRA nemutovanym GIST. Konkrétné jsme zjistili pfitomnost deleci
jednotlivych exonti nebo rozsadhlejsi delece v genech SDHB, SDHC, SDHD, ptipadné
v kofaktorech SDHAFI nebo SDHAF?2. U jednoho vzorku od pacientky ¢. 7 (11 let) jsme
kvali zhorSené kvalit¢ DNA nemohli provést analyzu alteraci SDH komplexu. V ptipadé
pacienta ¢. 9 (66 let) jsme vySetifeni provedli s ohledem na multifokalni vyskyt nadoru.
Prekvapivé byla u pacienta €. 9 soucasné s alteracemi v genech SDH komplexu (delece
v genech SDHB, SDHD a kofaktoru SDHAF1I) zjisténa piitomnost mutace v genu NF'/.
V ptipadé¢ pacientky €. 8 (45 let) jsme ani analyzou MLPA, ani metodou NGS piitomnost
alteraci (mutaci, ptipadné deleci) v genech SDH komplexu nezjistili. Piehled o zjisténych
molekularnich zménéach a histopatologickych datech u pacientl s defektem geni SDH

komplexu poskytuje Tab. 25.
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Priklad vystupu z analyzy pfitomnosti deleci v genech SDH komplexu pomoci metody
MLPA u detské pacientky s KIT/PDGFRA nemutovanymi geny a multifokdlnim vyskytem
nadoru nasledné poskytuje Obr. 18.
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Obr. 18 Analyza deleci v genech SDH komplexu pomoci metody MLPA

4.1.2.3. Mutace v genu NF']

Mutaci v genu NF] jsme detekovali u pacienta (muz) s multifokélnim vyskytem nadoru ve
stené jejuna (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST pacientli). Konkrétné jsme
vySetfili 2 vzorky rozsevu nadoru. V obou vzorcich byl zaznamendn nador
s vietenobunécnou morfologii, buiikky byly uspotadané do fasciklii, bez mitdéz a jadernich
atypii. Molekularnim vySetfenim nebyla zjiSténa pfitomnost mutaci v genech KIT a
PDGFRA. Navzdory stiednimu véku pacienta (66 let) byly obé vzorky s ohledem na
multifokalni vyskyt nddoru vySetfované na pfitomnost defektt v SDH komplexu.
S ohledem na finan¢ni narocnost techniky NGS se diagnostické vySetieni DNA
prostiednictvim metody NGS provadélo jenom zjednoho vzorku (konkrétni oznaceni
vzorku bylo 4D04). V uvedeném vzorku byla skuteéné detekovana mutace v genu NF/
(1.8 % z KIT/PDGFRA nemutovanych vzorkll). Konkrétné¢ byla detekovéana sestiihova
varianta ¢.5206-2A>G.

4.1.2.4. Mutace v genech AKTI a ATR
Substituci v kodonu 16 (p. G16E) genu AKT1 jsme detekovali u jednoho pacienta (muz, 83
let) (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST pacientll). Nador byl lokalizovany v

tenkém stievé. Morfologicky se jednalo o vietenobunéény nddor s mitotickou aktivitou
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v poétu 5 mitéz na 5 mm?. Prolifera¢ni aktivita markeru Ki-67 byla stanovena na hodnotu
5 %. Pfi mutacni analyze genu ATR jsme rovnéz u jednoho pacienta (Zena, 81 let)
identifikovali substituéni zdménu v exonu 43. Uvedena substituce nukleotidit vedla ke
vzniku STOP kodonu TGA z piivodniho STOP kodonu TAA. Nedoslo tedy k zdméné
STOP kodonu za jinou aminokyselinu. V tomto piipad¢ méla pacientka nador lokalizovany
v zaludku. Morfologicky se jednalo o vietenobunéény nador s vysokou mitotickou
aktivitou (12 mit6z/5 mm?) o velikosti 130 mm. Exprese prolifera¢niho markeru Ki-67

byla stanovena na 5 %.

4.1.2.5. Pritomnost fuznich transkriptit ETV6::NTRK a FGFRI::TACCI
Fuzni transkripty ETV6.::NTRK a FGFRI::TACCI jsme ve zbyvajicich 40 vzorcich od 37

pacientll s nemutovanymi geny K/7/PDGFRA nedetekovali ani v jednom piipadé.
4.2. Expresni analyza markeru proliferace a senescence

4.2.1. Exprese markerii proliferace a senescence ve skupindach GIST, BL a LMS

Kvantitativni analyzu expresnich hladin mRNA Ki-67. TPX2, TOP2A a telomerazové
podjednotky hTERT jsme provedli ve skupinach: 137 pacientl s GIST, 18 pacienti s
Burkittovym lymfomem (BL) — kontrolni skupina s vysokou proliferacni aktivitou a 9
pacientll s leiomyosarkomem (LMS). Hodnoty medianti kopii naméfenych expresnich

hladin mRNA vybranych molekularnich markera v ptehledu uvadi Tab. 26.

Tab. 26 Hodnoty mediani kopii hladin mRNA ve skupinach BL, GIST, a LMS

MOLEKULARNI POCTY KOPIi POCTY KOPI POCTY KOPIi
MARKER BL GIST LMS
KI-67 49.95 0.676 158
TPX2 120 6.88 90
TOP2A 355.5 78.5 517
hTERT 12,15 0.0556 0

Na zaklad¢ statistického neparametrického Kruskal-Wallisova testu jsme zjistili
nejvyznamnéjsi rozdily v kontrolni skupiné pacientd s BL (Ki-67 p<0.0001, TPX2
(p<0.0001), TOP2A (»p<0.0001), a hTERT (p<0.0001). Prolifera¢ni aktivita Ki-67, TPX2,
TOP2A a aktivita hTERT u GIST a LMS byla vyznamné nizsi, nez u BL (viz Obr. 19).
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Obr. 19 Normalizované hladiny mRNA markeru u GIST, BL, a LMS. Vertikalni ¢ary Box-plot grafi
zobrazuji absolutni pocty kopii hladin mRNA Ki-67 (A), TPX2 (B), TOP2A (C), a hTERT (D). Horizontalni
cary reprezentuji skupiny onemocnéni (BL, GIST, a LMS). Krajni hodnoty boxii znazornuji 25. az 75.
percentil. Hodnoty medianti znazorfuji vodorovné ¢ary v krabicovych grafech. Spodni a vrchni podélné cary

vymezuji 10. a 90. percentil. Jednotlivé body pak zobrazuji odlehlé hodnoty kopii.

4.2.2. Exprese markeriu proliferace a senescence u benignich a malignich GIST

Kompletni informace o mitotické aktivité, anatomické lokalizaci a velikosti nddoru jsme
byli schopni ziskat u 84 ze 137 pacientti s GIST. Na zaklad¢ histopatologickych kritérii
stanovenych WHO klasifikaci naddora mekkych tkani a kosti (WHO, 2020) jsme pacienty
rozdélili na skupiny s benignim potencidlem — 29 (34.5 %), a s malignim potencidlem — 55
(65.5 %). GIST s benignim chovanim tvofily prognostické skupiny 1 (4 pacienti), 2 (13
pacientll), a 3a (12 pacientl) a GIST s malignim chovanim prognostické skupiny 3b (3
pacienti), 5 (1 pacient), 6a (5 pacientli) a 6b (46 pacientil). V Case analyzy jsme nem¢li
pacienty z prognostické skupiny 4. Rozdé¢leni GIST do podskupin bylo dédno nizkym

poctem pacientl pro statistické hodnoceni.

Statistickym hodnocenim jsme zjistili uzkou korelaci normalizovanych hladin mRNA

exprese Ki-67 (p<0.0001), TPX2 (p<0.0001), a telomerdzové podjednotky hTERT
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(»<0.0001) s malignim potencidlem GIST (prognostické skupiny 3b, 5, 6a, a 6b).
Konkrétné, u pacientl s malignim potenciadlem jsme prokézali vyssi hladiny mRNA Ki-67,
TPX2 a hTERT nez u pacientli ze skupiny s benignim potencidlem (prognostické skupiny
I, 2, a 3a). U normalizovanych hladin TOP2A jsme statistickou vyznamnost mezi
benignimi a malignimi naddory nezjistili (»p<0.1910). Obr. 20 poskytuje piehled expresnich
hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT ve skupinach benignich/malignich GIST.
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Obr. 20 Normalizované hladiny mRNA u benignich/malignich GIST. Vertikalni ¢ary Box-plot grafii
zobrazuji absolutni pocty kopii hladin mRNA Ki-67 (A), TPX2 (B), TOP2A (C), a hTERT (D). Horizontalni
¢ary reprezentuji skupinu s benignim potencidlem (vlevo) a s malignim potencialem (vpravo). Krajni hodnoty
boxi znazoriiuji 25. az 75. percentil. Cary v boxech reprezentuji hodnoty medianti. Spodni a vrchni podélné
cary vymezuji 10. a 90. percentil. Jednotlivé body pak zobrazuji odlehlé hodnoty kopii. Mediany hodnot pro
skupiny pacientil s benignim a malignim potencialem byly nasledujici: 0.168 a 1.05 u Ki-67, 1.89 a 11.1 pro
TPX2,61.2 2 96.7 pro TOP2A, a 0 a0.193 pro hTERT.

4.2.3. Exprese mRNA markerit proliferace a senescence ve vitahu k EFS a OS

Klinické informace, které jsme pouzili pii vyhodnocovani vysledkli expresni analyzy, byly
dostupné u 57 pacienti. Median véku byl 65 let (rozmezi 22 — 91 let). Kompletni klinicko-
patologické data pacientlt s GIST spolecné s dobou pfezivani do progrese a celkovym

prezivanim jsou shrnuta v Tab. 27.
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Celkovy prehled klinickych udajti poskytuje Tab. 28.

Tab. 28 Celkovy prehled klinickych dat

POHLAVI POCET PACIENTU PROCENTA (%)
MUZI 30 53
ZENY 27 47
CELKEM 57 100
DOBA POCET MESICU MEDIAN
EFS 1-102 16
0s 1-124 41

BIOLOGICKY POTENCIAL POCET PACIENTU PROCENTA (%)
BENIGNI 18 316

MALIGNI 39 68.4

Expresni hladiny Ki-67, TPX2, TOP2A, hTERT pro sestrojeni Kaplan-Meierovych kiivek
preziti jsme hodnotili podle dvou kritérii. Prvnim kritériem byla primérna hodnota hladin
mRNA. Druhym kritériem median. Pacienti byli rozd€leni do kategorii vysokého a nizkého
rizika kdyZ hladiny mRNA byly vys§i/nizsi, eventudlné rovné hodnotam priiméru/medianu.

Rozpéti hodnot priméri/mediant shrnuje Tab. 29.

Tab. 29 Prehled expresnich mRNA hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT

MOLEKULARN{ ROZPETI HODNOT PRUMER MEDIAN
MARKER (POCTY KOPII) (POCTY KOPII) (POCTY KOPII)
Ki-67 0-713 4.875 0.771
TPX2 0-250 23.837 7.01
TOP2A 0— 10400 625.483 84
hTERT 0-712 2.765 0.101

Na zéklad¢é primérnych hodnot jsme zjistili korelaci vyssich hladin mRNA Ki-67 a TPX2
s kratsim EFS a rovnéz s kratSim OS (p<0.0121 a p<0.0304 pro Ki-67, a p<0.0003 a
»<0.0030 pro TPX2). V piipadé, ze jsme expresni hladiny mRNA rozdélili podle hodnot

mediand, korelovali s kratSim EFS vyS§i hladiny proliferacniho markeru TPX2
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(»<0.0311) a telomerazové podjednotky hTERT (p<0.0106). Priitbéh EFS pomoci Kaplan-

Meierovych kiivek zaznamenava Obr. 21.
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Obr. 21 Kaplan-Meierovy kiivky A) pribéh EFS podle medianu mRNA TPX2 (p<0.0311), B) prabéh EFS
rozdélené podle priméru mRNA Ki-67 (p<0.0121), C) prubeh EFS rozdélené podle medidanu hTERT
(»<0.0106).

Normalizované hladiny mRNA Ki-67, TPX2, TOP2A, a hTERT jsou vhodnymi markery
detekce proliferacni aktivity a aktivity enzymu telomerdzy. Pro stanoveni prognozy, tj.
rozliSeni benigniho a maligniho potencidlu GIST, je vhodnym a uziteCnym nastrojem

stanoveni expresnich hladin mRNA Ki-67, TPX2 a hTERT.
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5. DISKUZE

5.1. Metodické moZnosti a limitace mutacni analyzy

Mutacni analyza vzorkt solitdrnich nadort skyta nékolik uskali, ktera mohou komplikovat
spravnou interpretaci vysledku identifikovanych molekuldrnich zmén. Kontaminace
vzorku naddoru nenddorovymi buiikami, naptiklad bunikami hladkého svalstva, lymfocyty,
nebo jinymi zanétlivymi bunkami mulze vést k relativnimu sniZzeni néddorové DNA
v analyzovaném vzorku (Sihto et al., 2005). Snizeni poctu nadorovych bunck pii mutacni
analyze zalozené na technice amplifikace DNA pomoci PCR miiZze nasledné¢ zpusobit
faleSn¢ negativni vysledek. Dtvodem faleSné negativity vysledku je pfednostni
amplifikace nemutované alely vii¢ci mutované alele (Lasota, Miettinen, 2008). Nezbytna je
tedy histopatologicka revize nddorové populace vzorku uréeného pro mutacni analyzu. Pti
diagnostickém vySetfeni byly vSechny ndmi analyzované vzorky podrobeny histologické

revizi patologem.

V ramci mutacni analyzy se s niz$i citlivosti detekce zmén v DNA setkdvame u FFPE
vzorkli nador. Vysvétlenim uvedeného stavu je probihajici degradace nadorové DNA
v archivnich parafinovych blocich. Bioptickym zpracovanim parafinovych blokti dochazi k
degradaci DNA v pribéhu jednotlivych technologickych postupii (Lasota, Miettinen,
2008). Konkrétné, formol uzivany jako fixacni roztok, zplsobuje fragmentaci DNA a
tvorbu pficnych vazeb mezi DNA a proteiny. Fragmentovand DNA a vytvorené pii¢né
vazby mohou narusit proces amplifikace specifického PCR produktu. ZhorSena kvalita
DNA a mira jeji fragmentace stoupd s prodluzujicim se Casem fixace a se stafim
parafinovych blokt (Greer et al., 1994; Merkelbach-Bruce et al., 2010). Fragmentace DNA
je rovnéz ovlivnéna typem pouzitého pufru a hodnotou jeho pH. Obzvlast’ kritickou se pro
FFPE vzorky stava extrakce DNA a amplifikace useku DNA o délce ptesahujici 300 parti
bazi. Z divodu standardizace metody se pii izolaci DNA z FFPE vzorki doporucuje

pouzivani komercnich extrakénich kith pfed individualné vyvinutymi postupy.

Archivni FFPE vzorky indikované k mutacni analyze gentt KIT a PDGFRA tvofi
podstatnou ¢ast ndmi analyzovanych vzorki (85.0 %). Pro izolaci DNA, respektive RNA,
jsme u vSech vysetienych FFPE vzorkl pouzili certifikované kity (CE-IVD). Koncentraci
izolované DNA (v ng/ul) jsme u vSech vzorki méfili pomoci spektrofotometru NanoDrop
ND 1000. Kromé¢ koncentrace DNA jsme kvalitu (miru degradace) izolované DNA

nasledné ovétrovali amplifikaci fragmentl o presné definované velikosti (100, 200, 300,
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400, 600 bp) podle publikace autord van Dongen et al. (2003). V souvislosti se zhorSenou
kvalitou DNA néasledkem jeji degradace u archivnich FFPE vzorkti, jsme v nasi laboratofi
rozsifili spektrum primera pro amplifikaci exonu 11 genu KIT. Prostfednictvim 4 sad
primera jsme uspéli s amplifikaci specifického PCR produktu ve vSech 334 vySetfovanych

vzorcich.

Historicky je pfimé sekvenovani zlatym standardem pro detekci bodovych mutaci, inzerci
a deleci mensiho rozsahu. Na druhou stranu se jedna o casové narocnou techniku
vyzadujici dostate¢ny pocet nadorovych bunék ve vysetfovaném vzorku (Blay et al., 2005).
nadorovych buné¢k ve vzorku (de Leng et al., 2016; Smits et al., 2014). Nutnost pfitomnosti
nejméné¢ 20 % nddorovych bunck souvisi snizkou citlivosti metodiky pifimého
sekvenovani. U vzorkill s nedostatecnym poctem nadorovych bunék (méné nez 20 %) mize
dochdzet k nespravné interpretaci vysledkli ve smyslu faleSné negativity. V piipadé
onkogenetickych bodovych mutaci byva obvykle pouze jedna ze dvou kopii genu
mutovand. V piipad¢ pfitomnosti 20 — 25 % mutované DNA v heterozygotnim stavu, by
pozadovany pocet nddorovych bunék mél dosahovat minimalné 40 — 50 %. Pti pouziti
relativné malo citlivych metod detekce mutaci jakou je sekvenovani podle Sangera, se
potieba dostatecného podilu nadorovych bunék zvySuje (Smits et al., 2014). Vzorky
nadort uréené pro ndmi provadénou molekularni analyzu obsahovaly v histopatologickém
nalezu alespoit 20 % nadorovych bunck. V piipadé vyskytu lokalizovanych oblasti
nadorovych bunék v parafinovych blocich a histologickych fezech z nich jsme pouzili
techniku makrodisekce oblasti nadorovych bunék od nenddorového pozadi. Nenddoroveé
pozadi miize byt tvofeno rovnéz useky nekrotické tkané pti spontanni nekréze nebo po

cilené terapii.

U solidnich nadortt musime rovnéz pocitat s heterogenni bunécnosti vySettovaného vzorku.
Bunécnost u hematologickych malignit, naptiklad u akutni myeloidni leukémie, dosahuje
90 az 95 %. U solidnich nadora rozpéti vyskytu nddorovych bunék ve vztahu ke stromatu
vétSinou dosahuje 25 — 75 % (nadory prsi). U nékterych vzorkii nadorii pankreatu je

bunécnost pouze 5 %.

Kromé toho, v priibéhu amplifikace specifickych PCR produkti u mutacni analyzy se
setkavdme se zvySenym poctem artefaktii. Ptrikladem je detekce substitucni zdmény
vedouci ke vzniku STOP kodonu v jednom amplifikaénim PCR produktu a uplné absence
uvedené mutace ve druhé nezavislé amplifikaci ze stejného vzorku DNA (Williams et al.,
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1999). Doporucenim pro predchazeni detekce téchto amplifikacnich artefaktl je provedeni
vzdy dvou nezavislych amplifikaci. Z toho divodu byly vSechny nami detekované
primarni a sekundarni mutace v genech KIT a PDGFRA, mutace v genu BRAF, zmény
v genech AKTI a ATR vzdy ovéfeny druhou nezavislou amplifikaci. Artefakty v prvni
amplifikaci a jejich nepfitomnost v amplifikaci druhé, pfipadné dalsi nezadouci fenomény,
jsme zjistili ve vzorku s bodovou mutaci v genu A7R a ve dvou vzorcich s bodovou
zameénou v genu AKTI. Ve zminovaném vzorku s bodovou mutaci v genu ATR jsme
identifikovali synonymni zdménu, kterd vedla k substituci nukleotidu ve STOP kodonu
TAA. Nasledkem substituce doslo ke vzniku STOP kodonu TGA. Uvedend zdména tedy
nezpusobila zruseni STOP kodonu, ani zdménu STOP kodonu za jinou aminokyselinu.
V nasledujicich dvou nezavislych amplifikacich jsme zaménu nukleotidu adeninu za
guanin nedetekovali. Na zaklad¢ histologické revize jsme v uvedeném vzorku zjistili
priblizné 50 % nadorovych bunék. Vzorek bude dale analyzovan pomoci techniky NGS
s ohledem na moznost vys$i citlivosti, hloubky cteni a paralelni amplifikace nékolika
specifickych produktii najednou. Synonymnim mutacim se vénuje pozornost, protoze
mohou mimo jiné ovliviiovat vazbu substratu nebo misto sestithu v procesu

posttranskripénich tprav (Supek, 2016).

Podobné¢ jsme pii analyze muta¢niho stavu exonu 2 genu AKTI detekovali pfitomnost
artefaktd u 2 pacienti. Ve vzorku naddoru (muz, 55 let) lokalizované¢ho v zaludku jsme
zjistili pfitomnost substituce v kodonu 43 genu AKTI. V nasledujicich nezavislych
amplifikacich nebyla substituce pfitomna. Analyza mutacniho stavu uvedené¢ho vzorku
zlustava oteviena a rovnéz DNA z tohoto vzorku budeme analyzovat prostfednictvim NGS.
U vzorku nadoru z tenkého stfeva (muz, 83 let) jsme provedli 5 nezavislych amplifikaci a
substituci jsme potvrdili ve 3 pfipadech. V uvedenych 3 ptipadech jsme zjistili zdménu
p-G16E. Rovnéz u tohoto nadoru jsme provedli histologickou revizi. Pocet nddorovych
bunck ve vzorku tvofil vice nez 50 %. V exonu 2 genu AKT' se mutace typicky kumuluji v
kodonu 17 (p.E17K) a vyskytuji se u nddortit mlécné zlazy, meningeomu, nadorti ovarii a

v ramci Proteus syndromu (Chen et al., 2020).

Pro ucely cilen¢ terapie je nezbytné dosdhnout vysoké citlivosti detekce piitomnosti
mutaci. Proto jsou pozadované specifické a senzitivni skriningové metody, které umoziuji
rychlou analyzu vzorki. Z divodu nizsi citlivosti metody sekvenovani dle Sangera jsme
pro skrining mutaci v genech KIT a PDGFRA zavedli a optimalizovali analyzu ktivek tani

s vysokym rozliSenim (HRM — High Resolution Melting). HRM je vSeobecné povazovana
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za vysoce senzitivni molekuldrni metodu pro rychlou a efektivni detekci klinicky
relevantnich mutaci (Chen et al., 2014; Ney et al., 2012). Metoda HRM je rovnéz
pokladéna za spolehlivou preskriningovou metodu pro detekci zmén v sekvenci DNA
izolované z archivnich vzorkil (FFPE). N&kolik studii rovnéz potvrzuje senzitivitu metody
HRM pro skrining mutaci v genech KIT a PDGFRA (Holden et al., 2007; Willmore et al.,
2004). Citlivost metody HRM pro detekci mutované DNA na nemutovaném pozadi je
stanovend v rozpéti 3.1 % az 12.5 % (Ney et al., 2012). HRM ptedstavuje také vhodnou
metodu pro skrining mutaci s nizkou frekvenci vyskytu, jako jsou napi. mutace v exonu 2
genu AKTI nebo mutace v exonu 9 katalytické podjednotky genu PIK3CA. Na druhou
stranu, presnost detekce mutaci prostiednictvim HRM mohou ovlivnit nékteré faktory.
Mezi tyto faktory patii zdroj materidlu (FFPE versus nativni vzorky) a jeho pfiprava.
Senzitivitu detekce mutaci dale ovliviiuje délka amplikonu (amplifikovaného PCR
produktu). Citlivost HRM je vyssi pfi délce amplikonu kolem 400 bp. Pfi délce nad 600 bp
se snizuje. Faktorem, ktery ovliviiuje detekci alteraci je také pomér GC pard. Niz§i pomér

GC part mize vést k faleSn¢ negativnimu vysledku.

Pro detekci mutaci v genu BRAF jsme zuvedené¢ho diivodu zavedli metodu alelové-
specifické PCR (AS PCR). Citlivost metody AS PCR jsme stanovili na detekci 2.5 %
nadorové mutované DNA (hodnota 1 % mutované DNA, kterou se ndm povedlo detekovat
je hrani¢ni). Metoda AS PCR je v nasi laboratoii kromé detekce substituce p.V600OE ve
vzorcich GIST vyuZivdna rovnéZz u molekuldarniho vySetieni melanomt, kolorektalnich

karcinomt, histiocyt6z z Langerhansovych bunck a u gliomt.

Nové moznosti v diagnostice a analyze mutaci tvoii metoda NGS. Metoda NGS vyrazné
ovlivnila schopnost analyzovat aberace genli v nddorovych tkanich. V poslednich letech se
tato technologie stala cenové dostupnou, co umoznilo studium nadorG v ramci celého
genomu (Giardina et al., 2018). Technologie NGS muZe detekovat mutace, které jsou ve
vzorku pfitomny ve velmi malych frakcich bunék. Mimoto se metoda NGS v nartstajici
mife vyuzivd pro detekci zmén a variant u pacientdi s pokrocilym nadorovym
onemocnénim, konkrétné u onkologickych onemocnéni s aplikaci cilené terapie. Metodu
NGS jsme v nasem souboru pacientll pouzili pro ovefeni pritomnosti sekundarnich mutaci,
detekci ziskané rezistence, piipadné v radmci personalizované terapie pro identifikaci
potencialné cilitelnych terapeuticky vyznamnych variant a fuzi. Ve spolupraci s Klinikou
détské hematologie a onkologie byla metoda NGS zvolend rovnéz pro detekci mutaci

v genech SDHA, SDHB, SDHC, a SDHD.
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Vyznamnym omezenim UspéSné analyzy vzorku nadoru pomoci NGS je nutnost volby
adekvatni nddorové tkané a dosazitelnost po rutinnim histopatologickém vysetieni (Morris
et al., 2018). Vytézek nukleovych kyselin (DNA nebo RNA) ovliviiuje malé mnozstvi
vstupniho materialu, problémem jsou ovSem obzvlast FFPE vzorky. Z tohoto divodu je
dilezita optimalizace celého procesu extrakce nukleovych kyselin (Jennings et al., 2017).
DNA ziskana ze starSich archivnich FFPE vzorkil (starSich nez 3 roky) Casto vykazuje
pritomnost deaminace. Deaminace muze, v zavislosti na pouzité sekvenacni metodé,
vyznamné zvysit nezddouci ,,pozadi“ konecnych ¢teni u NGS. Jak jsme jiz uvedli vyse,
formaldehyd pouzivany pii fixaci tkdné reaguje s DNA a proteiny a vytvaii kovalentni
pricné vazby. Formaldehyd v souvislosti s metodou NGS navic zpiisobuje oxidacni a
deaminacni reakce, a vede ke tvorbé cyklickych derivati bazi. Tyto chemické zmény
mohou vést ke vzniku chyb ziskanych NGS dat s nizkym pokrytim, nebo u analyz
navrzenych pro detekci variant s nizkou frekvenci alel (VAF - variant allele frequencies)
(Jennings et al., 2017). V piipad¢€, ze pracujeme s malym mnozstvim tkané ve vzorku,
pocet genomovych ekvivalenti pfitomnych ve vzorku nemusi byt dostateCny ke
konzistentni detekci VAF (Jennings et al., 2017). Nékteré bioinformacni programy dokazi
detekovat VAF kolem 1 %, nebo dokonce nizsi. Pti analyzach s nizkou hladinou detekce
musime ovSem pocitat se dvéma soucasné pusobicimi faktory. Na jedné strané jsou to
chyby souvisejici s ptipravou NGS knihovny, sekvenacni chemii a zvolenymi platformami.
Na stran¢ druhé ndm ptitomnost nezadoucich artefaktli v klinickych NGS datech mutze
interferovat se spolehlivosti detekce VAF (Jennings et al., 2017). Pro testovani
onkologickych vzorki, které jsou charakterizovany vnitini genetickou nestabilitou,
minimum VAF pro detekci sekvena¢nich variant nekoreluje s procentem bunécnosti
nadoru, nebo s procentem nadorovych bunék, které nesou sekvenacni zménu. V ptipadé
solidnich nadorti detekci variant ovlivituji dv€é rozdilné charakteristiky. Prvni
charakteristikou je heterogenita tkan¢ dand pfitomnosti nenddorovych bunck stromatu
(cévy, buiiky intersticia) a vlastni heterogenita nadorovych populaci. Maligni nadory ¢asto
obsahuji né€kolik rozdilnych bunécnych klont. Pii interpretaci vysledki NGS analyz
musime zohlednit oba tyto fenomény. Heterogenita tkané 1 nddorovych bunck ovliviiuji

nejnizsi limit detekce minoritnich variant alel (Jennings et al., 2017).

87



5.2. Molekularni analyza primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA

5.2.1. Molekularni analyza primdarnich mutaci v genu KIT

Primarni mutace v genech KIT a PDGFRA jsme v souboru 334 vzorkl (289 pacienti)
identifikovali u 83.5 % vzorkd, coz je vsouladu s dosavadnimi literarnimi studiemi

(Bombac et al., 2020).

Mutace v exonu 11, ovliviiyji autoregulacni funkci proteinu KIT a vedou tak k aktivaci
kinazy nezavislé na ligandu. Obecné jsou nadory s mutacemi v uvedeném exonu senzitivni
na cilenou terapii IM. U primérnich mutaci v exonu 11 jsme prokdzali charakteristickou
Sirokou variabilitu identifikovanych mutaci. Detekovali jsme pifipady mutaci ve formé
jednoduchych deleci, substituci nukleotidli, nebo inzerci. Rovnéz jsme identifikovali 1
deleci sinzerci a substituci nukleotidl, pfipadné jednoduchych duplikaci ve smyslu

internich tandemovych duplikaci.

Jednoduch¢ delece jsme zjistili u 81 (38.6 %) vzorkil. Nejcastéji jsme v souvislosti
s jednoduchymi delecemi identifikovali delece 2 kodonti, konkrétné kodonii 557 a 558 (31
vzorkd, 38.2 %). Rovnéz v nékolika dalSich studiich byla delece kodoni 557 a 558
detekovana nejcastéji (Szucs et al., 2017; Zhu et al., 2020). ZvySena kumulace deleci
v oblasti kodonti 557 a 558 se tyka bud’ téchto 2 kodont izolované, nebo dochazi k deleci
kodont 557 — 558 spolecné s dalSimi kodony lokalizovanymi v jejich sousedstvi. Klinicky
je delece kodoni 557 — 558 spojena s agresivngjSim fenotypem GIST a s ¢astéjSim
vyskytem metastaz (Wardelmann et al., 2003). Pfitomnost uvedené¢ delece celkové
signalizuje horsi prognézu (Barcelos et al., 2018). Navic je spojena s vysSim podilem
recidiv onemocnéni (Dematteo et al., 2008). Krom¢ toho se delece kodonii 557 — 558
Castéji vyskytuje u nadorti vétsich rozméri (nad 50 mm) a u nadort s vysSim mitotickym
indexem (< 5 mit6z/5 mm?). Podle studie autorii Joensuu et al. (2017) adjuvantni podavéani
IM (prodlouzeny rezim) u pacientd s delecemi kodonu 557 — 558 snizuje riziko recidivy
onemocnéni. Ve studii autord Martin et al. (2005) vysvétluji souvislost mezi CastéjSim
vyskytem deleci v kodonech 557 — 558 s pInénim funkce dvou aminokyselin, které koduji.
Tryptofan na misté kodonu 557 plni totiz roli inhibitoru aktivity receptoru KIT. Deleci této
aminokyseliny tedy dochézi ke ztrat€ inhibi¢niho Gc¢inku kindzy a ke spusténi aktivacni
kaskady. Zaména aminokyseliny prolinu za lysin v kodonu 558 souvisi s vyS§im stupném

konstitutivni fosforylace proteinu KIT.
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Jednoduché substituce jsme v naSem souboru pacientl zjistili v 57 (27.1%) vzorcich.
Substituce mély podobnou tendenci shlukovat se v oblastech kodond 557, 559 a 560.
Bodové mutace v kodonu 557 jsme zjistili v 18 vzorcich (31.6 %), v kodonu 559 ve 25
vzorcich (43.9 %), a vkodonu 560 ve 12 vzorcich (21.1 %). Spole¢né se substituce
v téchto 3 kodonech (557, 559 a 560) vyskytovaly v 96.6 % ptipadii. Ve zbyvajicich 3.4 %
(2 vzorky) byly substituce detekovany jednotlivé, mimo jiné i v kodonu 576. Vysledky
nas$i mutacni analyzy se shoduji se studii autort Miettinen et al. (2005), kteti detekovali
bodové mutace v exonu 11 ve 4 kodonech, konkrétné v kodonech 557, 559, 560 a 576.
Rovnéz autofi Mavroeidis et al. (2018) zaznamenali pfitomnost mutaci v exonu 11 v jeho
proximalni ¢asti, konkrétné¢ mezi kodony 550 a 560. Ve 2 vzorcich pak zjistili pfitomnost
substituci v distalni Casti exonu, v kodonu 576. Piednostni vyskyt mutaci v proximalni
oblasti (tj. v 5" konci) exonu 11 souvisi sc¢innosti jednotlivych aminokyselin
lokalizovanych na danych pozicich. Pfi pfenosu signalu jsou tyrozinové zbytky na pozicich
kodonii 568 (Tyr568) a 570 (Tyr570) prvnimi tyroziny, které jsou aktivovany po navazani
ligandu. Ptitomnost nebo absence aminokyselin Tyr568 a Tyr570 muze mit rozdilny efekt
v ramci regulace proteinu KIT, nebo v ramci aktivace nasledné signalni drahy (Bachet et
al., 2013). Mimoto, heterozygotni versus homozygotni (ztrata nemutované alely genu KI7)
stav genu K/T muze byt spojeny se specifickym biologickym u¢inkem. Podle studie autort
Wozniak et al. (2012) homozygotni vyskyt mutaci v exonu 11 siln¢ koreluje s malignim

klinickym chovanim nadoru.

Interni tandemové duplikace (ITD) jsme detekovali v 13 (6.2 %) vzorcich v rozsahu
kodona 571-591. Nejcastéji se vyskytuji v distalni (3" konec) ¢asti exonu 11 (Antonescu
2008; Hou et al., 2004; Miettinen, Lasota, 2013). Pacienti se zjiSténymi ITD v exonu 11

v

maji prognosticky ptiznivéjsi prabéh onemocnéni (Lasota et al., 2007).

Slozitéj§i mutace, zahrnujici substituce spoletn¢ s deleci a inzerci nukleotidii, jsme
v naSem souboru detekovali v 31 (14.8 %) vzorcich. Typicky se substituce vyskytovaly
v oblasti kodonli 557, 558, nebo 560. Delece spojené s témito substitucemi jsme Casto
detekovali v kodonech nasledujicich po kodonu s pfitomnou zdménou, tj. v kodonech 558,

559, 561 a 562.

Mutace v exonu 9 genu KIT jsme v nasem souboru vysettili v 16 vzorcich (5.7 %). Mutace
postihujici exon 9 narusuji antidimeriza¢ni motiv a vedou ke spontanni homodimerizaci

proteinu a tedy i k aktivaci receptoru. V exonu 9 je charakteristicky identifikovéna
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duplikace kodonti 502 — 503. Nadory s uvedenou mutaci se vyskytuji vyhradné v tenkém

stieve a jsou asociovany s agresivnéjSim fenotypem (Antonescu et al., 2003).

Autofi Sharma et al. (2021) zjistili souvislost mezi zaludecni lokalizaci a genetickym
profilem nadoru. Souvislost anatomické lokalizace nadoru s pfitomnosti nékterych mutaci
v genech KIT a PDGFRA muzeme vysvétlit rozdilnym ptivodem ICC. Néadory s mutacemi
v exonu 9 genu KIT, jak jsme jiz zminili, se pfednostné vyskytuji v tenkém stfeve. Tim se
li§i od nador s mutacemi v exonu 18 genu PDGFRA, které se nachazeji pouze v zaludku,
mesenteriu nebo v omentu. Divodem je, ze nadory s mutacemi v exonu 9 genu KIT
vznikaji z odliSné podskupiny ICC bunck. Mutace v exonu 11 genu KIT, které se vyskytuji
nejcastéji, nachazime naproti tomu v nadorech v ramci celého GIT. Moznym vysvétlenim

je, ze pochazeji z tzv. ubikvitniho podtypu ICC bun¢k (Corless, 2014).

Pacienti s mutacemi v exonu 9 genu K/T maji prokazateln¢ prodlouZzenou dobu piezivani
pii podavani akcelerované davky IM jiz v pocatku terapie (tj. z 400mg/den na 800mg/den)
(Demetri et al.,, 2002). Molekularni mechanizmus primdrni rezistence u pacientil
s mutacemi v exonu 9 muze mit souvislost srozdily v biologii této skupiny GIST.
Predpokladanym vysvétlenim je alternativni aktivace proteinu KIT, kterd nevyzaduje jeho
enzymatickou aktivitu. IM se mlze vazat pouze na inaktivni formu KIT. Z tohoto divodu
mechanizmus aktivace RTK KIT nezavisly na jeho fosforylaci pfispiva ke stabilizaci
proteinu v aktivni konformaci, kterd je rezistentni na IM (Heinrich et al., 2006). Autofi
Ravegnini et al. (2019) na druhou stranu uvadéji, ze nasledkem duplikace kodonti 502 —
503 vexonu 9 dochdzi ke zménam konformace receptoru, které imituji vazbu
fyziologického ligandu, tj. SCF, a tim podporuji konstitutivni aktivaci. Molekularni
analyza provadénd na naSem pracovisti v piipad¢ zjisténi mutaci v exonu 9 napomdha

identifikaci potencialni primdrni rezistence a volb& vhodné terapeutické davky.

Frekvence vyskytu mutaci v exonech 13 a 17 genu KIT neni vy$$i nez 1 — 2 %. Primarni
mutace v exonu 13, ktery koduje ATP-vazebnou doménu, se vyskytuji sporadicky (Lasota
et al., 2000). Navic primdrni mutace v exonu 13 vzijemné interferuji s auto-inhibi¢ni
funkci juxtamembranové domény (exon 11). Mutace v exonu 13 genu KIT jsme v nasem
souboru zjistili u 8 vzorkl (2.9 %). Shodné jsme u vSech 8 vySetfenych vzork (4 pacientil)
stanovili substituci p.K642E. Nadory s mutacemi vexonu 13 jsou charakterizovany
sniZzenou citlivosti na poddvany IM. Divodem snizené citlivosti IM je neschopnost jeho

vazby na mutaci zménéné ATP vazebné misto (Gramza et al., 2009).
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Priméarni mutace v exonu 17 genu KI7, ktery koéduje aktivacni misto receptoru (TK2),
stabilizuji aktivni konformaci proteinu. Bodovou zdménu v exonu 17 genu KIT jsme
detekovali u 1 pacienta (0.4 %) - 1 vzorek (0.4 %). Konkrétné se jednalo o substituci v
kodonu 822 (p.N822K). Autofi Lasota et al. (2008) ve své studii identifikovali primarni
mutace v exonu 17 v 4 kodonech — 822 (nejcastéji), 816, 820 a 823.

5.2.2. Molekuldrni analyza primdarnich mutaci v genu PDGFRA

U prevazné vétSiny GIST se primdrni mutace vyskytuji v genu KIT (vice nez 80 %). U
pacientdl, u kterych se nezjisti pfitomnost mutaci v genu KI7T, se v5 — 8 % piipada
vyskytuji mutace v genu PDGFRA. Mutace v genu PDGFRA jsme v nasem souboru
detekovali ve 44 vzorcich (13.2 %) od 41 pacientt (17.2 %).

Nejcastéji jsme v ramci genu PDGFRA identifikovali mutace v exonu 18 (34 pacientti -
14.3 %). V75 % jsme zjistili bodovou zdménu p.D842V. Je jiz zndmo, Ze substituce
p.D842V vede k primarni rezistenci nadoru na cilenou terapii IM. Divodem je vznik
konstituéné aktivovaného proteinu (exon 18 kdéduje enzymatickou TK2 doménu proteinu
PDGFRA), ktery neodpovida na terapeutickou intervenci. Ackoliv je nejbéznéjsi mutace
v genu PDGFRA (p.D842V) primarné rezistentni na terapii IM, pfiblizné¢ 30 % nadori
s jinymi mutacemi nez p.D842V jsou na terapii IM potencialné senzitivni (Tajima et al.
2015). Simulaci proteinové struktury v 3D modelu receptoru PDGFRA bylo zjisténo, ze
ani delece zahrnujici kodony 842 az 845 v exonu 18, ani substituce p.V561D v exonu 12
negativné neovliviiuji afinitu kindzy k IM. Delece kodoni 842 — 845 je piitom
lokalizovana v aktiva¢nim misté, tj. TK2 doméné receptoru. Navic delece zahrnuje i kodon
842, ktery ma kliCovou roli ve vazbé terapeutika. Vysvétlenim je absence kodonu 846
v ramci zminované delece. Pritomnost kodonu 846 totiz umoziuje op€tovné konformacni
nastaveni aktiva¢niho mista, které neinterferuje s vazbou IM. Kromé toho, kodon 846 hraje
dalezitou roli v kontrole kyvavého pohybu aktiva¢niho mista, které je pro zménu spojeno
s konforma¢nim presunem ATP vazebného mista z aktivni na neaktivni konformaci (Dileo

etal., 2011).

Mutace v exonu 12 genu PDGFRA jsme detekovali v 2.1 % z KIT/PDGFRA mutovanych
(5 vzorkli od 5 pacientll) vzorkii. Ve tfech pfipadech jsme zjistili substituéni zdménu
p.-V561D. Deleci 5 kodonti (566 — 570) jsme identifikovali v jednom piipadé. Rovnéz
v jednom piipadé jsme zjistili rozsahlejsi deleci kodont (565 az 571) spolecné s inzerci 6

nukleotidi. Podobnych vysledkl (substituci p.V561D a delece v exonu 12) dosahli i dalsi
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autofi (Miettinen et al., 2005; Wozniak et al., 2012). Nadory s mutacemi v exonu 12 genu
PDGFRA jsou na terapii IM senzitivni rovnéz jako je tomu u exonu 11 genu K/7. Exon 12
genu PDGFRA totiz koduje, stejné tak jako exon 11 genu KI7, juxtamembranovou oblast
proteinu PDGFRA (Tornillo, Terracciano, 2006). U primarni mutace p.V561D v exonu 12
genu PDGFRA dochézi k vyméné malého hydrofobniho aminokyselinového zbytku (valin)
za veétsi hydrofobni negativné nabity aminokyselinovy zbytek (kyselina asparagova), ktery
je okolim dobfe tolerovany. Nedochédzi tedy k vyznamnym zménam neaktivni (tj.
,uzamcené ¢i uzaviené*) konformace kinazy PDGFRA, tedy i vazebného mista IM (Dileo

etal., 2011).

Mutace v exonu 14 genu PDGFRA jsme v naSem souboru identifikovali ve 2 vzorcich (u 2
pacientil), tj. 0.7 % z KIT/PDGFRA mutovanych. U prvniho pacienta jsme detekovali
najednou dvé substituni mutace v exonu 14 genu PDGFRA (p.M642T a p.H659N).
Mutace v kodonu 659 jsou v ramci exonu 14 genu PDGFRA nejcastéjsi (Lasota et al.,
2006). V souladu s nasim vySetfenim rovnéz autoii Bombac et al. (2020) ve své studii
detekovali pritomnost 2 substitu¢nich zdmén v exonu 14 genu PDGFRA. V ramci mutacni
analyzy jsme se u druhého pacienta setkali s pfitomnosti mutace p.P653L v exonu 14 genu
PDGFRA a zéaroven s pfitomnosti druhé mutace p.D846H v exonu 18 genu PDGFRA.
Zminovany pacient byl na terapii inhibitorem RTK. Pro posouzeni, jestli se v ptipadé
substituce v exonu 14 jedné o primarni, a v exonu 18 o sekundarni mutaci je nutna analyza
vzorku DNA pfted terapii. Vzorek DNA pfed nasazenim terapie od uvedeného pacienta
nebyl dostupny. Pfedpokladdme, ze mutace v exonu 14 genu PDGFRA je primarni mutaci,

a mutace v exonu 18 by mohla byt mutaci sekundarni.

5.3. Molekularni analyza sekundarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA

Rozhodujicim mechanizmem sekundéarni neboli ziskané rezistence na terapii IM je vznik
sekundarnich mutaci (Guo et al., 2009). Sekundarni mutace vznikaji v pribéhu cilené
terapie a jsou zodpovédné za selhani terapie a za progresi onemocnéni. Problematika
sekundarnich mutaci a nasledné sekundarni rezistence je tedy vyznamnou komplikaci

biologické terapie (precizni onkologie).

Mezi nejcastéji identifikované sekundarni mutace patii mutace p.V654A vexonu 13 a
mutace p.N822K v exonu 17 genu KIT (Zhu et al., 2020). V nasem souboru jsme vysettili
42 vzorkli od 16 pacientii, u kterych byla diagnostikovana progrese onemocnéni.

Ptitomnost sekundarnich mutaci jsme zjistili v 29 loziscich (69 %). V uvedeném souboru
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16 pacientd jsme vramci exonu 13 detekovali vyhradné sekundarni mutaci p.V654A.
Mutaci p.V654A jsme detekovali bud’ jednotlivé u 6 z 16 analyzovanych pacientl (pacienti
¢.2,4,5,6, 12, 13), nebo spolecné s mutacemi v exonu 17 u jednoho pacienta (pacient €.

11).

Mutace v exonu 17 tvoii 30 — 40 % sekundarnich mutaci vedoucich ke vzniku rezistence
(Yeh et al., 2017). Sekundarni mutace v exonu 17 jsme v nasem souboru zjistili u 9
pacientli v 16 loziscich. Rovnéz jako u sekundarnich mutaci v exonu 13 jsme mutace
v exonu 17 detekovali bud’ jednotlivé — 8 pacientli (pacienti ¢. 1, 3, 7, 8, 9, 14, 15, 16),
nebo s mutacemi v exonu 13 — zminovany pacient ¢. 11. Mutace v exonu 17 se, na rozdil
od mutaci vexonu 13 (vyhradné mutace p.V654A), vyznacuji velkou variabilitou.
Sekundarni mutace v exonu 17 jsme identifikovali v kodonech 809, 820, 822 a 823.
Nejveétsi variabilitu identifikovanych sekundérnich mutaci jsme zaznamenali v kodonu 820
(exon 17). Konkrétné jsme v kodonu 820 zaznamenali substituéni zdmény p.D820Y,

p.D820A, p.D820E, a p.D820G.

U jednoho pacienta (pacient ¢. 10) jsme detekovali pfitomnost sekundarni mutace v exonu
18 genu PDGFRA. Sekundarni mutace v exonu 18 genu PDGFRA se vyskytuji Castéji,
rovnéz jako je tomu u sekundarnich mutaci v exonu 17 genu KI/T. Na rozdil od tohoto
zjisténi, autofi Wang et al. (2009) ve své studii zjistili sekundarni mutaci v exonu 14 genu

PDGFRA.

Za podstatny nalez kromé¢ samotné identifikace piitomnosti sekundarnich mutaci
povazujeme prukaz heterogenity nadorovych populaci po terapii. Mutac¢ni analyza
rezistentnich mutaci v souboru zminovanych 16 pacienti odhalila jejich vysokou
heterogenitu a to jednak co do poctu i typu mutaci v rdmci jednoho loziska nadoru ¢i jeho

metastazy, jednak mezi jednotlivymi metastdzami.

U sekundarnich mutaci v exonu 13 jsme se setkali s internadorovou heterogenitou, kdy
jsme detekovali mutace v jednotlivych odbérech jednak v uvedeném exonu a rovnéz
vexonu 17. Nejvyraznéji byla zminovand internddorova heterogenita zjisténa u vyse
zminovaného pacienta ¢. 11. V pribc¢hu tfi molekularnich vySetfeni (odbéry z let 2017,
2018 a 2022) jsme u pacienta ¢. 11 m¢li moznost analyzovat 11 lozisek. Ve tfech vzorcich
zroku 2017 jsme v jednom vzorku zjistili pfitomnost sekunddrni mutace v exonu 13 —

p.-V654A. Nasledné jsme vroce 2018 vySetiili 7 vzorka. V ¢asti vzorkli se sekundarni
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mutace vyskytovaly v exonu 17 (u 2 vzorkil) — p.D820Y, a v ¢asti v exonu 13 (5 vzorkl) —

p.-V654A. Ve vzorku z roku 2022 (1 vzorek) jsme detekovali mutaci p.D820Y v exonu 17.

Internadorovou heterogenitu u exonu 17 jsme na jedné stran¢ identifikovali v souvislosti
s mutaci v exonu 13 (vySe popsany pacient ¢. 11) a na druhé stran¢ v ramci mutaci v exonu
17 (pacient ¢. 9). U pacienta ¢. 9 jsme ve 3 odbérech progresivnich lozisek z let 2007 a
2008 detekovali tfi rozdilné sekundarni mutace v exonu 17. VSechny tfi mutace se

vzajemné lisily (p.N822K, p.D820A, p.D820G).

O dulezitosti vySetfovani vSech dostupnych lozisek nadoru a o nerovnomérné distribuci a
pritomnosti sekundarnich mutaci v jednotlivych loziscich jsme se presvédcili pfi mutacni
analyze u pacienta ¢. 1. Molekularnim vySetfenim 3 lozisek jsme zjistili pfitomnost
sekundarni mutace p.D820Y ve dvou analyzovanych vzorcich. Ve tfetim vzorku jsme
zadnou sekundarni mutaci nedetekovali. V ptipadé analyzy pouze tohoto vzorku bychom
pii netiplném vysetieni uvadéli nepfitomnost sekundarnich mutaci a nejasny mechanizmus

ziskané rezistence.

Kromé¢ vyrazné heterogenity sekundarnich mutaci mezi jednotlivymi lozisky, tzv.
internadorovou heterogenitu jsme u pacienta ¢. 7 detekovali tzv. intranadorovou
heterogenitu, tj. heterogenitu sekundarnich mutaci vramci jednoho loziska. Pro
molekularni analyzu jsme méli dostupny vzorek z roku 2014 z paliativniho chirurgického
vykonu. Ve vySetfovaném vzorku jsme zjistili soucasnou pfitomnost dvou sekundarnich
mutaci p.D820E a p.N822K v exonu 17. Intranadorova heterogenita sekundarnich mutaci
byla v tomto piipad¢ oveéfena pomoci techniky NGS. Pacient v témze roce, tj. v roce 2014

zemiel.

Autofi Heinrich et al. (2006) rovnéz detekovali klondlni evoluci a internadorovou
heterogenitu sekundarnich mutaci. Ve své studii analyzovali n¢kolik vzorkl resekovanych
nadorit od 16 pacientd s progresi onemocnéni. U 3 pacientd (3 z 16, 18.8 %) zjistili
pritomnost polyklonalnich sekundarnich mutaci. U jednoho pacienta vySetiovali 3 vzorky
nadoru. Ve dvou vzorcich byly pfitomny sekundarni mutace vexonu 13 genu KIT
(p.V654A). Ve tietim vzorku detekovali sekunddrni mutaci vexonu 17 genu KIT
(p.D816H). Piitomnost vice nez jedné sekundarni mutace ve vySetiovanych vzorcich
nadortt u pacientli s pokro¢ilym onemocnénim byla identifikovana v nékolika dalSich

studiich (Antonescu et al., 2005; Liegl et al., 2008; Wardelmann et al., 2010).
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V jednom piipad¢, konkrétn€ u pacienta ¢. 14, jsme detekovali primarni mutaci v exonu 11
a sekundarni mutaci v kodonu 809 (p.C809G) exonu 17. Sekundarni mutaci v kodonu 809
exonu 17 genu KIT detekovali rovnéz ve studii Heinrich et al. (2006). Mutaci detekovali u
pacienta, u kterého byly kromé¢ uvedené sekundarni mutace zjiStény 2 primarni mutace
(p.K642E a p.N822H). Vyraznou internddorovou heterogenitu sekundarnich mutaci
zaznamenali 1 autofi Lim et al. (2008). Konkrétné detekovali rozdilne sekundarni mutace
mezi jednotlivymi vzorky a také rozdilné mutace ve dvou rozdilnych exonech genu KIT

(exon 13 a exon 17).

Lze shrnout, ze pfitomnost, pofet a vyraznd heterogenita (intranddorova a rovnéz
internadorova) sekundarnich mutaci vyznamné ovliviiuje cilenou lécbu. Problémem
soucasné doby je zvladnuti 1écby pacienta s nékolika rozdilnymi sekundarnimi mutacemi.
Dtivodem je rozdilna citlivost jednotlivych sekundarnich mutaci k danym inhibitorim (I,
II., nebo III. generace). Sekundarni mutace v TK1 doméné (tj. v exonu 13, nebo v exonu
14) vykazuji citlivost na terapii sunitinib malatem (SM). Na druhé strané, ptfitomnost
sekundarnich mutaci lokalizovanych v TK2 doméné¢ (aktivacni misto receptoru: exony 17 a
18), souvisi s niz§im terapeutickym uGc¢inkem, piipadné s rezistenci na terapii (Mei et al.,
2018; Ravegnini et al., 2019). Terapeuticka G¢innost sekundarnich mutaci lokalizovanych
v exonu 17 byla zjiSténa pfi terapii inhibitorem III. linie (regorafenib). Stanoveni typu a
lokalizace sekundarnich mutaci tedy vyznamné ovliviiuje fizeni terapeutické intervence u

pacientt s pokroc¢ilym GIST.

Problematice sekundarnich mutaci v genu PDGFRA se vénovali autofi Grunewald et al.
(2021). Autofi analyzovali mutace v exonech 13, 14 a 15 genu PDGFRA ve vzorcich
plasmy a v dostupnych piipadech ve vzorcich nadorti po terapeutické intervenci
avapratinibem, pouzivanym od roku 2020 pro 1écbu pacientl s priméarné rezistentni mutaci
vexonu 18 genu PDGFRA (p.D842V). Autofi ve své studii poukazuji na dilezitost
neinvazivnich metod odbéri vzorkli. Vyznam vySetfeni vzorka plasmy podle autort
podtrhava fakt, Ze v n€kolika ptipadech nebyly sekundarni mutace detekovany ve vzorcich
z progresivnich lozisek, ale pouze ve vzorcich plasmy. Navic je u pacientll s vyraznou
progresi onemocnéni, selhavanim jednotlivych systéml, nebo na paliativni 1é¢bé
chirurgické odebrani materidlu k cilenému vySetfeni zna¢né problematické technicky 1
z etického pohledu. Snahou je tedy mozZnost vySetfovat nejen vzorky ziskané klasickym
zpusobem prostiednictvim chirurgické resekce nebo excize, ale také SetrnéjSimi a méné

rizikovymi pfistupy. Vyuziti méné invazivnich metod odbéru vzorkl (technika jehlové
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biopsie nebo detekce mutaci v cirkulujici nddorové DNA z plasmy) tak umozni ziskat
biopticky materidl i od pacientli v pokrocilém stadiu onemocnéni a ve Spatném klinickém
stavu (Bertucci et al.,, 2006). Krom¢ toho je mozné pomoci mén¢ invazivnich metod

sledovat molekularni zmény (pfitomnost sekundarnich mutaci) v prubéhu terapie.

5.3.1. Zména morfologie nadorovych bunék u terapeuticky ovlivnénych nadori

U terapeuticky ovlivnénych nadort ¢asto dochézi ke zméné morfologie nadorovych bunék
(Pauwels et al., 2005). Vétsina GIST po selhani terapie neméni zakladni morfologicky
obraz ani IHC ovéfovany fenotyp. Setkdvame se ale naptiklad se zménou vietenobunécné
morfologie bunék na morfologii epiteloidni, se zménami exprese proteinii detekovanych
pomoci IHC vySetieni, ale také i bez nich. V této souvislosti vykazuje mnoho nédori
variabilni expresi proteinu KIT, nebo dochazi k uplné ztraté jeho exprese (Bickenbach et
al., 2007; Liegl et al., 2008; Pauwels et al., 2005). U nadora rezistentnich na terapii IM
Casto vznikaji sekundarni mutace jako hlavni mechanizmus rezistence (Antonescu 2008).
Méné Casto vznikaji v primarnim nadoru nebo v jeho metastazach metaplastické zmény,
trans-diferenciace nebo heterologni diferenciace (dediferenciace) (Liegl et al., 2009; Zheng
et al., 2013). Autofi Vassos et al. (2011) popsali trans-diferenciaci GIST po terapii cilenym
inhibitorem IM z vietenobunécného/epiteloidniho vzhledu bez znakti hladkosvalové
diferenciace na hladkosvalovy typ. Trans-diferenciaci ICC bunck na buiiky hladkosvalové
ovliviiuje blokada KIT signalni drahy (Torihashi et al., 1999). Podobn¢ autoii Zheng et al.
(2013) popsali nezvyklou zménu histopatologickych znakli u pacienta s metastatickym
GIST. Konkrétné doslo ke zméné epiteloidni morfologie v primarnim nadoru na
rabdomyoblasticky fenotyp s pozitivitou desminu a myogeninu v metastatickém lozisku

v jatrech.

Histologicka odpovéd’ nadoru na cilenou terapii inhibitory RTK byva heterogenni, a
nekoreluje s klinickou odpovédi. Ve skupiné GIST citlivych na terapii IM zjistili néktefi
autofi pfitomnost znakd dobie diferencovaného hladkého svalstva. Nadory citlivé na
terapii exprimovaly desmin, nebo jiné svalové markery (Diaz Delgado et al., 2011). Ve
srovnani s nadory bez terapeutick¢ého zasahu vykazovaly nadory citlivé na terapii
napadnou expresi genii zapojenych do diferenciace a funkce svalovych bunék.
Prostfednictvim chronické inaktivace signalizacnich drah RTK KIT mtize tedy terapie IM
vést k indukci transdiferenciace smérem k hladkosvalovému fenotypu. Rovnéz autofi
Agaram et al. (2008b) ve své studii uvadéji priklad histologické odpovédi nadorovych

buné¢k na terapii. V ramci histopatologické revize detekovali zménu vietenobunécné
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morfologie nadoru pted terapii na fenotyp embryondlniho rabdomyosarkomu po terapii.
V souladu s uvedenym zjisténym, autotfi Antonescu et al. (2013) prokazali u 8 pacientii
nahlou dediferenciaci vietenobunééného CD117 pozitivniho naddoru do anaplastického
CD117 negativniho. Ve tifech piipadech souvisela zména morfologie a fenotypu s terapii

IM, ve zbyvajicich péti ptipadech se jednalo o de novo udélost.

V naSem souboru pacienti s detekovanymi sekundarnimi mutacemi jsme zmeénu
morfologie nadorovych bunék po terapii (tj. v ¢ase vzniku rezistence) zjistili u jednoho
pacienta (pacient ¢. 1). Konkrétné jsme detekovali zménu vietenobunééné morfologie
v celém rozsahu nadoru z roku 2009 na smiSenou morfologii (vietenobunécnou spole¢né

s epiteloidni) ve vzorku nadoru z roku 2016.

5.4. Molekularni analyza KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

Z celkového poctu diagnostikovanych GIST se v 10 — 15 % setkavdme s neptitomnosti
mutaci v genech KIT nebo PDGFRA, jak jsme mohli potvrdit i u naseho souboru
nemocnych. V nasi studii jsme nemutovany stav gentt KIT nebo PDGFRA zjistili u 55

vzorki (16.4 %) od 50 pacientt (17.3 %).

V minulosti byla skupina KI7/PDGFRA nemutovanych GIST povaZovéna za terapeuticky
nepostihnutelnou. Pfipadné pii pouziti cilené terapie s velmi nizkou lécebnou odpovédi
nebo se jednalo o skupinu GIST primarné rezistentnich. Recentné se ovSem pohled na

molekularni diagnostiku a terapii KI7/PDGFRA nemutovanych GIST vyrazné zménil.

Molekularni analyza této skupiny GIST i pomoci metod NGS prokézala genetické alterace
v genech kédujicich dilezité signalni molekuly v jednotlivych aktivac¢nich drahach, nebo
vznik fuznich transkripti ovlivilyjicich aktivitu transformovanych bunck. ZjiSténé
molekularni zmény umoziluji rozsifeni nejen diagnostickych, ale zejména terapeutickych

moznosti skupiny KI/7/PDGFRA nemutovanych GIST.

5.4.1 Mutacni analyza genu BRAF

Ve skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST byla detekovéana ptitomnost mutaci v genu
BRAF v rozpéti 3 — 13 % (Agaimy et al., 2009; Daniels et al., 2011; Hostein et al., 2010;
Rossi et al., 2015). GIST s mutacemi v genu BRAF postihuji v ramci GIT rGzné casti
traviciho Ustroji. Mohou se vyskytovat v Zaludku, v tenkém ¢i tlustém stfevu, v rektu, a

rovnéz v extragastrointestinalni lokalizaci, napiiklad na peritoneu. NejCastéji se vSak
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nadory s mutacemi v genu BRAF vyskytuji v tenkém stfevé. Po morfologické strance je u

v

téchto nadorti charakteristicky vietenobunéény typ bunék a ptiznivéjsi klinicky prabeh.

V nami analyzovaném souboru KI/7T/PDGFRA nemutovanych GIST (55 vzorka od 50
pacientll) jsme substituci p.V600E v genu BRAF identifikovali ve 2 vzorcich (3.6 %) od 2
pacientd (4 %). Mutace p.V600E byla zjisténa ve vzorcich nadord lokalizovanych
v tenkém stfevé u muze a u zeny. Autoii Agaimy et al. (2009) identifikovali pfitomnost
mutace p.VO0OE v genu BRAF v 7 % (2/28) ptipadt s KIT/PDGFRA nemutovanymi GIST.
V obou ptipadech byly mutace detekovany u muzii. Podobné, ve studii od autoriti Hostein
et al. (2010), byla ve skupiné pacientd s nemutovanymi geny KI/7/PDGFRA a mutaci
p-V600E zaznamenana predilekce muzského pohlavi (78%) a pfednostni lokalizace nadort
v tenkém stfevé (67%). Mutace v genu BRAF autofi nedetekovali ve skupiné GIST
s mutacemi v genu KI/T nebo PDGFRA. Podobné¢ autofi Daniels et al. (2011) zjistili mutaci
p.-V600OE ve 3.5 % (3/87) pacientii s KIT/PDGFRA nemutovanymi GIST. Na rozdil od
predchozi studie se vjejich souboru pacienti nadory s mutacemi v genu BRAF
vyskytovaly cCastéji u Zzen. Ve studii Huss et al. (2017) autofi vySetfovali mutace genu
BRAF ve skupiné 172 KIT/PDGFRA nemutovanych pacienti. Mutaci p.V600E detekovali
v 3.9 % (7/172) ptipadii. Vyskyt mutaci v genu BRAF povazuji za ojedinély mechanizmus
onkogeneze u KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.

Mutace v genech KIT a BRAF se pii soucasnych znalostech jevi vzajemné exkluzivni. To
potvrzuji 1 naSe zkuSenosti, kdy jsme substituci v kodonu 600 genu BRAF detekovali pouze
u pacientll bez pritomnosti mutaci v genech K/7 nebo PDGFRA. Na druhou stranu, autofi
Jasek et al. (2020) analyzovali skupinu 35 nahodné vybranych KI7/PDGFRA pozitivnich
GIST, u kterych zjiStovali pfitomnost mutace p.V60OE. V 8 piipadech detekovali
koexistenci mutace p.V600OE soucasné s mutacemi v genu KIT (5 ptipadil), nebo v genu

PDGFRA (3 ptipady).

Podle autorti Rossi et al. (2015) jsou mutace v genu BRAF spojeny nejen s primarni, ale
rovnéZz se sekundarni rezistenci na terapii IM. V nas$i studii jsme pro objasnéni sekundéarni
rezistence u pacientil bez sekundarnich mutaci v genech KIT/PDGFRA vysettili soubor 76
pacient. Mutaci p.V600OE jsme v tomto souboru pacienti nedetekovali ani v jednom
piipad€. Agaram et al. (2008b) identifikovali mutace v genu BRAF ve 4 % (3/61) pacientii
s KIT/PDGFRA nemutovanymi GIST. Navic ve skupiné pacientd (26) bez sekundarnich
mutaci v genech KIT/PDGFRA a rezistentnich na terapii IM detekovali u jednoho pacienta
mutaci p.V600E. Lze uvazovat, ze mutace p.V600E muze reprezentovat alternativni
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mechanizmus rezistence nadoru na terapii IM. V dalsi studii autorského kolektivu Curtin et
al. (2006) byla popsana spolecnd koexistence mutace p.V600E v genu BRAF s mutaci
p.K642E (exon 13) v genu KIT. Ptipadné byla identifikovana konkomitantni mutace
v genech BRAF a FGFR3 u pacienti s mutacemi v genu K/7 (analyzovano a detekovano
metodou NGS) (Mavroeidis et al., 2018). Ve studii autort Falchook et al. (2013) byl
prezentovan piipad terapie u GIST s mutacemi v genu BRAF. Pacientovi s mutaci v genu
BRAF byl vramci cilené 1é¢by indikovan inhibitor kindzy BRAF (dabrafenib). Po 8
mésicich terapie doSlo k progresi onemocnéni. Analyzou progresivnich lozisek nadoru
autofi zjistili pfitomnost somatické mutace p.H1047R v genu PIK3CA. Substituce v genu
PIK3CA mize tedy kromé rezistence na terapii inhibitorem RTK vést rovnéz ke vzniku

ziskané rezistence na cilenou terapii BRAF inhibitorem.

Recentné se prostiednictvim komplexni molekularni analyzy podatfilo v ¢asti
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST vysvétlit dal$i mechanizmus patogeneze transformace
nadorovych bunék. Zjistilo se, Ze se jedna o komplexni skupinu, kterou mizeme rozdélit
na nékolik podtypt. V 20 — 40 % KIT/PDGFRA nemutovanych GIST se setkavdme s
defektem gentt SDH komplexu.

5.4.2. Molekuldarni analyza defektit SDH komplexu

Klinické chovéani GIST s defektem SDH komplexu se shoduje s chovanim u pediatrickych
GIST a GIST v ramci Carneyovy triady. U vSech je vyrazna predominance vyskytu nadoru
v mladém véku. Po klinické strance je rovnéz typické dlouhodobé trvani onemocnéni.
Bézna je nékolik let trvajici latence od nalezu primarniho nadoru po vznik metastaz. Ve
studii vice nez 750 GIST zaludku identifikovali Miettinen et al. (2011) defekt SDH
komplexu v 8.7 % (66 pacientl ze 756). Ve skupiné€ pacientd ve v€ku pod 20 let méli
prakticky vsichni defekt v nékteré z SDH podjednotek. Skupina pacienti ve véku pod 40
let byla z podstatné Casti tvoiend pacienty s GIST s defektem SDH komplexu. U starSich
pacientil byl defekt SDH komplexu velmi vzacny. GIST s defektem SDH komplexu
vykazovaly jasnou predominanci Zenského pohlavi. VSechny vzorky z této skupiny shodné
vykazovaly pozitivitu exprese proteintt KIT a DOGI1. VSech 66 pacientii se zalude¢nim
GIST a defektem SDH m¢lo negativni IHC vySetieni proteinu SDHB. Na druhé strane,
mnoho GIST zaludku (zbyvajicich 690 z celkového mnozstvi 756, tj. 91.2 %) bylo IHC
SDHB pozitivnich. Autofi Gill et al. (2010) prave na zakladé THC vySetieni pozitivity nebo
negativity SDHB proteinu rozdéluji GIST do dvou skupin. GIST s pozitivitou exprese

SDHB zahrnuji pacienty bez defektu SDH komplexu s mutacemi v genech KIT, PDGFRA,
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BRAF, NFI apod. Skupina GIST bez exprese SDHB je tvofena nadory s defektem SDH
komplexu. Vyskyt mutaci v genech KIT a PDGFRA a soucasn¢ v genech SDH komplexu
byl vzajemné exkluzivni. Zajimavého vysledku dosahli autoii Daum et al. (2012), ktefi
detekovali koexistenci mutace v genu KI/7 (exon 11 — delece kodont 557 — 558) spolecné
s mutaci v genu SDHD (exon 1 - p.G12S). V souladu s obecnymi charakteristikami SDH
mutovanych GIST mély buiky epiteloidni morfologii, pozitivitu CD117 a lokalni
pozitivitu exprese proteinu SDHB. Podle jejich zjisténi nemusi byt mutace v genech

KIT/PDGFRA a SDH komplexu mutacné exkluzivni.

V nasi studii jsme zjist'ovali pfitomnost alteraci v genech SDH komplexu pouze u pacientli
bez ptitomnosti mutaci v genech KIT, PDGFRA a BRAF. Analyzu piitomnosti defektl
nebo mutaci v genech SDH komplexu jsme provedli u 12 vzorki od 9 pacientd. Pfitomnost
defektd gent SDH komplexu jsme detekovali u 8 pacientti (16 %) v 10 vzorcich (18.2 %).
V ptevazné vétSing se jednalo o delece bud’ jednoho, nebo nékolika exonli genti SDHB,
SDHC, nebo SDHD. Zjistili jsme také ptitomnost deleci v genech pro kofaktory SDHAF'I a
SDHAF?2. Autoti Janeway et al. (2011) zjistili pfitomnost zdrode¢nych mutaci v genech
SDHB, SDHC, a SDHD u jednotlivetis GIST bez osobni ¢i rodinné historie
paragangliomu. Autofi konkrétné analyzovali 34 pediatrickych a KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST. U 18 % (6 pacientll) detekovali zarode¢né mutace v genech SDHB,
SDHC nebo SDHD. Vsichni pacienti s mutacemi v genech SDHB, SDHC nebo SDHD byli
mladi dospéli s multifokalnim vyskytem nadorii. U vSech pediatrickych GIST autofi dale
potvrdili absenci exprese proteinu SDHB zjistitelnou pomoci IHC vySetieni (100 %, 18
z 18 vysetienych vzorkll). Autoii doporucuji testovani pfitomnosti zarodeCnych mutaci u
pacientll s KIT/PDGFRA nemutovanym GIST, zejména u mladych jednotlivcu, jak jsme
sami také stanovili. Navic uvedeni autofi zjistili pfitomnost zdrode¢nych mutaci u 50 %
muzl. Tim se tato skupina GIST li§i od typické predominance Zenského pohlavi ve
skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST a od predominance divek u pediatrickych
GIST. V souladu s piedchozi studii rovnéz dalsi autofi doporucuji testovani zarodecnych 1
somatickych mutaci v genech SDH komplexuu KIT/PDGFRA nemutovanych GIST s IHC
negativni expresi proteinu SDHB, pfinejmensim v genech SDHA a SDHB (Pantaleo et al.,
2014; von Mehren, Joensuu 2018).

V dal$i studii autoti Boikos et al. (2016) definovali 3 molekuldrni podtypy pacientl
s KIT/PDGFRA nemutovanym GIST. Prvni skupinu tvotily GIST bez alteraci gentt SDH

komplexu. VSechny nadory z této skupiny mély pozitivni expresi proteinu SDHB. Dalsi
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dvé skupiny byly charakterizovany defektem v genech SDH komplexu. Jednu z téchto
skupin tvofili pacienti se somatickymi, nebo zarodecnymi mutacemi v genech SDH
komplexu. Ve druhé skupiné byla ve 22 % piipadl identifikovana metylace promotoru
genu SDHC. Metylace promotoru vramci epigenetického mechanizmu ovliviiovani
exprese genti vede k umléeni exprese genu SDHC (Giger et al.,, 2022). Pacienti
s hypermetylovanou oblasti promotoru genu SDHC vykazovali spole¢né charakteristiky. V
pievazné vétsing se jednalo o Zeny v mlad$im véku, s nadorem lokalizovanym v zaludku a
s Castou pfitomnosti metastaz (40 %) (Boikos et al., 2016). Hypermetylaci promotorové
oblasti genu SDHC se vénovali i dalsi studie (Haller et al., 2014; Killian et al., 2014; Lou
et al., 2020; Ricci et al., 2019). Autoti ve svych studiich zjistili pfitomnost metylace ve
skupiné¢ KIT/PDGFRA nemutovanych GIST s defektem v SDH komplexu, ale ne ve
skupinach bez defektu SDH komplexu, piipadn¢ KIT/PDGFRA mutovanych GIST.
Detekce piitomnosti metylace promotoru genu SDHC ma tedy kromé& diagnostického tcelu
dilezity terapeuticky vyznam. Pacienti s KI/T/PDGFRA nemutovanym GIST a
identifikovanou metylaci promotoru genu SDHC mohou v ramci personalizované terapie

profitovat z 1écby inhibitory DNA metyltransferaz (Ravegnini, Ricci, 2019).

5.4.3. Molekularni diagnostika v genech signalni drahy RAS/NF1

5.4.3.1. Mutace v genech KRAS, NRAS

Dalsi definovanou skupinou KI7/PDGFRA nemutovanych GIST je skupina bez defektu
geni SDH komplexu. Do této skupiny patii GIST s alteracemi v RAS signalni draze
(mutace v genech BRAF, NF1, KRAS, NRAS, HRAS). Geny KRAS a NRAS hraji zésadni
roli v patomechanizmu vzniku nékolika typti nadort. V nasi studii jsme v ramci komplexni
molekularni analyzy pacientti s GIST zavedli zjistovani mutaci v genech KRAS a NRAS

nasledné po zavedeni mutacni analyzy gentt KIT, PDGFRA, BRAF a SDH.

Autofi Miranda et al. (2012), ktefi vySetfovali mutacni stav genit KRAS a BRAF ve skupiné
KIT/PDGFRA mutovanych a rovnéZ nemutovanych GIST, u 5 % (3/60) detekovali mutace
v genu KRAS spoleéné¢ s KIT/PDGFRA mutacemi. Konkrétné¢ identifikovali mutaci
v kodonu 12 (p.G12D) a v kodonu 13 (p.G13D) genu KRAS. Navic v jednom piipadé
zjistili konkomitantni mutace v obou kodonech genu KRAS najednou, tj. p.G12A/G13D.
Kromé¢ toho u pacienti s mutacemi p.G12D a p.G12A/G13D soucasné¢ detekovali
pfitomnost mutaci vexonu 11 genu KI/7. U pacienta s mutaci p.G13D identifikovali

konkomitantni mutaci v exonu 18 genu PDGFRA (p.D842V).
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Naproti tomu, Lasota et al. (2013) analyzovali pfitomnost mutaci v genu KRAS ve skupiné
514 GIST. V zddném z vysetiovanych vzorkd mutace v genu KRAS nedetekovali. Na
zéklad¢ této analyzy jsou mutace v genu KRAS u pacienti s GIST ojedinélou genetickou
udalosti. Rovnéz Belinsky et al. (2009) zjistovali pfitomnost mutaci v genech HRAS,
KRAS a BRAF ve vsech vzorcich nadorti s mutacemi a bez mutaci v genech KIT/PDGFRA.
Mutace v genech KRAS nebo HRAS nezjistili ani v jednom piipadé. V jednom vzorku
detekovali mutaci p.V600E genu BRAF. Ojedinély vyskyt mutaci v genech ze skupiny RAS
u pacientt s GIST potvrzuje také studie autori Bombac et al. (2020). V jejich souboru 8
KIT/PDGFRA nemutovanych pacientil nebyla ani v jednom piipadé detekovana pifitomnost

mutace v genu KRAS.

Stejného vysledku bylo dosazeno i1 vnaSem souboru 40 KIT/PDGFRA/BRAF/SDH
nemutovanych pacientii. Ani u jednoho pacienta jsme neidentifikovali mutace v genech
KRAS ani NRAS. V souladu s udaji publikovanymi v recentni literatufe mizeme shrnout,
ze mutace v genech KRAS a NRAS nejsou v rozvoji GIST vyznamné, alesponi ne z hlediska
iniciace nadorového klonu. Pokud by se do budoucna prokézaly mutace v genech KRAS a
NRAS u nékterych GIST, je tfeba se soustiedit na korelaci s klinickymi projevy,

biologickymi vlastnostmi a dal§im profilem téchto GIST.

5.4.3.2. Mutace v genu NFI

Gen NFI (neurofibromin) koduje protein, ktery negativné reguluje rodinu RAS GTPaz ve
smyslu udrzovani téchto GTPaz v inaktivni formé, tj. RAS-GDP (Walker, Upadhyaya,
2018). Mutace v genu NFI vedou ke vzniku defektniho proteinu neurofibrominu a
nasledné vedou ke ztraté¢ jeho inhibi¢ni Glohy pfi aktivaci onkoproteinu RAS. Jedinci s
alteracemi v genu NFI maji vici bézné populaci 34-ndsobné riziko vzniku GIST (Wu et
al., 2021). GIST souvisejici s NF1 se 1isi od sporadickych GIST v né€kolika ohledech.
Velice Casty je multifokalni vyskyt nadorti, pfednostni lokalizace v tenkém stfevé a vyssi

frekvence vietenobunééné morfologie (Valencia, Saif, 2014).

V nasi studii jsme zjistili pfitomnost mutace v genu NF'/ u pacienta (2 % KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST pacientll) ve stiednim veéku s multifokdlnim vyskytem nadori, s
vyraznou expresi proteini CDI117 i DOGI1 a nepfitomnosti mutaci v genech KIT a
PDGFRA. S ohledem na multifokalni vyskyt nddorti u tohoto nemocného jsme molekularni
vysetieni mutacniho stavu vzorku nadoru (pfes stiedni veék pacienta) smérovali na detekci
defektti v genech SDH komplexu. Molekularni analyza zahrnujici i gen NFI prokazala

pifitomnost sestfihové varianty ¢.5206-2A>G v uvedeném genu souc€asné se ztratou genti
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SDHB, SDHAFI a exonu 4 genu SDHD. V souladu s naSim zjisténim autofi Belinsky et al.
(2015) detekovali hemizygotni frameshift mutaci v genu NF/ u 54 letého pacienta s GIST
(tenké stfevo) bez mutaci v genech KIT/PDGFRA/BRAF/SDH. Mimoto u pacienta zjistili
pritomnost frameshift mutace v genu MAX (MYC associated factor X). Studie uvedenych
autorti naznacuje, ze inaktivaéni mutace v genu NFI mohou byt onkogenetickym
mechanizmem této skupiny sporadickych GIST. Mutace v genu NFI detekovali rovnéz
autofi Astolfi et al. (2020). U 3 pacientl z 26 (11.5 %) detekovali inaktivaéni mutace genu
NF1. Autori se zaméiili na KIT/PDGFRA/SDH/RAS-P nemutované GIST. Kromé toho,
neobvykle vysoké procento (59 %) detekovanych patogennich mutaci v genu NFI u
»quadruple nemutovanych GIST (KIT/PDGFRA/BRAF/SDH) identifikovali ve své studii
autofi Gasparotto et al. (2017). Na zakladé jejich analyzy hraji mutace v genu NFI
vyznamnou roli v patogeneze KIT/PDGFRA/BRAF/SDH nemutovanych GIST. Navic
uvedené vysledky poukazuji na skutec¢nost, ze vyznamny podil sporadickych a ,,quadruple*
nemutovanych GIST jsou ve skutecnosti nediagnostikovani pacienti s mutaci NF/.
Z 1écebného hlediska je z diivodu nizké efektivity terapie pomoci IM v této skupiné GIST
doporuc¢enym terapeutikem SM (Y1d-Outinen et al., 2019). Autofi Fujimi et al. (2019)
navic prezentovali uspéSnou terapii prostfednictvim regorafenibu u pacienta s GIST

asociovanym s neurofibromatozou 1.

5.4.3.3. Mutace v genech AKTI, PIK3CA a ATR

Nasledné po analyze alteraci v genech BRAF, SDH a NFI u KIT/PDGFRA nemutovanych
GIST jsme se zaméfili na pfitomnost mutaci, pfipadné na aktivaci intracelularnich kinaz
v signalni draze PIK3/AKT. Mutace v genech AKTI, PIK3CA a ATR jsme analyzovali

ve vyse uvedeném souboru 40 pacienti.

Intracelularni kinaza AKTI1 je kliCovym c¢lenem jedné z nejCastéji aktivovanych drah
ovlivitujicich piezivani a proliferaci nddorovych bun¢k (Carpten et al., 2007). Recentné
naristd pocet studii, podle kterych somatickd mutace p.E17K hraje v rozvoji nadort
specifickou roli (Chen et al., 2020). Autoti Kim et al. (2008) analyzovali soubor 731
pacientli se SirSim spektrem nadorovych onemocnéni s ohledem na zjisténi pfitomnosti
mutace p.E17K. Krom¢ karcinomii prst, kolorektalnich karcinomii a néadorti ovarii
vySetiovali pfitomnost mutace rovnéz u nadort plic, zaludku, hepatocelularnich karcinomt
a u akutnich leukémii. Mimo odpovidajici oblast (kodon 17) v genu AKTI vysetiovali
danou lokalitu také v genech AKT2 a AKT3. Mutaci p.E17K v genu AKT1 zjistili ve 4.3 %
(4/93) karcinomu prsu. V ostatnich skupinach nadora v genech AKT1/2/3 nedetekovali
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z4ddnou mutaci. Rovnéz Bleeker et al. (2008) vysetiovali rozsahlou skupinu nadori
(karcinomy prsu, plic, ovarii, kolorektalni karcinomy, karcinomy pankreatu, melanomy a
glioblastomy) na pfitomnost substituce p.E17K v genu AKTI. Uvedena substituce byla
pfitomna pouze u karcinomu prsu (5.8 %), u kolorektalnich karcinomt (1 %), a u nadora
plic (0.6 %). Na pfitomnost mutace p.E17K u pacientli s GIST, s nadory prostaty,
malignimi meningeomy, hepatoblastomy, karcinomy jicnu, laryngu a urotelu se zaméfila
studie autort Eom et al. (2009). Mutaci p.E17K nedetekovali v zddném z uvedenych

onemocnéni.

V nasi studii jsme v jednom pfipad¢ (muz, 83 let) detekovali mutaci v kodonu 16 genu
AKTI (2 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST pacientll). Konkrétné se jednalo o
substituci aminokyseliny glycinu za kyselinu glutamovou (p.G16E). Ve shod¢ s mutaci
v kodonu 17 (p.E17K) je substituce p.G16E lokalizovana v PH doméné kinazy AKT]I,
kterda zodpovida za jeji konstitutivni aktivaci. Mutace p.E17K muze kromé uvedené
aktivacni funkce vést ke snizeni citlivosti nddorovych bunék k inhibitorim kindz. Z
klinického hlediska se na druhé stran¢ substituce p.E17K stava potencidlnim cilem pro
individualizovanou terapii pacienti (Carpten et al., 2007). Rovnéz autoifi Kozinova et al.
(2021) povazuji kindzu AKT za slibny terapeuticky cil. Na zaklad€¢ studii na GIST
bunécnych liniich a preklinickych modelech doporucuji v terapii GIST kombinaci

inhibitorta KIT 1 AKT.

U karcinomil prsu se krom¢ mutaci v genu AKT7 vyskytuji mutace v genu PIK3CA (40 %
invazivnich karcinomi prsu). Uvedené mutace se objevuji v Casnych stadiich vyvoje
tohoto nadoru. Pfitomnost mutaci, nebo zmén v signalni draze PI3K/AKT, ma kromé
patomechanizmu vzniku téchto nadori rovnéz vyznamny terapeuticko-indikac¢ni vyznam
(Starzynska et al., 2020). U mutaci v genu PIK3CA mUzeme vyuzit terapeutického zdsahu
inhibitory PI3K. U nadorG plic je klinicky uspésna kombinovand terapie inhibitory
aktivovanych PI3K a MAPK signélnich drah. V piehledné studii autora Ney et al. (2012)
sledovali vyskyt mutaci v genu PIK3CA v rozsdhlém spektru nadorti. Kromé karcinomui
prsu prezentuji pfitomnost mutaci uvedené¢ho genu napiiklad u kolorektalnich karcinomi (s
frekvenci 32 %), karcinom@ endometria (15 — 36 %), nebo u glioblastomi (5 — 26 %). U
GIST byly mutace v genu PIK3CA detekovany ve skupiné primarnich GIST velkych
rozmé&ra a metastatickych GIST. Autofi Lasota et al. (2016) analyzovali pfitomnost mutaci
v genu PIK3CA v souboru 529 pacientti s GIST. U 10 pacientii identifikovali mutace
v genu PIK3CA. V 9 ptipadech byla soucasné s mutaci v genu PIK3CA ptitomna mutace
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vgenu KIT. Navic vjednom vzorku nadoru autofi zaznamenali pfitomnost dvou
rozdilnych mutaci v genu PIK3CA. Haefliger et al. (2020) identifikovali pfitomnost mutace
v exonu 9 genu PIK3CA (p.M10431), kterd u GIST dosud jesté nebyla rozpoznana. Chen et
al. (2018b) prosttednictvim metody NGS analyzovali soubor 38 vzorkil na pfitomnost
mutaci ve 14 onkogenech. V 10 % (4 ptipady) zjistili pfitomnost mutaci v exonech 9 a 20
genu PIK3CA (p.E542K, p.E545K, a p.H1047Y). Aktivace mTOR signélni drdhy je
charakteristictéj$i pro PDGFRA mutované a KIT/PDGFRA nemutované GIST, nez pro KIT
mutované¢ GIST. Mutace v genu PIK3CA tak mohou hrat vyznamnou roli v patogeneze

KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.

Krom¢ aktivace GIST muze pfitomnost mutaci v genu PIK3CA zodpovidat za rezistenci na
inhibitory RTK. Dtvodem je jiz zminovand aktivace alternativni signalni drahy
PI3BK/AKT/mTOR. Molekularni analyza muta¢niho stavu genu PIK3CA tak miZe
identifikovat primarni a metastatické GIST s pfedpokladanym rozvojem rezistence
k inhibitorim RTK. Ptikladem je studie autorti Daniels et al. (2011), ktefi u pacienta s
GIST s mutaci v exonu 11 genu KI7T soucasné zjistili mutaci v genu PIK3CA (p.H1047L).
Na druhou stranu, analyza mutaci PIK3CA je v soucasnosti jednou z nejcastéjSich
onkologickych indikaci pro terapeutické ovlivnéni n€kolika onemocnéni. Identifikace
mutace v genu PIK3CA tedy umoziluje personalizovanou terapii pii selhani klasickych
1é¢ebnych postupti (Kaboli et al., 2021; Madsen et. al., 2018; Mateo et al., 2020). Z divodu
mozného terapeutického cile jsme mutacni stav genu PIK3CA analyzovali i v naSem
souboru KIT/PDGFRA/BRAF/SDH/NF I nemutovanych pacienti. Mutace jsme analyzovali
vexonech 9 a 20. Ani vjednom pfipadé¢ jsme pfitomnost patogenni a terapeuticky

postihnutelné varianty nezjistili.

Udrzovani stability genomu c¢éasteCné zavisi na nalezité regulaci odpovédi buiikky na
poskozeni DNA a na integrit¢ DNA reparacniho systému. Poskozeni tohoto velmi citlivého
systétmu miuze vést ke vzniku nadoru. Kli€ovou roli v rozpoznavani poskozené DNA
sehravaji 2 kinazy. Prvni kindzou je ATM (ataxia-telangiectasia mutated), druhou ATR
(ATM and Rad3-related). ATM je zapojena vyluéné do aktivace oprav dvouvldknovych
zlom (Liu et al., 2005). ATR je kindza naproti tomu zapojend do aktivace oprav
posSkozené DNA ionizacnim zafenim a UV zafenim. ATR se podle vSeho podili na
udrzovani stability fragilnich mist. Snizenim exprese ATR tedy dochazi ke zlomim
v téchto mistech (Liu et al., 2005). U GIST je pfitomnost mutaci v genu A7R vyjimecna a
je spojena s vyskytem u KIT/PDGFRA nemutovanych GIST (Shi et al., 2016).
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Na ptitomnost mutaci v genu ATR jsme se zaméfili i v naSem souboru KI/7/PDGFRA
nemutovanych pacientl. U jedné pacientky (81 let) jsme identifikovali substitu¢ni zdménu
v exonu 43 (2 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST pacientll). Uvedend substituce
nukleotidl vedla ke vzniku STOP kodonu TGA z ptivodniho STOP kodonu TAA. Nedoslo
tedy k zaméné¢ STOP kodonu za jinou aminokyselinu. Jednd se o synonymni mutaci,
pofadi AMK je tedy zachovano beze zmény. Na druhou stranu, je znamo, ze ackoliv
nedoslo ke zméné aminokyseliny, synonymni mutace jsou u nadort ¢lovéka Casto tzv.
fidicimi neboli hnacimi mutacemi (driver mutations), které¢ ovliviiuji vznik nddoru. Autofi
Supek et al. (2014) analyzovali vice nez 3.000 exomt asociovanych s nadory a rovnéz vice
nez 300 genomil. Ve své studii zjistili, ze synonymni mutace ptispivaji ke vzniku nadoru.
Molekularni mechanizmy, kterymi se synonymni mutace podileji na vzniku nédoru, jsou
rozdilné, nejCastéji jsou spojeny se zmeénami v sestithovych mistech. Na synonymni

mutace tedy musime nahlizet jako na alterace, které mohou souviset s rozvojem nadoru.

5.4.4. Fuze geniit NTRK a FGFR

Tteti molekularné definovanou skupinou K/7/PDGFRA nemutovanych GIST, bez alteraci
v genech SDH komplexu a RAS signalni drahy (RAS-P) jsou tzv. ,,quadruple nemutované

nadory charakterizované fuzemi NTRK, FGFR gent, piipadné mutacemi v téchto genech.

U nékolika hematologickych a solidnich nddori hraji pfestavby chromozomt nebo vzniklé
fazni transkripty vyznamnou roli v rozvoji nadorové transformace bunék. Krom¢ objasnéni
mechanizmu onkogenetické transformace bunék, poskytuje diagnostika piitomnosti fuze
geni nebo prestaveb chromozomi efektivni a i¢innou strategii v terapii téchto nadorovych
onemocnéni. Rodina genit NTRK, podobné jako jinych gent, je predmétem alteraci,
zahrnujicich 1 faze. Fluze zahrnujici proteiny zrodiny TRK podporuji nadorovou

transformaci navozenim konstitutivni bunécné proliferace a prezivani.

Utinnost inhibitortl fiaznich kinaz TRK byla prokazana u pacientii s NTRK piestavénymi
nadory (Kheder, Hong, 2018). Brenca et al. (2016) jako prvni detekovali pfitomnost
chimérického transkriptu ETV6::NTRK3 u 5 pacienti s GIST (bez mutaci v genech KIT,
PDGFRA, RAS drahy a defekti SDH komplexu). Skupiné GIST bez mutaci v genech
KIT/PDGFRA/RAS se vénovali rovnéz autoii Shi et al. (2016). Na zakladé¢ metody
genového profilovani (CGP, comprehensive genomic profilig) mutovanych a
nemutovanych GIST autofi zjistili ¢astéjsi pritomnost mutaci v 7 genech (ARIDIB, ATR,
FGFRI, LTK, SUFU, PARK2 a ZNF217). U dvou pacientii byly zjistény fuze genu
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FGFRI, konkrétn¢ FGFRI::HOOK3 (FGFR1 intron 17 - HOOK3 intron 4) a
FGFRI::TACCI (FGFRI intron 17 - TACCI intron 6). U jednoho pacienta byla
identifikovana fuze ETV6::NTRK3, ktera byla senzitivni na terapii inhibitorem TRK.
Analyza muta¢niho stavu, nebo expresniho profilu KIT7/PDGFRA/RAS/SDH nemutovanych
GIST (tzv. ,,quadruple”) byla provedena i ve studii Nannini et al. (2014). Dulezitym
poznatkem bylo zjisténi, Zze skupina ,quadruple nemutovanych GIST vyrazné
exprimovala onkogeny ERG a NTRK?2. Profilovani alteraci novych gent (napi. ze skupiny
NTRK nebo FGFR) u KIT/PDGFRA nemutovanych GIST poméha tedy objasnit zmény
vedouci k transformaci bun¢k podobné jako je tomu u KI7/PDGFRA mutovanych GIST
(Cao et al.,, 2022). Navic méa identifikace téchto alteraci vyznamny dopad v ramci
personalizované 1é¢by (terapeutické ovlivnéni v ramci precizni onkologie) (Zito Marino et

al., 2020).

V ramci na$i studie jsme ptitomnost fuzniho transkriptu E7V6::NTRK3 nedetekovali. U
jednoho vzorku jsme provedli vySetfeni piitomnosti fizniho transkriptu ETV6::NTRK3
prostiednictvim metody NGS (panel Fusion Plex Lung Kit V2). Analyza dat ziskanych
prostiednictvim NGS piitomnost fuzniho transkriptu E7V6::NTRK3 v uvedeném vzorku
nepotvrdila. Rovnéz vnasem souboru KIT/PDGFRA nemutovanych GIST nebyla
detekovana piitomnost fizniho transkriptu FGFRI::TACCI.

5.5. Expresni analyza proliferace a senescence

Progrese onemocnéni ma zasadni dopad na klinicky stav a kvalitu zivota pacientl.
Stanoveni biologického rizika a urceni agresivniho chovani je zdkladnim parametrem pii
diagnostickém vySetfeni. ZjiSténi prognostického rizika ma nasledné vyrazny dopad na
planovani 1écby. U GIST, stejné tak jako u jinych nadorovych onemocnéni, se setkavame
s n¢kolika klasifika¢nimi systémy. Spektrum biologického rizika GIST je Siroké. Zahrnuje
nadory benigni, nadory s nejasnym biologickym potencidlem a rovnéz nadory zietelné
maligni, s vysokym rizikem progrese (Miettinen et al., 2002). OvSem i benigni nadory
mensich rozmérd (méné nez 2 cm) mohou metastdzovat a vykazovat znaky agresivniho
chovani. Proto 1 tyto nadory musi byt disledné vyhodnocovany. Faktory, které by mély byt
dale zohlednény, zahrnuji také klinické aspekty (ve€k, pohlavi, velikost nadoru, vyskyt
syndromt) a radiologické znaky. Molekularni heterogenita GIST je rovnéZz vyraznd, a
proto se setkavdme se snahou identifikovat nové biologické prognostické faktory (Greco et
al., 2018). Nejvétsi pozornost se soustfed’'uje na stanoveni proliferacni aktivity, pfipadné

stanoveni markert ovlivitujicich bunéény cyklus, piezivani nebo apoptdzu bunek.
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S ohledem na vyznam stanoveni proliferacni aktivity GIST v sou¢asné WHO klasifikaci
téchto nadort — cilené pocitani mit6z v histopatologickém ndlezu, jsme se snazili obohatit
moznosti diagnostického piistupu s vyuzitim molekuldrni analyzy gent zapojenych
v regulaci bunécného cyklu a aktivity enzymu podporujiciho piezivani bun¢k (WHO,

2020).

V nasi studii jsme se proto zaméfili na stanoveni expresnich hladin mRNA vybranych, ndm
dostupnych molekularnich proliferacnich markerti a telomerdzové podjednotky hTERT
pomoci kvantitativni PCR v redlném case. (RQ RT PCR). Nasim cilem byla snaha
objektivné, pomoci vysoce citlivé a reprodukovatelné metody, urcit proliferacni aktivitu
GIST a stim spojeny ruzny stupenl rizika agresivnéjSiho chovéni. Proliferacni aktivitu
GIST jsme stanovovali ve srovnani s jinymi nddory. Kontrolni skupinou byl vysoce
proliferacné aktivni Burkittiv lymfom a leiomyosarkomy rtzného gradu. Pro urceni
biologického rizika jsme zjiStovali expresi proliferaénich markertt a hTERT ve skupiné
histopatologicky posouzenych benignich a malignich GIST. RovnéZz jsme analyzovali
expresni hladiny mRNA uvedenych molekularnich markert ve vztahu k ptezivani pacient

(EFS a OS) na zaklad¢ kiivek preziti.

Kvantitativni RT PCR vredlném case je cCasto pouzivanou metodou analyzovani
expresniho profilu urcitych nadort pro diagnostické, vyzkumné, prognostické, ptipadné
terapeutické ucely. Metoda absolutni kvantifikace v redlném case umoziuje stanoveni
koncentrace, nebo piesné¢ho poctu kopii analyzovaného molekuldrniho markeru po
normalizaci k hladindm tzv. housekeeping genu. Hladiny mRNA proliferacnich markert
Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerazové podjednotky hTERT jsme v nasem piipadé
normalizovali k hladinim mRNA housekeeping genu ABL. Vhodny referen¢ni gen musi
byt stabiln¢ exprimovany ve tkdnich a nesmi byt ovlivnén biologickymi nebo
experimentalnimi podminkami. Typicky referen¢ni gen ma regulovat zakladni bunécné
funkce. Cilovy gen je amplifikovany spole¢né sreferencnim genem za ucelem
minimalizovani experimentalnich rozdila tykajicich se Uc€innosti enzyml pro reverzni

transkripci, uc¢innosti PCR reakce a mnozstvi vstupniho materialu (Fassunke et al., 2010).

5.5.1. Proliferacni marker Ki-67

Protein oznaCovany jako Ki-67 je nejpouzivanéjSim markerem pro stanoveni
prolifera¢niho indexu pomoci ITHC prikazu jeho exprese u Sirokého spektra nadort.

Proliferacni marker Ki-67 se vyskytuje v jadrech vSech bun¢k v prubéhu GI1, S, G2 a M
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faze bunétného cyklu. Stanoveni Ki-67 indexu slouzi jednak k diagnostickym ucelim,
k uréeni prognézy, a jednak byla prokazana jeho prediktivni hodnota. V nékterych studiich
byla exprese Ki-67 indikatorem ptiznivé prognozy, v jinych indikuje neptiznivou prognoézu
(Shi et al., 2020). Velké studie zabyvajici se prognostickou hodnotu exprese Ki-67,
potvrzuji souvislost vyssi exprese Ki-67 a horS§i prognoézy u néadorG Zluéniku (5147
pacientll), naddord prostaty (5419 pacientli), nebo rendlniho karcinomu (5398 pacienti)
(Berlin et al., 2017; Tian et al., 2016). Krvaceni v ramci GIT a vysoky index proteinové
exprese Ki-67 uvadi jako neptiznivy prognosticky faktor u GIST rovnéz autorsky kolektiv
Zhang, Liu (2020). Autofi ve své studii doporucuji, aby se pro objektivizaci biologického
rizika GIST do diagnostického vySetiovani zaclenily dal$i prognostické faktory. Jednim
z faktort, ktery autofi uvadéji je mutacni stav gentt KIT a PDGFRA. Autoii dale
doporucuji zohlednit i mutacni stav KI7/PDGFRA nemutovanych GIST (SDH deficientni
pacienti). Na potfebu zahrnuti mutacniho stavu do prognostického systému jako jednoho
z vyznamnych biologickych faktori poukazuji rovnéz Rutkowski et al. (2021). Ve velkych
studiich ma ovSem samotné [HC stanoveni Ki-67 indexu nadéale vyznamnou prognostickou
hodnotu (Shi et al., 2020). K akumulaci proteinu Ki-67 dochazi pouze v prubéhu faze S,
G2 a M bunééného cyklu. K degradaci dochéazi kontinualné ve fazich G1 a GO0, bez ohledu
na pri¢inu vstupu do GO faze (faze klidu). Nasledkem toho jsou hladiny Ki-67 v prib&hu
GO a G1 v jednotlivych bunikach vysoce heterogenni. Hodnoty Ki-67 tak zavisi na Case,
ktery dana bunika stravi v GO fazi. Ki-67 je tedy vice stupiiovym nez binarnim markerem
progrese bunéénym cyklem a ¢asem, kdy buiika vstoupi do GO faze (Miller et al., 2018).
Pro plynuly ptfechod jednotlivymi fazemi bunécného cyklu je tedy pozadovana regulovana
exprese a kontrolovana degradace Ki-67 (Sobecki et al., 2017). Autoii Zhou et al. (2017)
povazuji Ki-67 za vhodny marker pro odhad ¢i uréeni maligniho chovani GIST. Vysledky
vyzkumu autorského tymu Sobecki et al. (2016) poukazuji na odliSnou skute¢nost. Ve své
studii identifikovali hlavni funkci proliferaéniho markeru Ki-67, kterou je kontrola
organizace heterochromatinu. Organizace heterochromatinu prostfednictvim Ki-67
neinterferuje s vyvojem bunécného cyklu ani s bunécnou proliferaci. Ki-67 v tomto sméru

pravdépodobné ptispiva k prestavbé genové exprese (Sobecki et al., 2016).

Statisticka analyza vysledki nasi studie potvrzuje uzkou korelaci mezi vysSi expresi
normalizovanych hladin mRNA prolifera¢niho markeru Ki-67 a malignim chovanim GIST
(p>0.0001). Rovnéz jsme zjistili vyssi expresni hladiny mRNA Ki-67 (p<0.0001) u
Burkittova lymfomu, charakterizovaného vysokou prolifera¢ni aktivitou (nad 90 %).

V neposledni fad¢, vyssi mRNA hladiny primérnych hodnot Ki-67 mély prokazatelnou
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souvislost se zkracenou dobou do recidivy nddoru. Konkrétné jsme detekovali asociaci
vy$Sich hladin mRNA Ki-67 s krat§Sim celkovym piezivanim (p<0.0304) a progresi
onemocnéni (p<0.0121). Stanoveni expresnich hladin mRNA prolifera¢niho markeru Ki-
67 pomoci vysoce citlivé metody absolutni kvantifikace tak mize ptispét k objektivnimu
ur¢eni proliferaéni aktivity nadoru, maligniho potencidlu GIST a rovnéz k stanoveni délky
pfezivani do progrese, piipadné celkového pirezivani (Kalfusova et al., 2016). Naproti
tomu, Soziitek et al. (2014) nezjistili vyznamnou korelaci mezi hodnotami Ki-67 u
pacientli v Casnych a pokrocilych stadiich GIST. Na druhou stranu, spolecné s dalSimi
autory, potvrzuji korelaci Ki-67 s mitotickym indexem, ktery md u GIST vyrazny
prognosticky vyznam (Kadado et al., 2022; Soziitek et al., 2014; Zhao et al., 2014).

5.5.2. Proliferacni marker TPX2

Proliferacni marker TPX2 je dllezitym proteinem v ramci sestavovani mitotického
vieténka a plni tak vyznamnou roli béhem mit6zy. Nadmérna exprese TPX2 (mRNA nebo
proteinu) je markerem hor$i prognézy u mnoha typi nadort - nddortt mozku, karcinomu
prsu, kolorektalnich karcinomd, nadorti plic, ale rovnéz tak meningeomu, lymfomi
z bun¢k plasté a u mezoteliomti (Brizova et al., 2010; Pérez de Castro, Malumbres, 2012).
Autofi Zou et al. (2018a) urcovali roli markeru TPX2 u karcinomu prostaty. Ve své studii
identifikovali zvySenou expresi TPX2 v nadorovych buinikdch v porovnanim s benigni,
nenadorovou tkani prostaty. Autofi navic zjistili souvislost zvySené exprese TPX2 s
akceleraci proliferace a schopnosti invaze a migrace bun€k karcinomu prostaty. ZvySena
exprese TPX2 rovnéz korelovala s TNM stadiem, metastazami a s hor$i prognézou u
karcinomu zluCovych cest a zlu¢niku a u ovarialniho karcinomu (Ma et al., 2018; Zou et

al., 2018b; Yan et al., 2013).

V nasi studii jsme zjistili, Ze mRNA hladiny prolifera¢niho markeru TPX2 jsou asociovany
s proliferacni aktivitou GIST a rovnéz sjejich biologickym potencidlem ve vztahu
k progresi onemocnéni a nepiiznivé progndze. Potvrdili jsme statisticky vyznamnou
korelaci vysSich hladin mRNA markeru TPX2 a vysoce proliferacné aktivnich nadort
(»>0.0001). Navic, vyssi hladiny exprese mRNA TPX2 markeru byly signifikantné
spojeny s malignim biologickym chovanim GIST (p>0.0001). Rovnéz jsme detekovali
souvislost vysSich hladin mRNA TPX2 a krat$im celkovym pfezivanim i hor$i prognézou
(EFS p>0.0003, OS p>0.0030 pii hodnotich priméru a EFS p>0.0311 pii hodnotich
medianu) (Kalfusova et al., 2016).
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5.5.3. Proliferacni marker TOP2A

Topoizomeraza 2A (TOP2A) je enzym, ktery katalyzuje uvolilovani nadobratek vinuti
vlaken DNA v procesu jeji replikace. Aktivita enzymu TOP2A tedy koreluje s délenim
buniky. Hladiny TOP2A se méni v prubéhu bunéného cyklu. Do pozdni S faze jsou
nedetekovatelné, nasledné naristaji s maximem v G2/M faze cyklu (dvou az trojnasobny
nartist). Dokoncenim mit6ézy dochézi ke snizeni hladin TOP2A (Panvichian et al., 2015).
Vyznamné vyss§i expresni hladiny TOP2A identifikujeme u bunék proliferacné aktivnich,
na rozdil od populace klidovych bun¢k. Enzym TOP2A je tedy povazovany za specificky
marker bunééné proliferace a ma dilezitou roli u malignich nddord (Chen et al., 2015).
Klinicky vyznam stanoveni exprese TOP2A mimo jiné spo¢iva v moznosti terapeutického
ovlivnéni nekterych hematologickych i solidnich nadorovych onemocnéni (Matias-Barrios
et al., 2021). TOP2A je totiz cilovym markerem pro protinadorovéa 1éCiva ze skupiny
inhibitordi TOP2A. Navic ma zvySena exprese TOP2A u hepatoceluldrniho karcinomu
(HCC) prognosticky vyznam. Konkrétn¢ je nadmérna exprese TOP2A u HCC spojena

zkracenym piezitim pacientt (Cai et al., 2020; Meng et al., 2022).

V nasi studii jsme potvrdili souvislost vyssi exprese TOP2A s vysokym proliferacnim
indexem nadoru (Burkittiv lymfom vs. GIST a leiomyosarkmomy, p>0.001). Na rozdil od
potvrzeného vzajemného vztahu exprese TOP2A a proliferace nadoru jsme nezjistili
asociaci vysSich hladin mRNA TOP2A a agresivnéjSim chovanim GIST — maligni versus
benigni GIST, (p>0.1910). RovnéZz jsme nedetekovali souvislost mezi vyssimi hladinami
TOP2A a dobou ptezivani pacientii s GIST (pfi hodnotach rozdélenych podle priméru:
EFS p>0.3435, OS p>0.4040 a pfi hodnotach mediani: EFS p>0.3065, OS p>0.4401).
Vysledky nasi studie vSak nejsou piekvapivé ve svétle studie autori Stacey et al. (2000).
Autofi pomoci ¢asosbérnych studii sledovali expresi TOP2A v pribéhu bunééného cyklu.
Z vysledkt jejich studie vyplyva, ze exprese TOP2A je v nadorovych buitkach méné
zéavisla na proliferacnim stavu nadorovych bunék. Buiky, které ziistavaji zivotaschopné,
ale jsou docasné vyfazeny z aktivniho bunééného cyklu, jsou totiz schopny stat se
dominantnimi a produkovat vyssi hladiny TOP2A. Vysvétleni mize podporovat fakt, ze
pomalu rostouci bunky aktivné neproliferuji. Z tohoto pohledu, skupiny GIST s nizkym a
vysokym rizikem mohou byt z velké ¢asti tvofeny pomalu rostoucimi bunikami. Nasledné
statistick¢é rozdily expresnich hladin mRNA TOP2A mezi benignimi a malignimi GIST

nejsou podle naSeho zjisténi tak vyznamné jako je tomu u expresnich hladin Ki-67, TPX2 a
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hTERT. Na rozdil od naSich vysledki studie jinych autorskych kolektivl zjistili, Ze vySsi
hladiny exprese TOP2A jsou vyznamné spojeny se skupinou GIST vyssiho rizika (Bertucci
et al., 2012, Nowak et al., 2022).

5.5.4. Marker senescence hTERT

Telomeraza je RNA-dependentni DNA polymeraza, ktera prodluzuje 5"TTAGGG-3 konce
DNA (Sakurai et al., 1998). Krom¢ udrzovani délky telomer bylo v procesu onkogeneze
zjisténo nékolik dalSich funkci podjednotky hTERT. Ektopicka exprese podjednotky
hTERT miuze navodit maligni transformaci bun¢k nezavisle na délce telomér. Telomeraza
a podjednotky hTERT mohou rovnéz chranit nadorové builkky pifed apoptdzou.
V neposledni fade je zvySena exprese podjednotky hTERT spojend s pokrocilym stadiem
onemocnéni a s nepiiznivou prognozou u riiznych typt nadort (Liu et al., 2016). Piblizné
85 — 90 % nadorii ma zvySenou aktivitu telomerdzy a expresi katalytické podjednotky
hTERT. Exprese a funkce genu TERT je regulovdna pomoci rozdilnych molekularnich
mechanizmii (Ledo et al., 2018). Dominantnim mechanizmem regulace telomerazové
aktivity je transkripce hTERT. Mutace v promotoru genu 7ERT a chromozomadlni
pfestavby hraji rovnéZ roli v aktivaci telomerazy v nddorovych buiikach (Ramlee et al.,
2016). Somatické mutace v promotoru genu TERT jsou nejcastéji lokalizované v pozicich
c.-124bp odpovidajici zdméné p.C228T, a c.-146 bp odpovidajici p.C250T (Hannen,
Bartsch, 2018). Detekce téchto mutaci umoziuje identifikovat biomarkery pro stanoveni
diagndzy a prognozy u rtiznych typti nddorti. Mutace v promotoru genu TERT byly zjistény
u vice nez 60 typi nadoru. Nejcastéji jsou uvedené mutace pritomny u hepatocelularniho
karcinomu, glioblastomu, karcinomu mocového méchyie a u melanomu (Ramlee et al.,
2016). Pfitomnost mutaci v uvedené promotorové oblasti genu 7ERT u GIST byla zjiSténa
ptiblizné v 4 %. Campanella et al. (2015) nezjistili Zddnou vyznamnou asociaci mezi
mutacemi v promotoru genu 7ERT a klinicko-patologickymi znaky pacientli. Recentné¢,
Gong et al. (2021) prezentuji schopnost hTERT spolupracovat s transkripénimi faktory a
nasledné ovliviiovat proliferaci a migraci nadorovych bunék u kolorektalniho karcinomu.
Potlaceni exprese hTERT se tak stavd, rovnéz jako u proliferacnich markert, slibnym
nastrojem na blokaci proliferace a migrace nadorovych bun¢k (Kong et al., 2015;
Maggisano et al., 2017). UrCeni aktivity exprese katalytické podjednotky hTERT u GIST
se vénovala studie autor Giinther et al. (2000). Autofi méfili expresi ve vzorcich
primarnich nadori, ale rovnéz ve vzorcich metastaz a recidivujicich GIST. Kontrolnimi

skupinami byly vzorky leiomyosarkomi a malignich nadort perifernich nervovych
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pochev. Zvysenou aktivitu hTERT autofi detekovali u malignich GIST ve srovnani

s benignimi GIST.

V nasi studii jsme rovnéz detekovali zvySenou expresi hTERT ve skupiné GIST maligniho
rizika vic€i benigni skupiné (p>0.001). Pii sledovani prolifera¢ni aktivity jsme stejné tak
zjistili vy$$i expresi hTERT u vysoce proliferacn¢ aktivnich Burkittovych lymfomu
(»>0.001) vici skupindm GIST a leiomyosarkomim. Mimoto jsme prokézali statisticky
vyznamné zkraceni doby prezivani pacientl s GIST pii hodnotach exprese mRNA hTERT
vyssich nez medidn stanovenych pocti kopii (p>0.0106). Stanoveni expresnich hladin
mRNA telomerdzové podjednotky hTERT se tak muZze stdt uc¢innym biomarkerem
bunécného prezivani a pokrocilého stadia onemocnéni v ramci komplexni diagnostiky

GIST (Kalfusova et al., 2016).
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6. ZAVER

V poslednich dvou desetiletich molekularni patologie vyznamné piispéla ke zlepSeni a
porozuméni mechanizmu vzniku a rozvoje GIST. Zjisténi mechanizmu funkce tyrozin
kinazovych receptorti a dalSich regulac¢nich proteini a identifikace jejich molekularnich
zmén (mutace v genech KIT, PDGFRA, BRAF, NF1, SDH komplexu, ETV6::NTRK3 a
dalSich) jako terapeutickych cilli zasadn¢ zménilo 1écebné piistupy a pfineslo u vétSiny
pacientt s GIST zlepSeni v prodlouZeni kvality a délky Zivota. Muta¢ni analyza u GIST ma
zéasadni prediktivni a terapeuticky dopad u kazdého nemocného. Identifikace pfi¢in vzniku
sekundarni rezistence na podavané inhibitory RTK, prikaz intranddorové nebo
internddorové heterogenity sekundarnich mutaci a pochopeni jejich mechanizmt poskytuje
moznost alternativnich zmén 1écby ve smyslu novych terapeutickych strategii nebo cila.
Volba inhibitortt II. a III. generace, kombinace s dalSimi inhibitory, pfipadné
s imunoterapii se stava soucasti terapeutické rozvahy v 1é¢bé GIST. Prikaz molekuldrnich
alteraci ve skupiné GIST s KIT/PDGFRA nemutovanymi geny (mutace v genech BRAF,
NF1, AKTI, ATR, defekty v genech komplexu SDH) v na$i studii umoznil ¢astecné

pochopeni mechanizmu vzniku téchto podskupin GIST a volbu personalizované terapie.

Recentni publika¢ni vystupy a studie potvrzuji prognosticky vyznam nami analyzovanych
proliferacnich markerit Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerazové podjednotky hTERT.
Vysledky kvantitativni analyzy (RQ RT PCR) proliferacnich markera Ki-67, TPX2,
TOP2A a telomerazové podjednotky hTERT méfenych prostiednictvim mRNA hladin,
poukazuji na vhodnost vyuzivani této metodiky pro diagnostické a prognostické ucely
(zlepSeni stanoveni prognostického rizika). Potvrdili jsme rovnéZz korelaci expresnich
hladin mRNA molekularnich markeri Ki-67, TPX2 a podjednotky hTERT s morfologicky

definovanymi skupinami benignich a malignich GIST.

Geneticka skala GIST se v pribéhu let vyzkumu ukazuje jako zna¢né heterogenni. Nekteré
genetické zmény jsou Casté, jiné raritni, ale vSechny ukazuji na komplexni rozvoj a piiciny
piipadné progrese téchto nadort. Ocekavame, ze moderni diagnostické pfistupy
v molekuldrni analyze pomohou identifikovat patogenetické cesty rozvoje GIST v dalSich
letech. Zaroven hlubsi a detailng&j$i pochopeni molekularnich mechanizmt, které navozuji
vznik GIST a jeho progresi mohou zlepsit stanoveni biologického rizika onemocnéni a

mohou piispét k volb¢ individualizované terapie.
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7. SHRNUTI

Ve studii jsme po molekularni strance komplexné vysSetiili 334 vzork od 289 pacientt
s GIST. Vzhledem k rozsahlému souboru pacientii jsme mohli potvrdit a po statistické
strdnce ov¢rit variabilitu a lokalizaci primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA. Pro
rychly skrining priméarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA jsme zavedli metodu analyzy
ktivek tani (HRM). Pro detekci aktivaéni mutace VO60OE v genu BRAF jsme zavedli
alelové specifickou PCR. V tzké spolupraci s Onkologickou klinikou 2. LF UK a FN
Motol a jejim zaméfenim na cilenou terapii pacienti s GIST a s tim souvisejicim
operacnim provozem jsme u 16 pacientii méli moznost detekovat ptitomnost sekundéarnich
mutaci (oziejmit sekundarni rezistenci na terapii) a identifikovat jejich intranaddorovou i
internddorovou heterogenitu. V soucasné dobé, po vycerpani dostupné cilené terapie, na
zéklad¢ indikace od onkologa, vySetfujeme pacientskou DNA a RNA prostifednictvim
metody NGS, pomoci které vyhleddvame mozné terapeutické varianty. Recentni
vyhledavani terapeutickych variant, respektive vySetfeni exprese prediktivnich markert, je

vyraznym molekuldrn& — genetickym pifinosem v ramci personalizované mediciny.

V uvedeném souboru pacienti jsme navic méli moznost identifikovat podskupiny
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST s mutacemi v genech BRAF, NF1, defekty v genech
SDH komplexu, ptipadné variantami v genech AKTI a ATR. Potvrdili jsme heterogenitu
podskupin KIT a PDGFRA nemutovanych GIST. Pacienti s alteracemi v jinych genech nez
KIT a PDGFRA mohou profitovat z cilené inhibice. Kromé toho, GIST s mutacemi v genu
NF1 ptipadné¢ defekty v SDH komplexu jsou Casto soucasti syndromill s navaznosti na

genetické poradenstvi.

Pro objektivni zhodnoceni biologického rizika jsme v naSi studii analyzovali expresni
hladiny mRNA markert proliferace a senescence. Rovnéz jsme se zaméfili na urceni
prognézy onemocnéni GIST na zakladé expresnich hladin vybranych markerti bunééné

proliferace ve vztahu k piezivani do progrese a celkovému ptezivani.
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7. SUMMARY

In our study, we examined 334 samples from 289 patients with GIST with a
comprehensive molecular investigation. Due to such an extensive set of patients we
confirmed and statistically verified the variability and localization of primary mutations in
the KIT and PDGFRA genes. We introduced a melting curve analysis method for rapid
screening of primary mutations in the K/7 and PDGFRA genes. We introduced allele-
specific PCR to detect the V600E activating mutation in the BRAF gene. In close
cooperation with Department of Oncology, 2nd Medical Faculty, Charles University and
University Hospital Motol and its focus on the targeted therapy of patients with GIST and
related surgery, we had an opportunity to identify secondary mutations in 16 patients (also
clarify secondary resistance to treatment) and their intratumoral and intertumoral
heterogeneity. Currently, after the failure of available targeted therapy, based on the
request from the oncologist, we examine the patient's DNA and RNA using the NGS
method, with a purpose to look for possible therapeutic variants. The recent search for
therapeutic variants or the examination of the expression of predictive markers is a

significant molecular-genetic contribution within the framework of personalized medicine.

In investigated group of patients in this study we also had the opportunity to identify
subgroups of KIT/PDGFRA non-mutated GISTs with mutations in the BRAF, NFI genes,
defects in the SDH complex genes, or variants in the AK7/ and ATR genes. We confirmed
the heterogeneity of KI7 and PDGFRA subsets of non-mutated GISTs. Patients with gene
alterations other than K/7 and PDGFRA may benefit from targeted inhibition. In addition,
GISTs with mutations in the NF'/ gene or defects in the SDH complex are often an integral

part of syndromes requiring genetic counseling.

To assess the biological risk objectively, we analysed the expression levels of mRNA
markers of proliferation and senescence in our study. We also focused on determining the
prognosis of GIST based on the expression levels of these markers in relation to survival to

progression and overall survival.

116



8. REFERENCE

1. Agaimy, A., Terracciano, L. M., Dirnhofer, S., Tornillo, L., Foerster, A., Hartmann, A.,
& Bihl, M. P. (2009). V60OE BRAF mutations are alternative early molecular events in a
subset of KIT/PDGFRA wild-type gastrointestinal stromal tumours. Journal of clinical
pathology, 62(7), 613—616. https://doi.org/10.1136/jcp.2009.064550

2. Agaram, N. P., Laquaglia, M. P., Ustun, B., Guo, T., Wong, G. C., Socci, N. D., Maki,
R. G., DeMatteo, R. P., Besmer, P., & Antonescu, C. R. (2008a). Molecular
characterization of pediatric gastrointestinal stromal tumors. Clinical cancer resarch : an
official journal of the American Association for Cancer Research, 14(10), 3204-3215.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-07-1984

3. Agaram, N. P., Wong, G. C., Guo, T., Maki, R. G., Singer, S., Dematteo, R. P., Besmer,
P., & Antonescu, C. R. (2008b). Novel V60OE BRAF mutations in imatinib-naive and
imatinib-resistant gastrointestinal stromal tumors. Genes, chromosomes & cancer, 47(10),

853—859. https://doi.org/10.1002/gcc.20589

4. Ali, S., & Ali, S. (2007). Role of c-kit/SCF in cause and treatment of gastrointestinal
stromal tumors (GIST). Gene, 401(1-2), 38—45. https://doi.org/10.1016/j.gene.2007.06.017

5. Alkhuziem, M., Burgoyne, A. M., Fanta, P. T., Tang, C. M., & Sicklick, J. K. (2017).
The Call of "The Wild"-Type GIST: It's Time for Domestication. Journal of the National
Comprehensive Cancer Netwrk : JNCCN, 15(5), 551-554.
https://doi.org/10.6004/jnccn.2017.0057

6. Al-Share, B., Alloghbi, A., Al Hallak, M. N., Uddin, H., Azmi, A., Mohammad, R. M.,
Kim, S. H., Shields, A. F., & Philip, P. A. (2021). Gastrointestinal stromal tumor: a review
of current and emerging therapies. Cancer metastasis reviews, 40(2), 625-641.

https://doi.org/10.1007/s10555-021-09961-7

7. An, X., Xu, F., Luo, R., Zheng, Q., Lu, J., Yang, Y., Qin, T., Yuan, Z., Shi, Y., Jiang,
W., & Wang, S. (2018). The prognostic significance of topoisomerase II alpha protein in
early stage luminal breast cancer. BMC cancer, 18(1), 331. https://doi.org/10.1186/s12885-
018-4170-7

8. Antonescu, C. R., Sommer, G., Sarran, L., Tschernyavsky, S. J., Riedel, E., Woodruff, J.
M., Robson, M., Maki, R., Brennan, M. F., Ladanyi, M., DeMatteo, R. P., & Besmer, P.

117


https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-07-1984
https://doi.org/10.1002/gcc.20589
https://doi.org/10.1016/j.gene.2007.06.017
https://doi.org/10.6004/jnccn.2017.0057
https://doi.org/10.1007/s10555-021-09961-7
https://doi.org/10.1186/s12885-018-4170-7
https://doi.org/10.1186/s12885-018-4170-7

(2003). Association of KIT exon 9 mutations with nongastric primary site and aggressive
behavior: KIT mutation analysis and clinical correlates of 120 gastrointestinal stromal
tumors. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for

Cancer Research, 9(9), 3329-3337.

9. Antonescu, C. R., Besmer, P., Guo, T., Arkun, K., Hom, G., Koryotowski, B., Leversha,
M. A., Jeffrey, P. D., Desantis, D., Singer, S., Brennan, M. F., Maki, R. G., & DeMatteo,
R. P. (2005). Acquired resistance to imatinib in gastrointestinal stromal tumor occurs
through secondary gene mutation. Clinical cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research, 11(11), 4182—4190.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-2245

10. Antonescu C. R. (2008). Targeted therapy of cancer: new roles for pathologists in
identifying GISTs and other sarcomas. Modern pathology : an official journal of the
United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, 21 Suppl 2, S31-S36.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2008.9

11. Antonescu C. R. (2011). The GIST paradigm: lessons for other kinase-driven cancers.
The Journal of pathology, 223(2), 251-261. https://doi.org/10.1002/path.2798

12. Antonescu, C. R., Romeo, S., Zhang, L., Nafa, K., Hornick, J. L., Nielsen, G. P., Mino-
Kenudson, M., Huang, H. Y., Mosquera, J. M., Dei Tos, P. A., & Fletcher, C. D. (2013).
Dedifferentiation in gastrointestinal stromal tumor to an anaplastic KIT-negative
phenotype: a diagnostic pitfall: morphologic and molecular characterization of 8 cases

occurring either de novo or after imatinib therapy. The American journal of surgical

pathology, 37(3), 385-392. https://doi.org/10.1097/PAS.0b013¢31826¢1761

13. Astolfi, A., Pantaleo, M. A., Indio, V., Urbini, M., & Nannini, M. (2020). The
Emerging Role of the FGF/FGFR Pathway in Gastrointestinal Stromal Tumor.

International Jjournal of molecular sciences, 21(9), 3313.

https://doi.org/10.3390/ijms21093313

14. Bachet, J. B., Tabone-Eglinger, S., Dessaux, S., Besse, A., Brahimi-Adouane, S.,
Emile, J. F., Blay, J. Y., & Alberti, L. (2013). Gene expression patterns of hemizygous and
heterozygous KIT mutations suggest distinct oncogenic pathways: a study in NIH3T3 cell
lines and GIST samples. PloS one, §(4), e61103. https://doi.org/10.1371/journal.pone.
0061103

118


https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-04-2245
https://doi.org/10.1371/journal.pone

15. Barcelos, D., Neto, R.A., Cardili, L. et al. (2018). KIT exon 11 and PDGFRA exon 18
gene mutations in gastric GIST: proposal of a short panel for predicting therapeutic

response. Surg Exp Patholl, 8. https://doi.org/10.1186/s42047-018-0021-8

16. Bauer, S., George, S., von Mehren, M., & Heinrich, M. C. (2021). Early and Next-
Generation KIT/PDGFRA Kinase Inhibitors and the Future of Treatment for Advanced

Gastrointestinal ~ Stromal  Tumor.  Frontiers in  oncology, 11,  672500.

https://doi.org/10.3389/fonc.2021.672500

17. Bayliss, R., Sardon, T., Vernos, 1., & Conti, E. (2003). Structural basis of Aurora-A
activation by TPX2 at the mitotic spindle. Molecular cell, 12(4), 851-862.
https://doi.org/10.1016/s1097-2765(03)00392-7

18. Beadling, C., Patterson, J., Justusson, E., Nelson, D., Pantaleo, M. A., Hornick, J. L.,
Chacon, M., Corless, C. L., & Heinrich, M. C. (2013). Gene expression of the IGF
pathway family distinguishes subsets of gastrointestinal stromal tumors wild type for KIT

and PDGFRA. Cancer medicine, 2(1), 21-31. https://doi.org/10.1002/cam4.57

19. Belinsky, M. G., Skorobogatko, Y. V., Rink, L., Pei, J., Cai, K. Q., Vanderveer, L. A.,
Riddell, D., Merkel, E., Tarn, C., Eisenberg, B. L., von Mehren, M., Testa, J. R., &
Godwin, A. K. (2009). High density DNA array analysis reveals distinct genomic profiles
in a subset of gastrointestinal stromal tumors. Genes, chromosomes & cancer, 48(10), 886—

896. https://doi.org/10.1002/gcc.20689

20. Belinsky, M. G., Rink, L., Cai, K. Q., Capuzzi, S. J., Hoang, Y., Chien, J., Godwin, A.
K., & von Mehren, M. (2015). Somatic loss of function mutations in neurofibromin 1 and

MY C associated factor X genes identified by exome-wide sequencing in a wild-type GIST
case. BMC cancer, 15, 887. https://doi.org/10.1186/s12885-015-1872-y

21. Berlin, A., Castro-Mesta, J. F., Rodriguez-Romo, L., Hernandez-Barajas, D., Gonzélez-
Guerrero, J. F., Rodriguez-Fernandez, 1. A., Gonzéalez-Conchas, G., Verdines-Perez, A., &
Vera-Badillo, F. E. (2017). Prognostic role of Ki-67 score in localized prostate cancer: A
systematic ~ review and  meta-analysis. Urologic ~ oncology, 35(8),  499-506.

https://doi.org/10.1016/j.urolonc.2017.05.004

22. Bertucci, F., Goncalves, A., Monges, G., Madroszyk, A., Guiramand, J., Moutardier,
V., Noguchi, T., Dubreuil, P., & Sobol, H. (2006). Acquired resistance to imatinib and

119



secondary KIT exon 13 mutation in gastrointestinal stromal tumour. Oncology

reports, 16(1), 97-101.

23. Bertucci, F., Finetti, P., Ostrowski, J., Kim, W. K., Kim, H., Pantaleo, M. A., Astolfi,
A., Polkowski, M., & Birnbaum, D. (2012). Genomic Grade Index predicts postoperative
clinical outcome of GIST. British journal of cancer, 107(8), 1433-1441.
https://doi.org/10.1038/bjc.2012.390

24. Bickenbach, K., Wilcox, R., Veerapong, J., Kindler, H. L., Posner, M. C., Noffsinger,
A., & Roggin, K. K. (2007). A review of resistance patterns and phenotypic changes in
gastrointestinal stromal tumors following imatinib mesylate therapy. Journal of
gastrointestinal surgery : official journal of the Society for Surgery of the Alimentary
Tract, 11(6), 758-766. https://doi.org/10.1007/s11605-007-0150-y

25. Blanke, C. D., Eisenberg, B. L., & Heinrich, M. C. (2001). Gastrointestinal stromal
tumors. Current treatment options in oncology, 2(6), 485-491.
https://doi.org/10.1007/s11864-001-0070-0

26. Blay, J. Y., Bonvalot, S., Casali, P., Choi, H., Debiec-Richter, M., Dei Tos, A. P.,
Emile, J. F., Gronchi, A., Hogendoorn, P. C., Joensuu, H., Le Cesne, A., McClure, J.,
Maurel, J., Nupponen, N., Ray-Coquard, 1., Reichardt, P., Sciot, R., Stroobants, S., van
Glabbeke, M., van Oosterom, A., ... GIST consensus meeting panelists (2005). Consensus
meeting for the management of gastrointestinal stromal tumors. Report of the GIST
Consensus Conference of 20-21 March 2004, under the auspices of ESMO. Annals of
oncology : official journal of the European Society for Medical Oncology, 16(4), 566-578.
https://doi.org/10.1093/annonc/mdil27

27. Blay, J. Y., Kang, Y. K., Nishida, T., & von Mehren, M. (2021). Gastrointestinal
stromal tumours. Nature reviews. Disease primers, 7(1), 22.

https://doi.org/10.1038/s41572-021-00254-5

28. Bleeker, F. E., Felicioni, L., Buttitta, F., Lamba, S., Cardone, L., Rodolfo, M., Scarpa,
A., Leenstra, S., Frattini, M., Barbareschi, M., Grammastro, M. D., Sciarrotta, M. G.,
Zanon, C., Marchetti, A., & Bardelli, A. (2008). AKTI(E17K) in human solid
tumours. Oncogene, 27(42), 5648—-5650. https://doi.org/10.1038/onc.2008.170

29. Boikos, S. A., Pappo, A. S., Killian, J. K., LaQuaglia, M. P., Weldon, C. B., George,
S., Trent, J. C., von Mehren, M., Wright, J. A., Schiffman, J. D., Raygada, M., Pacak, K.,

120



Meltzer, P. S., Miettinen, M. M., Stratakis, C., Janeway, K. A., & Helman, L. J. (2016).
Molecular Subtypes of KIT/PDGFRA Wild-Type Gastrointestinal Stromal Tumors: A

Report From the National Institutes of Health Gastrointestinal Stromal Tumor Clinic.

JAMA oncology, 2(7), 922-928. https://doi.org/10.1001/jamaoncol.2016.0256

30. Bombac, A., Zakotnik, B., Bucic, M., Setrajcic Dragos, V., Gazic, B., Stegel, V.,
Klancar, G., & Novakovic, S. (2020). Mutational spectrum and classification of novel

mutations in patients with metastatic gastrointestinal stromal tumours. International

Jjournal of oncology, 56(6), 1468—1478. https://doi.org/10.3892/1j0.2020.5028

31. Brci¢, 1., Argyropoulos, A., & Liegl-Atzwanger, B. (2021). Update on Molecular
Genetics of Gastrointestinal Stromal Tumors. Diagnostics (Basel, Switzerland), 11(2), 194.

https://doi.org/10.3390/diagnostics 11020194

32. Brenca, M., Rossi, S., Polano, M., Gasparotto, D., Zanatta, L., Racanelli, D., Valori, L.,
Lamon, S., Dei Tos, A. P., & Maestro, R. (2016). Transcriptome sequencing identifies
ETV6-NTRK3 as a gene fusion involved in GIST. The Journal of pathology, 238(4), 543—
549. https://doi.org/10.1002/path.4677

33. Brinch, C. M., Aggerholm-Pedersen, N., Hogdall, E., & Krarup-Hansen, A. (2022).
Medical oncological treatment for patients with Gastrointestinal Stromal Tumor (GIST) -

A systematic review. Critical reviews in oncology/hematology, 172, 103650.

https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2022.103650

34. Brizova, H., Kalinova, M., Krskova, L., Mrhalova, M., & Kodet, R. (2010). A novel
quantitative PCR of proliferation markers (Ki-67, topoisomerase Ilalpha, and TPX2): an
immunohistochemical correlation, testing, and optimizing for mantle cell lymphoma.

Virchows Archiv : an international journal of pathology, 456(6), 671-679.
https://doi.org/10.1007/s00428-010-0922-8

35. Burger, H., den Bakker, M. A., Kros, J. M., van Tol, H., de Bruin, A. M., Oosterhuis,
W., van den Ingh, H. F., van der Harst, E., de Schipper, H. P., Wiemer, E. A., & Nooter, K.
(2005). Activating mutations in c-KIT and PDGFRalpha are exclusively found in
gastrointestinal stromal tumors and not in other tumors overexpressing these imatinib
mesylate  target genes. Cancer biology & therapy, 4(11), 1270-1274.
https://doi.org/10.4161/cbt.4.11.2253

121



36. Cai, H., Shao, B., Zhou, Y., & Chen, Z. (2020). High expression of TOP2A in
hepatocellular carcinoma is associated with disease progression and poor prognosis.

Oncology letters, 20(5), 232. https://doi.org/10.3892/01.2020.12095

37. Campanella, N. C., Celestino, R., Pestana, A., Scapulatempo-Neto, C., de Oliveira, A.
T., Brito, M. J., Gouveia, A., Lopes, J. M., Guimaraes, D. P., Soares, P., & Reis, R. M.
(2015). Low frequency of TERT promoter mutations in gastrointestinal stromal tumors
(GISTs). European journal of human genetics : EJHG, 23(6), 877-879.
https://doi.org/10.1038/ejhg.2014.195

38. Cao, Z., Li, J., Sun, L., Xu, Z., Ke, Y., Shao, B., Guo, Y., & Sun, Y. (2022). GISTs
with NTRK Gene Fusions: A Clinicopathological, Immunophenotypic, and Molecular
Study. Cancers, 15(1), 105. https://doi.org/10.3390/cancers15010105

39. Caram, M. V., & Schuetze, S. M. (2011). Advanced or metastatic gastrointestinal
stromal tumors: systemic treatment options. Journal of surgical oncology, 104(8), 888—

895. https://doi.org/10.1002/js0.21930

40. Carney, J. A., Sheps, S. G., Go, V. L., & Gordon, H. (1977). The triad of gastric
leiomyosarcoma, functioning extra-adrenal paraganglioma and pulmonary chondroma. The
New England Jjournal of medicine, 296(26), 1517-1518.
https://doi.org/10.1056/NEJM197706302962609

41. Carney J. A. (1999). Gastric stromal sarcoma, pulmonary chondroma, and extra-
adrenal paraganglioma (Carney Triad): natural history, adrenocortical component, and
possible familial occurrence. Mayo Clinic  proceedings, 74(6), 543-552.
https://doi.org/10.4065/74.6.543

42. Carney, J. A., & Stratakis, C. A. (2002). Familial paraganglioma and gastric stromal
sarcoma: a new syndrome distinct from the Carney triad. American journal of medical

genetics, 108(2), 132—139. https://doi.org/10.1002/ajmg.10235

43. Carpten, J. D., Faber, A. L., Horn, C., Donoho, G. P., Briggs, S. L., Robbins, C. M.,
Hostetter, G., Boguslawski, S., Moses, T. Y., Savage, S., Uhlik, M., Lin, A., Du, J., Qian,
Y. W., Zeckner, D. J., Tucker-Kellogg, G., Touchman, J., Patel, K., Mousses, S., Bittner,
M., ... Thomas, J. E. (2007). A transforming mutation in the pleckstrin homology domain
of AKT1 in cancer. Nature, 448(7152), 439—444. https://doi.org/10.1038/nature05933

122



44. Corless, C. L., Fletcher, J. A., & Heinrich, M. C. (2004). Biology of gastrointestinal
stromal tumors. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of

Clinical Oncology, 22(18), 3813-3825. https://doi.org/10.1200/JC0O.2004.05.140

45. Corless, C. L., Schroeder, A., Griffith, D., Town, A., McGreevey, L., Harrell, P.,
Shiraga, S., Bainbridge, T., Morich, J., & Heinrich, M. C. (2005). PDGFRA mutations in
gastrointestinal stromal tumors: frequency, spectrum and in vitro sensitivity to

imatinib. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical

Oncology, 23(23), 5357-5364. https://doi.org/10.1200/JC0O.2005.14.068

46. Corless C. L. (2014). Gastrointestinal stromal tumors: what do we know now?. Modern
pathology : an official journal of the United States and Canadian Academy of Pathology,
Inc, 27 Suppl 1, S1-S16. https://doi.org/10.1038/modpathol.2013.173

47. Curtin, J. A., Busam, K., Pinkel, D., & Bastian, B. C. (2006). Somatic activation of
KIT in distinct subtypes of melanoma. Journal of clinical oncology : official journal of the
American Society of Clinical Oncology, 24(26), 4340-434e.
https://doi.org/10.1200/JC0O.2006.06.2984

48. Cypriano, M. S., Jenkins, J. J., Pappo, A. S., Rao, B. N., & Daw, N. C. (2004).
Pediatric gastrointestinal stromal tumors and leiomyosarcoma. Cancer, 101(1), 39-50.

https://doi.org/10.1002/cncr.20352

49. Daniels, M., Lurkin, L., Pauli, R., Erbstosser, E., Hildebrandt, U., Hellwig, K., Zschille,
U., Liders, P., Kriiger, G., Knolle, J., Stengel, B., Prall, F., Hertel, K., Lobeck, H., Popp,
B., Theissig, F., Wiinsch, P., Zwarthoff, E., Agaimy, A., & Schneider-Stock, R. (2011).
Spectrum of KIT/PDGFRA/BRAF mutations and Phosphatidylinositol-3-Kinase pathway
gene alterations in gastrointestinal stromal tumors (GIST). Cancer letters, 312(1), 43-54.

https://doi.org/10.1016/j.canlet.2011.07.029

50. Daum O, Vanecek T, Sima R, Michal M. (2006). Gastrointestinal stromal tumor:
update. Klin Onkol, 19:203—11

51. Daum, O., Grossmann, P., Vanecek, T., Sima, R., Mukensnabl, P., & Michal, M.
(2007). Diagnostic morphological features of PDGFRA-mutated gastrointestinal stromal
tumors: molecular genetic and histologic analysis of 60 cases of gastric gastrointestinal
stromal tumors. Annals of  diagnostic pathology, 11(1), 27-33.
https://doi.org/10.1016/j.anndiagpath.2006.10.002

123



52. Daum O, Sima R, Michal M. (2010). Patologickd diagnostika gastrointestinalniho
stromdlniho tumoru. Onkologie, 4(1): 13-17.

53. Daum, O., Sedivcova, M., Dubova, M., & Michal, M. (2012). KIT mutations and
sequence changes in genes encoding SDH complex possibly need not be mutually
exclusive in gastrointestinal stromal tumors. Applied immunohistochemistry & molecular

morphology : AIMM, 20(5), 523-524. https://doi.org/10.1097/PAL0b013e3182494026

54. Davies, H., Bignell, G. R., Cox, C., Stephens, P., Edkins, S., Clegg, S., Teague, J.,
Woffendin, H., Garnett, M. J., Bottomley, W., Davis, N., Dicks, E., Ewing, R., Floyd, Y.,
Gray, K., Hall, S., Hawes, R., Hughes, J., Kosmidou, V., Menzies, A., ... Futreal, P. A.
(2002). Mutations of the BRAF gene in human cancer. Nature, 417(6892), 949-954.
https://doi.org/10.1038/nature00766

55. de Leng, W. W., Gadellaa-van Hooijdonk, C. G., Barendregt-Smouter, F. A., Koudijs,
M. J., Nijman, I., Hinrichs, J. W., Cuppen, E., van Lieshout, S., Loberg, R. D., de Jonge,
M., Voest, E. E., de Weger, R. A., Steeghs, N., Langenberg, M. H., Sleijfer, S., Willems, S.
M., & Lolkema, M. P. (2016). Targeted Next Generation Sequencing as a Reliable
Diagnostic Assay for the Detection of Somatic Mutations in Tumours Using Minimal DNA
Amounts from Formalin Fixed Paraffin Embedded Material. PloS one, 11(2), €0149405.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0149405

56. Debiec-Rychter, M., Cools, J., Dumez, H., Sciot, R., Stul, M., Mentens, N., Vranckx,
H., Wasag, B., Prenen, H., Roesel, J., Hagemeijer, A., Van Oosterom, A., & Marynen, P.
(2005). Mechanisms of resistance to imatinib mesylate in gastrointestinal stromal tumors

and activity of the PKC412 inhibitor against imatinib-resistant mutants. Gastroenterology,

128(2), 270-279. https://doi.org/10.1053/j.gastro.2004.11.020

57. Dematteo, R. P., Gold, J. S., Saran, L., Gonen, M., Liau, K. H., Maki, R. G., Singer, S.,
Besmer, P., Brennan, M. F., & Antonescu, C. R. (2008). Tumor mitotic rate, size, and

location independently predict recurrence after resection of primary gastrointestinal

stromal tumor (GIST). Cancer, 112(3), 608—615. https://doi.org/10.1002/cncr.23199

58. Demetri, G. D., von Mehren, M., Blanke, C. D., Van den Abbeele, A. D., Eisenberg,
B., Roberts, P. J., Heinrich, M. C., Tuveson, D. A., Singer, S., Janicek, M., Fletcher, J. A.,
Silverman, S. G., Silberman, S. L., Capdeville, R., Kiese, B., Peng, B., Dimitrijevic, S.,
Druker, B. J., Corless, C., Fletcher, C. D., ... Joensuu, H. (2002). Efficacy and safety of

124



imatinib mesylate in advanced gastrointestinal stromal tumors. The New England journal

of medicine, 347(7), 472—480. https://doi.org/10.1056/NEJMo0a020461

59. Diaz Delgado, M., Hernandez Amate, A., Pereira Gallardo, S., Jaramillo, S., Virizuela
Echaburu, J. A., & Gonzilez-Campora, R. J. (2011). Gastrointestinal stromal tumors:
morphological, immunohistochemical and molecular changes associated with kinase
inhibitor  therapy. Pathology oncology research : POR, 17(3), 455-461.
https://doi.org/10.1007/s12253-011-9362-2

60. Dileo, P., Pricl, S., Tamborini, E., Negri, T., Stacchiotti, S., Gronchi, A., Posocco, P.,
Laurini, E., Coco, P., Fumagalli, E., Casali, P. G., & Pilotti, S. (2011). Imatinib response in
two GIST patients carrying two hitherto functionally uncharacterized PDGFRA mutations:
an imaging, biochemical and molecular modeling study. International journal of cancer,

128(4), 983-990. https://doi.org/10.1002/ijc.25418

61. Druker, B. J., Tamura, S., Buchdunger, E., Ohno, S., Segal, G. M., Fanning, S.,
Zimmermann, J., & Lydon, N. B. (1996). Effects of a selective inhibitor of the Abl tyrosine
kinase on the growth of Bcr-Abl positive cells. Nature medicine, 2(5), 561-566.
https://doi.org/10.1038/nm0596-561

62. Earnshaw, W. C., Halligan, B., Cooke, C. A., Heck, M. M., & Liu, L. F. (1985).
Topoisomerase II is a structural component of mitotic chromosome scaffolds. The Journal

of cell biology, 100(5), 1706—1715. https://doi.org/10.1083/jcb.100.5.1706

63. Eom, H. S., Kim, M. S., Hur, S. Y., Yoo, N. J., & Lee, S. H. (2009). Absence of
oncogenic AKT1 E17K mutation in prostate, esophageal, laryngeal and urothelial
carcinomas, hepatoblastomas, gastrointestinal stromal tumors and malignant
meningiomas. Acta oncologica (Stockholm, Sweden), 48(7), 1084—-1085.
https://doi.org/10.1080/02841860902878152

64. Ettrich, T. J., & Seufferlein, T. (2018). Regorafenib. Recent results in cancer research.

Fortschritte der Krebsforschung. Progres dans les recherches sur le cancer, 211, 45-56.

https://doi.org/10.1007/978-3-319-91442-8 3

65. Falchook, G. S., Trent, J. C., Heinrich, M. C., Beadling, C., Patterson, J., Bastida, C.
C., Blackman, S. C., & Kurzrock, R. (2013). BRAF mutant gastrointestinal stromal tumor:
first report of regression with BRAF inhibitor dabrafenib (GSK2118436) and whole

125



exomic sequencing for analysis of acquired resistance. Oncotarget, 4(2), 310-315.

https://doi.org/10.18632/oncotarget.864

66. Fassunke, J., Blum, M. C., Schildhaus, H. U., Zapatka, M., Brors, B., Kiinstlinger, H.,
Biittner, R., Wardelmann, E., & Merkelbach-Bruse, S. (2010). gPCR in gastrointestinal
stromal tumors: Evaluation of reference genes and expression analysis of KIT and the
alternative receptor tyrosine kinases FLT3, CSF1-R, PDGFRB, MET and AXL. BMC
molecular biology, 11, 100. https://doi.org/10.1186/1471-2199-11-100

67. Fletcher, C. D., Berman, J. J., Corless, C., Gorstein, F., Lasota, J., Longley, B. J.,
Miettinen, M., O'Leary, T. J., Remotti, H., Rubin, B. P., Shmookler, B., Sobin, L. H., &
Weiss, S. W. (2002). Diagnosis of gastrointestinal stromal tumors: a consensus
approach. International Jjournal of surgical pathology, 10(2), 81-89.
https://doi.org/10.1177/106689690201000201

68. Fujimi, A., Nagamachi, Y., Yamauchi, N., Tamura, F., Kimura, T., Miyajima, N.,
Inomata, H., Nishisato, T., Yoshida, M., Takada, K., Kobayashi, K., & Kato, J. (2019).
Gastrointestinal Stromal Tumor in a Patient with Neurofibromatosis Type 1 That Was
Successfully Treated with Regorafenib. Internal medicine (Tokyo, Japan), 58(13), 1865—
1870. https://doi.org/10.2169/internalmedicine.2321-18

69. Gaspar, T. B., Sa, A., Lopes, J. M., Sobrinho-Simdes, M., Soares, P., & Vinagre, J.
(2018). Telomere Maintenance Mechanisms in Cancer. Genes, 9(5), 241.

https://doi.org/10.3390/genes9050241

70. Gasparotto, D., Rossi, S., Polano, M., Tamborini, E., Lorenzetto, E., Sbaraglia, M.,
Mondello, A., Massani, M., Lamon, S., Bracci, R., Mandolesi, A., Frate, E., Stanzial, F.,
Agaj, J., Mazzoleni, G., Pilotti, S., Gronchi, A., Dei Tos, A. P., & Maestro, R. (2017).
Quadruple-Negative GIST Is a Sentinel for Unrecognized Neurofibromatosis Type 1
Syndrome. Clinical cancer research : an official journal of the American Association for

Cancer Research, 23(1), 273-282. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-16-0152

71. George, S., Wang, Q., Heinrich, M. C., Corless, C. L., Zhu, M., Butrynski, J. E.,
Morgan, J. A., Wagner, A. J., Choy, E., Tap, W. D., Yap, J. T., Van den Abbeele, A. D.,
Manola, J. B., Solomon, S. M., Fletcher, J. A., von Mehren, M., & Demetri, G. D. (2012).
Efficacy and safety of regorafenib in patients with metastatic and/or unresectable GI

stromal tumor after failure of imatinib and sunitinib: a multicenter phase Il trial. Journal of

126



clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology, 30(19),
2401-2407. https://doi.org/10.1200/JC0O.2011.39.9394

72. Giardina, T., Robinson, C., Grieu-lacopetta, F., Millward, M., Iacopetta, B., Spagnolo,
D., & Amanuel, B. (2018). Implementation of next generation sequencing technology for
somatic mutation detection in routine laboratory practice. Pathology, 50(4), 389—401.
https://doi.org/10.1016/j.pathol.2018.01.005

73. Giger, O. T., Ten Hoopen, R., Shorthouse, D., Abdullahi, S., Bulusu, V. R., Jadhav, S.,
Maher, E. R., & Casey, R. T. (2022). Preferential MGMT hypermethylation in SDH-
deficient wild-type GIST. Journal of clinical pathology, jcp-2022-208462. Advance online
publication. https://doi.org/10.1136/jcp-2022-208462

74. Gill, A. J., Chou, A., Vilain, R., Clarkson, A., Lui, M., Jin, R., Tobias, V., Samra, J.,
Goldstein, D., Smith, C., Sioson, L., Parker, N., Smith, R. C., Sywak, M., Sidhu, S. B.,
Wyatt, J. M., Robinson, B. G., Eckstein, R. P., Benn, D. E., & Clifton-Bligh, R. J. (2010).
Immunohistochemistry for SDHB divides gastrointestinal stromal tumors (GISTs) into 2
distinct types. The American journal of surgical pathology, 34(5), 636—644.
https://doi.org/10.1097/PAS.0b013e3181d6150d

75. Gill, A. J., Chou, A., Vilain, R. E., & Clifton-Bligh, R. J. (2011). "Pediatric-type"
gastrointestinal stromal tumors are SDHB negative ("type 2") GISTs. The American
journal of surgical pathology, 35(8), 1245-1248.
https://doi.org/10.1097/PAS.0b013e3182217b93

76. Gill A. J. (2018). Succinate dehydrogenase (SDH)-deficient
neoplasia. Histopathology, 72(1), 106—116. https://doi.org/10.1111/his.13277

77. Gong, C., Yang, H., Wang, S., Liu, J., Li, Z., Hu, Y., Chen, Y., Huang, Y., Luo, Q.,
Wu, Y., Liu, E., & Xiao, Y. (2021). hTERT Promotes CRC Proliferation and Migration by
Recruiting YBX1 to Increase NRF2 Expression. Frontiers in cell and developmental

biology, 9, 658101. https://doi.org/10.3389/fcell.2021.658101

78. Gounder, M. M., & Maki, R. G. (2011). Molecular basis for primary and secondary
tyrosine kinase inhibitor resistance in gastrointestinal stromal tumor. Cancer chemotherapy
and pharmacology, 67 Suppl 1(Suppl 1), S25-S43. https://doi.org/10.1007/s00280-010-
1526-3

127


https://doi.org/10.1200/JCO.2011.39.9394

79. Gramza, A. W., Corless, C. L., & Heinrich, M. C. (2009). Resistance to Tyrosine
Kinase Inhibitors in Gastrointestinal Stromal Tumors. Clinical cancer research : an
official journal of the American Association for Cancer Research, 15(24), 7510-7518.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-09-0190

80. Greco A, Rossi S, Ruffolo C, Pauletti B, Dei Tos AP, Morana G, Massani M. (2018).
Evidence for improvements to risk stratification in high-risk gastrointestinal stromal tumor

patients. Gastrointestinal Cancer: Targets and Therapy, 8:25-36.
doi.org/10.2147/GICTT.S145037

81. Greer, C. E., Wheeler, C. M., & Manos, M. M. (1994). Sample preparation and PCR
amplification from paraffin-embedded tissues. PCR methods and applications, 3(6), S113—
S122. https://doi.org/10.1101/gr.3.6.s113

82. Grunewald, S., Klug, L. R., Miihlenberg, T., Lategahn, J., Falkenhorst, J., Town, A.,
Ehrt, C., Wardelmann, E., Hartmann, W., Schildhaus, H. U., Treckmann, J., Fletcher, J. A.,
Jung, S., Czodrowski, P., Miller, S., Schmidt-Kittler, O., Rauh, D., Heinrich, M. C., &
Bauer, S. (2021). Resistance to Avapritinib in PDGFRA-Driven GIST Is Caused by
Secondary Mutations in the PDGFRA Kinase Domain. Cancer discovery, 11(1), 108—125.
https://doi.org/10.1158/2159-8290.CD-20-0487

83. Giinther, T., Schneider-Stock, R., Héickel, C., Pross, M., Schulz, H. U., Lippert, H., &
Roessner, A. (2000). Telomerase activity and expression of hTRT and hTR in
gastrointestinal stromal tumors in comparison with extragastrointestinal sarcomas. Clinical

cancer research : an official journal of the American Association for Cancer Research,

6(5), 1811-1818.

84. Guo, T., Hajdu, M., Agaram, N. P., Shinoda, H., Veach, D., Clarkson, B. D., Maki, R.
G., Singer, S., Dematteo, R. P., Besmer, P., & Antonescu, C. R. (2009). Mechanisms of
sunitinib resistance in gastrointestinal stromal tumors harboring KITAY502-3ins mutation:
an in vitro mutagenesis screen for drug resistance. Clinical cancer research : an official
journal of the American Association for Cancer Research, 15(22), 6862-6870.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-09-1315

85. Gupta, P., Tewari, M., & Shukla, H. S. (2008). Gastrointestinal stromal tumor. Surgical
oncology, 17(2), 129—-138. https://doi.org/10.1016/j.suronc.2007.12.002

128



86. Haefliger, S., Marston, K., Juskevicius, D., Meyer-Schaller, N., Forster, A., Nicolet, S.,
Komminoth, P., Stauffer, E., Cathomas, G., Hoeller, S., Tornillo, L., Dirnhofer, S.,
Terracciano, L. M., Bihl, M., & Matter, M. S. (2020). Molecular Profile of Gastrointestinal
Stromal Tumors in Sixty-Eight Patients from a Single Swiss Institution. Pathobiology :
journal of immunopathology, molecular and cellular biology, 87(3), 171-178.
https://doi.org/10.1159/000505407

87. Haller, F., Moskalev, E. A., Faucz, F. R., BarthelmeB, S., Wiemann, S., Bieg, M.,
Assie, G., Bertherat, J., Schaefer, I. M., Otto, C., Rattenberry, E., Maher, E. R., Strobel, P.,
Werner, M., Carney, J. A., Hartmann, A., Stratakis, C. A., & Agaimy, A. (2014). Aberrant
DNA hypermethylation of SDHC: a novel mechanism of tumor development in Carney

triad. Endocrine-related cancer, 21(4), 567-577. https://doi.org/10.1530/ERC-14-0254

88. Hannen, R., & Bartsch, J. W. (2018). Essential roles of telomerase reverse transcriptase
hTERT in cancer stemness and metastasis. FEBS letters, 592(12), 2023-2031.
https://doi.org/10.1002/1873-3468.13084

89. Heidebrecht, H. J., Buck, F., Steinmann, J., Sprenger, R., Wacker, H. H., &
Parwaresch, R. (1997). p100: a novel proliferation-associated nuclear protein specifically

restricted to cell cycle phases S, G2, and M. Blood, 90(1), 226-233.

90. Heinrich, M. C., Corless, C. L., Demetri, G. D., Blanke, C. D., von Mehren, M.,
Joensuu, H., McGreevey, L. S., Chen, C. J., Van den Abbeele, A. D., Druker, B. J., Kiese,
B., Eisenberg, B., Roberts, P. J., Singer, S., Fletcher, C. D., Silberman, S., Dimitrijevic, S.,
& Fletcher, J. A. (2003a). Kinase mutations and imatinib response in patients with
metastatic gastrointestinal stromal tumor. Journal of clinical oncology : official journal of
the  American Society of  Clinical Oncology, 21(23), 43424349,
https://doi.org/10.1200/JC0O.2003.04.190

91. Heinrich, M. C., Corless, C. L., Duensing, A., McGreevey, L., Chen, C. J., Joseph, N.,
Singer, S., Griffith, D. J., Haley, A., Town, A., Demetri, G. D., Fletcher, C. D., & Fletcher,
J. A. (2003b). PDGFRA activating mutations in gastrointestinal stromal tumors. Science

(New York, N.Y.), 299(5607), 708—710. https://doi.org/10.1126/science.1079666

92. Heinrich, M. C., Corless, C. L., Blanke, C. D., Demetri, G. D., Joensuu, H., Roberts, P.
J., Eisenberg, B. L., von Mehren, M., Fletcher, C. D., Sandau, K., McDougall, K., Ou, W.
B., Chen, C. J., & Fletcher, J. A. (2006). Molecular correlates of imatinib resistance in

gastrointestinal stromal tumors. Journal of clinical oncology : official journal of the
129


https://doi.org/10.1200/JCO.2003.04.190
https://doi.org/10.1126/science.1079666

American Society of Clinical Oncology, 24(29), 4764-4774.
https://doi.org/10.1200/JC0O.2006.06.2265

93. Heinrich, M. C., Maki, R. G., Corless, C. L., Antonescu, C. R., Harlow, A., Griffith,
D., Town, A., McKinley, A., Ou, W. B., Fletcher, J. A., Fletcher, C. D., Huang, X., Cohen,
D. P, Baum, C. M., & Demetri, G. D. (2008). Primary and secondary kinase genotypes
correlate with the biological and clinical activity of sunitinib in imatinib-resistant
gastrointestinal stromal tumor. Journal of clinical oncology : official journal of the
American Society of Clinical Oncology, 26(33), 5352-5359.
https://doi.org/10.1200/JCO.2007.15.7461

94. Heldin, C. H., & Lennartsson, J. (2013). Structural and functional properties of
platelet-derived growth factor and stem cell factor receptors. Cold Spring Harbor

perspectives in biology, 5(8), a009100. https://doi.org/10.1101/cshperspect.a009100

95. Hirota, S., Isozaki, K., Moriyama, Y., Hashimoto, K., Nishida, T., Ishiguro, S.,
Kawano, K., Hanada, M., Kurata, A., Takeda, M., Muhammad Tunio, G., Matsuzawa, Y.,
Kanakura, Y., Shinomura, Y., & Kitamura, Y. (1998). Gain-of-function mutations of c-kit
in human gastrointestinal stromal tumors. Science (New York, N.Y.), 279(5350), 577-580.
https://doi.org/10.1126/science.279.5350.577

96. Hirota, S., & Isozaki, K. (2006). Pathology of gastrointestinal stromal tumors.
Pathology international, 56(1), 1-9. https://doi.org/10.1111/j.1440-1827.2006.01924.x

97. Holden, J. A., Willmore-Payne, C., Coppola, D., Garrett, C. R., & Layfield, L. J.
(2007). High-resolution melting amplicon analysis as a method to detect c-kit and platelet-
derived growth factor receptor alpha activating mutations in gastrointestinal stromal

tumors.  American  journal  of  clinical  pathology,  128(2), 230-238.
https://doi.org/10.1309/7TEH56K6WWXENNQY

98. Halmebakk, T., Wiedswang, A. M., Meza-Zepeda, L. A., Hompland, 1., Lobmaier, I.
V. K., Berner, J. M., Stoldt, S., & Boye, K. (2021). Integrating Anatomical, Molecular and
Clinical Risk Factors in Gastrointestinal Stromal Tumor of the Stomach. Annals of surgical

oncology, 28(11), 6837-6845. https://doi.org/10.1245/s10434-021-09605-8

99. Hornick, J. L., & Fletcher, C. D. (2007). The role of KIT in the management of patients
with  gastrointestinal  stromal tumors. Human pathology, 38(5), 679—687.
https://doi.org/10.1016/j;.humpath.2007.03.001

130



100. Hostein, 1., Faur, N., Primois, C., Boury, F., Denard, J., Emile, J. F., Bringuier, P. P.,
Scoazec, J. Y., & Coindre, J. M. (2010). BRAF mutation status in gastrointestinal stromal

tumors.  American  journal  of  clinical  pathology, 133(1), 141-148.
https://doi.org/10.1309/AJCPPCKGA2QGBJ1R

101. Hou, Y. Y., Tan, Y. S., Sun, M. H., Wei, Y. K., Xu, J. F,, Lu, S. H., A-Ke-Su, S. J,,
Zhou, Y. N., Gao, F., Zheng, A. H., Zhang, T. M., Hou, W. Z., Wang, J., Du, X., & Zhu,
X. Z. (2004). C-kit gene mutation in human gastrointestinal stromal tumors. World journal

of gastroenterology, 10(9), 1310-1314. https://doi.org/10.3748/wjg.v10.19.1310

102. Huang, T., Karsy, M., Zhuge, J., Zhong, M., & Liu, D. (2013). B-Raf and the
inhibitors: from bench to bedside. Journal of hematology & oncology, 6, 30.
https://doi.org/10.1186/1756-8722-6-30

103. Huang, Y., Guo, W., & Kan, H. (2014). TPX2 is a prognostic marker and contributes
to growth and metastasis of human hepatocellular carcinoma. International journal of

molecular sciences, 15(10), 18148—18161. https://doi.org/10.3390/ijms151018148

104. Huss, S., Pasternack, H., Ihle, M. A., Merkelbach-Bruse, S., Heitkotter, B., Hartmann,
W., Trautmann, M., Gevensleben, H., Bittner, R., Schildhaus, H. U., & Wardelmann, E.
(2017). Clinicopathological and molecular features of a large cohort of gastrointestinal
stromal tumors (GISTs) and review of the literature: BRAF mutations in KIT/PDGFRA
wild-type  GISTs are rare events. Human  pathology, 62, 206-214.
https://doi.org/10.1016/j.humpath.2017.01.005

105. Chen, C., Li, S., Lu, X., Tan, B., Huang, C., & Qin, L. (2014). High resolution
melting method to detect single nucleotide polymorphism of VKORCI1 and
CYP2C9. International journal of clinical and experimental pathology, 7(5), 2558-2564.

106. Chen, J. S., Yeh, C. N., Cheng, C. T., Yen, C. C., Chen, Y. Y., Huang, S. C., Chiang,
K. C., Yeh, T. S., Chen, S. C., Chao, T. C., Yang, M. H., & Chao, Y. (2018a). Role of

PLK1 signaling pathway genes in gastrointestinal stromal tumors. Oncology letters, 16(3),

3070-3082. https://doi.org/10.3892/01.2018.9003

107. Chen, L. L., Sabripour, M., Andtbacka, R. H., Patel, S. R., Feig, B. W., Macapinlac,
H. A., Choi, H., Wu, E. F., Frazier, M. L., & Benjamin, R. S. (2005). Imatinib resistance in
gastrointestinal ~ stromal  tumors. Current  oncology  reports, 7(4),  293-299.

https://doi.org/10.1007/s11912-005-0053-6

131



108. Chen, Q., Li, R., Zhang, Z. G., Deng, Q. T., Li, K., Wang, H., Yang, X. X., & Wu, Y.
S. (2018b). Oncogene mutational analysis in Chinese gastrointestinal stromal tumor

patients. OncoTargets and therapy, 11, 2279-2286. https://doi.org/10.2147/OTT.S155214

109. Chen, T., Sun, Y., Ji, P., Kopetz, S., & Zhang, W. (2015). Topoisomerase Ila in
chromosome instability and personalized cancer therapy. Oncogene, 34(31), 4019—4031.
https://doi.org/10.1038/onc.2014.332

110. Chen, Y., Huang, L., Dong, Y., Tao, C., Zhang, R., Shao, H., & Shen, H. (2020).
Effect of AKTI1 (p. E17K) Hotspot Mutation on Malignant Tumorigenesis and

Prognosis. Frontiers in cell and developmental biology, 8, 573599.
https://doi.org/10.3389/fcell.2020.573599

111. Cheng, X., Wang, J., Lu, S., Fan, W., & Wang, W. (2021). Aurora kinase A
(AURKA) promotes the progression and imatinib resistance of advanced gastrointestinal
stromal tumors. Cancer cell international, 21(1), 407. https://doi.org/10.1186/s12935-021-
02111-7

112. Chou, A., Chen, J., Clarkson, A., Samra, J. S., Clifton-Bligh, R. J., Hugh, T. J., &
Gill, A. J. (2012). Succinate dehydrogenase-deficient GISTs are characterized by IGF1R

overexpression. Modern pathology : an official journal of the United States and Canadian
Academy of Pathology, Inc, 25(9), 1307-1313. https://doi.org/10.1038/modpathol.2012.77

113. Ibrahim, A., & Chopra, S. (2020). Succinate Dehydrogenase-Deficient
Gastrointestinal Stromal Tumors. Archives of pathology & laboratory medicine, 144(5),
655-660. https://doi.org/10.5858/arpa.2018-0370-RS

114. Janeway, K. A., Kim, S. Y., Lodish, M., Nos¢, V., Rustin, P., Gaal, J., Dahia, P. L.,
Liegl, B., Ball, E. R., Raygada, M., Lai, A. H., Kelly, L., Hornick, J. L., NIH Pediatric and
Wild-Type GIST Clinic, O'Sullivan, M., de Krijger, R. R., Dinjens, W. N., Demetri, G. D.,
Antonescu, C. R., Fletcher, J. A., ... Stratakis, C. A. (2011). Defects in succinate
dehydrogenase in gastrointestinal stromal tumors lacking KIT and PDGFRA mutations.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 108(1),
314-318. https://doi.org/10.1073/pnas.1009199108

115. Janeway, K. A., & Weldon, C. B. (2012). Pediatric gastrointestinal stromal
tumor. Seminars in pediatric surgery, 21(1), 31-43. https://doi.org/10.1053/j.sempedsurg.
2011.10.003

132


https://doi.org/10.1053/j.sempedsurg

116. Jasek, K., Vatiova, B., Grendar, M., Stanclova, A., Szépe, P., Horndkova, A.,
Holubekova, V., Plank, L., & Lasabova, Z. (2020). BRAF mutations in KIT/PDGFRA
positive gastrointestinal stromal tumours (GISTs): Is their frequency underestimated?.
Pathology, research and practice, 216(11), 153171.
https://doi.org/10.1016/j.prp.2020.153171

117. Jennings, L. J., Arcila, M. E., Corless, C., Kamel-Reid, S., Lubin, I. M., Pfeifer, J.,
Temple-Smolkin, R. L., Voelkerding, K. V., & Nikiforova, M. N. (2017). Guidelines for
Validation of Next-Generation Sequencing-Based Oncology Panels: A Joint Consensus
Recommendation of the Association for Molecular Pathology and College of American
Pathologists. The Journal of molecular diagnostics : JMD, 19(3), 341-365.
https://doi.org/10.1016/j.yjmoldx.2017.01.011

118. Joensuu, H., Roberts, P. J., Sarlomo-Rikala, M., Andersson, L. C., Tervahartiala, P.,
Tuveson, D., Silberman, S., Capdeville, R., Dimitrijevic, S., Druker, B., & Demetri, G. D.
(2001). Effect of the tyrosine kinase inhibitor STI571 in a patient with a metastatic
gastrointestinal stromal tumor. The New England journal of medicine, 344(14), 1052—
1056. https://doi.org/10.1056/NEJM200104053441404

119. Joensuu, H., Martin-Broto, J., Nishida, T., Reichardt, P., Schoffski, P., & Maki, R. G.
(2015). Follow-up strategies for patients with gastrointestinal stromal tumour treated with

or without adjuvant imatinib after surgery. European journal of cancer (Oxford, England :

1990), 51(12), 1611-1617. https://doi.org/10.1016/j.¢jca.2015.05.009

120. Joensuu, H., Wardelmann, E., Sihto, H., Eriksson, M., Sundby Hall, K., Reichardt, A.,
Hartmann, J. T., Pink, D., Cameron, S., Hohenberger, P., Al-Batran, S. E., Schlemmer, M.,
Bauer, S., Nilsson, B., Kallio, R., Junnila, J., Vehtari, A., & Reichardt, P. (2017). Effect of
KIT and PDGFRA Mutations on Survival in Patients With Gastrointestinal Stromal
Tumors Treated With Adjuvant Imatinib: An Exploratory Analysis of a Randomized
Clinical Trial. JAMA oncology, 3(5), 602-609.
https://doi.org/10.1001/jamaoncol.2016.5751

121. Kaboli, P. J., Imani, S., Jomhori, M., & Ling, K. H. (2021). Chemoresistance in breast
cancer: PI3K/Akt pathway inhibitors vs the current chemotherapy. American journal of

cancer research, 11(10), 5155-5183.

133


https://doi.org/10.1016/j.ejca.2015.05.009

122. Kadado, K. J., Abernathy, O. L., Salyers, W. J., & Kallail, K. J. (2022).
Gastrointestinal Stromal Tumor and Ki-67 as a Prognostic Indicator. Cureus, 14(1),

€20868. https://doi.org/10.7759/cureus.20868

123. Kalfusova, A., Hilska, I., Krskova, L., Kalinova, M., Linke, Z., & Kodet, R. (2016).
Gastrointestinal stromal tumors - quantitative detection of the Ki-67, TPX2, TOP2A, and
hTERT telomerase subunit mRNA levels to determine proliferation activity and a potential
for aggressive biological behavior. Neoplasma, 63(3), 484-492.
https://doi.org/10.4149/320 150714N390

124. Kalfusova, A., Linke, Z., Kalinova, M., Krskova, L., Hilska, 1., Szabova, J., Vicha,
A., & Kodet, R. (2019). Gastrointestinal stromal tumors - Summary of mutational status of
the primary/secondary KIT/PDGFRA mutations, BRAF mutations and SDH
defects. Pathology, research and practice, 215(12), 152708.
https://doi.org/10.1016/}.prp.2019.152708

125. Kelly, C. M., Gutierrez Sainz, L., & Chi, P. (2021). The management of metastatic
GIST: current standard and investigational therapeutics. Journal of hematology &

oncology, 14(1), 2. https://doi.org/10.1186/s13045-020-01026-6

126. Kheder, E. S., & Hong, D. S. (2018). Emerging Targeted Therapy for Tumors with
NTRK Fusion Proteins. Clinical cancer research : an official journal of the American
Association for Cancer Research, 24(23), 5807-5814. https://doi.org/10.1158/1078-
0432.CCR-18-1156

127. Kikuchi, H., Miyazaki, S., Setoguchi, T., Hiramatsu, Y., Ohta, M., Kamiya, K.,
Sakaguchi, T., & Konno, H. (2012). Rapid relapse after resection of a sunitinib-resistant
gastrointestinal stromal tumor harboring a secondary mutation in exon 13 of the c-KIT

gene. Anticancer research, 32(9), 4105-4109.

128. Killian, J. K., Miettinen, M., Walker, R. L., Wang, Y., Zhu, Y. J., Waterfall, J. J.,
Noyes, N., Retnakumar, P., Yang, Z., Smith, W. L, Jr, Killian, M. S., Lau, C. C., Pineda,
M., Walling, J., Stevenson, H., Smith, C., Wang, Z., Lasota, J., Kim, S. Y., Boikos, S. A.,
... Meltzer, P. S. (2014). Recurrent epimutation of SDHC in gastrointestinal stromal
tumors. Science translational medicine, 6(268), 268ral77.

https://doi.org/10.1126/scitranslmed.3009961

134



129. Kim, M. S., Jeong, E. G., Yoo, N. J., & Lee, S. H. (2008). Mutational analysis of
oncogenic AKT E17K mutation in common solid cancers and acute leukaemias. British

journal of cancer, 98(9), 1533—1535. https://doi.org/10.1038/sj.bjc.6604212

130. Kim, T. W., Lee, H., Kang, Y. K., Choe, M. S., Ryu, M. H., Chang, H. M., Kim, J. S,
Yook, J. H., Kim, B. S., & Lee, J. S. (2004). Prognostic significance of c-kit mutation in
localized gastrointestinal stromal tumors. Clinical cancer research : an official journal of
the  American  Association  for  Cancer  Research,  10(9), 3076-3081.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.ccr-03-0581

131. Kindblom, L. G., Remotti, H. E., Aldenborg, F., & Meis-Kindblom, J. M. (1998).
Gastrointestinal pacemaker cell tumor (GIPACT): gastrointestinal stromal tumors show
phenotypic characteristics of the interstitial cells of Cajal. The American journal of

pathology, 152(5), 1259—-1269.

132. Kong, W., Lv, N., Wysham, W. Z., Roque, D. R., Zhang, T., Jiao, S., Song, D., Chen,
J., Bae-Jump, V. L., & Zhou, C. (2015). Knockdown of hTERT and Treatment with
BIBR 1532 Inhibit Cell Proliferation and Invasion in Endometrial Cancer Cells. Journal of
Cancer, 6(12), 1337-1345. https://doi.org/10.7150/jca.13054

133. Koon, N., Schneider-Stock, R., Sarlomo-Rikala, M., Lasota, J., Smolkin, M., Petroni,
G., Zaika, A., Boltze, C., Meyer, F., Andersson, L., Knuutila, S., Miettinen, M., & El-
Rifai, W. (2004). Molecular targets for tumour progression in gastrointestinal stromal

tumours. Gut, 53(2), 235-240. https://doi.org/10.1136/gut.2003.021238

134. Kozinova, M., Joshi, S., Ye, S., Belinsky, M. G., Sharipova, D., Farma, J. M., Reddy,
S. S., Litwin, S., Devarajan, K., Campos, A. R., Yu, Y., Schwartz, B., von Mehren, M., &
Rink, L. (2021). Combined Inhibition of AKT and KIT Restores Expression of
Programmed Cell Death 4 (PDCD4) in Gastrointestinal Stromal Tumor. Cancers, 13(15),
3699. https://doi.org/10.3390/cancers13153699

135. Lasota, J., Wozniak, A., Sarlomo-Rikala, M., Rys, J., Kordek, R., Nassar, A., Sobin,
L. H., & Miettinen, M. (2000). Mutations in exons 9 and 13 of KIT gene are rare events in

gastrointestinal stromal tumors. A study of 200 cases. The American journal of pathology,

157(4), 1091-1095. https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64623-8

136. Lasota, J., Stachura, J., & Miettinen, M. (2006). GISTs with PDGFRA exon 14

mutations represent subset of clinically favorable gastric tumors with epithelioid

135


https://doi.org/10.1158/1078-0432.ccr-03-0581

morphology. Laboratory investigation; a journal of technical methods and pathology,

86(1), 94-100. https://doi.org/10.1038/labinvest.3700360

137. Lasota, J., Wasag, B., Steigen, S. E., Limon, J., & Miettinen, M. (2007). Improved
detection of KIT exon 11 duplications in formalin-fixed, paraffin-embedded
gastrointestinal stromal tumors. The Journal of molecular diagnostics : JMD, 9(1), 89-94.

https://doi.org/10.2353/jmoldx.2007.060104

138. Lasota, J., & Miettinen, M. (2008). Clinical significance of oncogenic KIT and
PDGFRA mutations in gastrointestinal stromal tumours. Histopathology, 53(3), 245-266.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2008.02977.x

139. Lasota, J., Corless, C. L., Heinrich, M. C., Debiec-Rychter, M., Sciot, R,
Wardelmann, E., Merkelbach-Bruse, S., Schildhaus, H. U., Steigen, S. E., Stachura, J.,
Wozniak, A., Antonescu, C., Daum, O., Martin, J., Del Muro, J. G., & Miettinen, M.
(2008). Clinicopathologic profile of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) with primary
KIT exon 13 or exon 17 mutations: a multicenter study on 54 cases. Modern pathology :
an official journal of the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, 21(4),
476—484. https://doi.org/10.1038/modpathol.2008.2

140. Lasota, J., Xi, L., Coates, T., Dennis, R., Evbuomwan, M. O., Wang, Z. F., Raffeld,
M., & Miettinen, M. (2013). No KRAS mutations found in gastrointestinal stromal tumors
(GISTs): molecular genetic study of 514 cases. Modern pathology : an official journal of
the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, 26(11), 1488-1491.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2013.89

141. Lasota, J., Felisiak-Golabek, A., Wasag, B., Kowalik, A., Zigba, S., Chtopek, M.,
Wang, Z. F., Coates, T., Kopczynski, J., Gozdz, S., Sarlomo-Rikala, M., & Miettinen, M.
(2016). Frequency and clinicopathologic profile of PIK3CA mutant GISTs: molecular
genetic study of 529 cases. Modern pathology : an official journal of the United States and
Canadian Academy of Pathology, Inc, 29(3), 275-282.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2015.160

142. Ledo, R., Apolédnio, J. D., Lee, D., Figueiredo, A., Tabori, U., & Castelo-Branco, P.
(2018). Mechanisms of human telomerase reverse transcriptase (hTERT) regulation:

clinical impacts in cancer. Journal of biomedical science, 25(1), 22.

https://doi.org/10.1186/s12929-018-0422-8

136


https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2008.02977.x
https://doi.org/10.1038/modpathol.2008.2
https://doi.org/10.1038/modpathol.2013.89
https://doi.org/10.1038/modpathol.2015.160

143. Lennartsson, J., & Ronnstrand, L. (2012). Stem cell factor receptor/c-Kit: from basic
science to clinical implications. Physiological reviews, 92(4), 1619-1649.

https://doi.org/10.1152/physrev.00046.2011

144. Li, G. Z., & Raut, C. P. (2019). Targeted therapy and personalized medicine in
gastrointestinal stromal tumors: drug resistance, mechanisms, and treatment strategies.

OncoTargets and therapy, 12, 5123-5133. https://doi.org/10.2147/OTT.S180763

145. Li, J., Wang, A. R., Chen, X. D., Pan, H., & Li, S. Q. (2022). Ki67 for evaluating the
prognosis of gastrointestinal stromal tumors: A systematic review and meta-analysis.

Oncology letters, 23(6), 189. https://doi.org/10.3892/01.2022.13309

146. Li, L. T., Jiang, G., Chen, Q., & Zheng, J. N. (2015). Ki67 is a promising molecular
target in the diagnosis of cancer (review). Molecular medicine reports, 11(3), 1566—1572.

https://doi.org/10.3892/mmr.2014.2914

147. Liegl, B., Kepten, 1., Le, C., Zhu, M., Demetri, G. D., Heinrich, M. C., Fletcher, C.
D., Corless, C. L., & Fletcher, J. A. (2008). Heterogeneity of kinase inhibitor resistance
mechanisms in  GIST. The Journal of  pathology, 216(1), 64-74.
https://doi.org/10.1002/path.2382

148. Liegl, B., Hornick, J. L., Antonescu, C. R., Corless, C. L., & Fletcher, C. D. (2009).
Rhabdomyosarcomatous differentiation in gastrointestinal stromal tumors after tyrosine

kinase inhibitor therapy: a novel form of tumor progression. The American journal of

surgical pathology, 33(2), 218-226. https://doi.org/10.1097/PAS.0b013e31817ec2e6

149. Lim, K. H., Huang, M. J., Chen, L. T., Wang, T. E., Liu, C. L., Chang, C. S., Liu, M.
C., Hsieh, R. K., & Tzen, C. Y. (2008). Molecular analysis of secondary kinase mutations

in imatinib-resistant gastrointestinal stromal tumors. Medical oncology (Northwood,

London, England), 25(2), 207-213. https://doi.org/10.1007/s12032-007-9014-2

150. Liu, N., Stoica, G., Yan, M., Scofield, V. L., Qiang, W., Lynn, W. S., & Wong, P. K.
(2005). ATM deficiency induces oxidative stress and endoplasmic reticulum stress in
astrocytes. Laboratory  investigation; a journal of technical methods and

pathology, 85(12), 1471-1480. https://doi.org/10.1038/labinvest.3700354

151. Liu, P., Tan, F., Liu, H., Li, B., Lei, T., & Zhao, X. (2020). The Use of Molecular
Subtypes for Precision Therapy of Recurrent and Metastatic Gastrointestinal Stromal

Tumor. OncoTargets and therapy, 13, 2433-2447. https://doi.org/10.2147/OTT.S241331
137


https://doi.org/10.1152/physrev.00046.2011

152. Liu, T., Yuan, X., & Xu, D. (2016). Cancer-Specific Telomerase Reverse
Transcriptase (TERT) Promoter Mutations: Biological and Clinical Implications. Genes,

7(7), 38. https://doi.org/10.3390/genes7070038

153. Liu, W., Xu, J., & Zhang, C. (2018). Prognostic and clinical value of Targeting
protein for Xenopus kinesin-like protein 2 in patients with gastrointestinal tract cancers: A

meta-analysis. Medicine, 97(46), €13303. https://doi.org/10.1097/MD.0000000000013303

154. Lou, L., Zhang, W., Li, J., & Wang, Y. (2020). Abnormal MGMT Promoter
Methylation in Gastrointestinal Stromal Tumors: Genetic Susceptibility and Association

with Clinical Outcome. Cancer management and research, 12, 9941-9952.

https://doi.org/10.2147/CMAR.S269388

155. Ma, S., Rong, X., Gao, F., Yang, Y., & Wei, L. (2018). TPX2 promotes cell
proliferation and migration via PLK1 in OC. Cancer biomarkers : section A of Disease

markers, 22(3), 443-451. https://doi.org/10.3233/CBM-171056

156. Madsen, R. R., Vanhaesebroeck, B., & Semple, R. K. (2018). Cancer-Associated
PIK3CA Mutations in Overgrowth Disorders. Trends in molecular medicine, 24(10), 856—
870. https://doi.org/10.1016/j.molmed.2018.08.003

157. Maggisano, V., Celano, M., Lombardo, G. E., Lepore, S. M., Sponziello, M.,
Rosignolo, F., Verrienti, A., Baldan, F., Puxeddu, E., Durante, C., Filetti, S., Damante, G.,
Russo, D., & Bulotta, S. (2017). Silencing of hTERT blocks growth and migration of
anaplastic thyroid cancer cells. Molecular and cellular endocrinology, 448, 34—40.
https://doi.org/10.1016/j.mce.2017.03.007

158. Maleddu, A., Pantaleo, M. A., Nannini, M., Di Battista, M., Saponara, M., Lolli, C.,
& Biasco, G. (2009). Mechanisms of secondary resistance to tyrosine kinase inhibitors in

gastrointestinal stromal tumours (Review). Oncology reports, 21(6), 1359-1366.
https://doi.org/10.3892/or 00000361

159. Martin, J., Poveda, A., Llombart-Bosch, A., Ramos, R., Lopez-Guerrero, J. A., Garcia
del Muro, J., Maurel, J., Calabuig, S., Gutierrez, A., Gonzalez de Sande, J. L., Martinez, J.,
De Juan, A., Lainez, N., Losa, F., Alija, V., Escudero, P., Casado, A., Garcia, P., Blanco,
R., Buesa, J. M., ... Spanish Group for Sarcoma Research (2005). Deletions affecting
codons 557-558 of the ¢-KIT gene indicate a poor prognosis in patients with completely

resected gastrointestinal stromal tumors: a study by the Spanish Group for Sarcoma

138



Research (GEIS). Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of
Clinical Oncology, 23(25), 6190-6198. https://doi.org/10.1200/JC0O.2005.19.554

160. Mateo, L., Duran-Frigola, M., Gris-Oliver, A., Palafox, M., Scaltriti, M., Razavi, P.,
Chandarlapaty, S., Arribas, J., Bellet, M., Serra, V., & Aloy, P. (2020). Personalized cancer
therapy prioritization based on driver alteration co-occurrence patterns. Genome medicine,

12(1), 78. https://doi.org/10.1186/s13073-020-00774-x

161. Matias-Barrios, V. M., Radaeva, M., Song, Y., Alperstein, Z., Lee, A. R., Schmitt, V.,
Lee, J., Ban, F., Xie, N., Qi, J., Lallous, N., Gleave, M. E., Cherkasov, A., & Dong, X.
(2021). Discovery of New Catalytic Topoisomerase II Inhibitors for Anticancer

Therapeutics. Frontiers in oncology, 10, 633142. https://doi.org/10.3389/fonc.2020.633142

162. Mathias-Machado, M. C., de Jesus, V. H. F., de Carvalho Oliveira, L. J., Neumann,
M., & Peixoto, R. D. (2022). Current Molecular Profile of Gastrointestinal Stromal Tumors
and Systemic Therapeutic Implications. Cancers, 14(21), 5330.
https://doi.org/10.3390/cancers14215330

163. Mavroeidis, L., Metaxa-Mariatou, V., Papoudou-Bai, A., Lampraki, A. M.,
Kostadima, L., Tsinokou, I., Zarkavelis, G., Papadaki, A., Petrakis, D., Gkoura, S.,
Kampletsas, E., Nasioulas, G., Batistatou, A., & Pentheroudakis, G. (2018).
Comprehensive molecular screening by next generation sequencing reveals a distinctive
mutational profile of KIT/PDGFRA genes and novel genomic alterations: results from a
20-year cohort of patients with GIST from north-western Greece. ESMO open, 3(3),
€000335. https://doi.org/10.1136/esmoopen-2018-000335

164. Mei, L., Du, W., Idowu, M., von Mehren, M., & Boikos, S. A. (2018). Advances and
Challenges on Management of Gastrointestinal Stromal Tumors. Frontiers in oncology, 8,

135. https://doi.org/10.3389/fonc.2018.00135

165. Meng, J., Wei, Y., Deng, Q., Li, L., & Li, X. (2022). Study on the expression of
TOP2A in hepatocellular carcinoma and its relationship with patient prognosis. Cancer cell

international, 22(1), 29. https://doi.org/10.1186/s12935-021-02439-0

166. Merkelbach-Bruse, S., Dietmaier, W., Filizesi, L., Gaumann, A., Haller, F., Kitz, J.,
Krohn, A., Mechtersheimer, G., Penzel, R., Schildhaus, H. U., Schneider-Stock, R., Simon,
R., & Wardelmann, E. (2010). Pitfalls in mutational testing and reporting of common KIT

139



and PDGFRA mutations in gastrointestinal stromal tumors. BMC medical genetics, 11,

106. https://doi.org/10.1186/1471-2350-11-106

167. Miettinen, M., Sarlomo-Rikala, M., & Lasota, J. (1999a). Gastrointestinal stromal
tumors: recent advances in understanding of their biology. Human pathology, 30(10),

1213-1220. https://doi.org/10.1016/s0046-8177(99)90040-0

168. Miettinen, M., Monihan, J. M., Sarlomo-Rikala, M., Kovatich, A. J., Carr, N. ],
Emory, T. S., & Sobin, L. H. (1999b). Gastrointestinal stromal tumors/smooth muscle
tumors (GISTs) primary in the omentum and mesentery: clinicopathologic and

immunohistochemical study of 26 cases. The American journal of surgical

pathology, 23(9), 1109-1118. https://doi.org/10.1097/00000478-199909000-00015

169. Miettinen, M., & Lasota, J. (2001). Gastrointestinal stromal tumors--definition,
clinical, histological, immunohistochemical, and molecular genetic features and

differential diagnosis. Virchows Archiv : an international journal of pathology, 438(1), 1—
12. https://doi.org/10.1007/s004280000338

170. Miettinen, M., El-Rifai, W., H L Sobin, L., & Lasota, J. (2002). Evaluation of
malignancy and prognosis of gastrointestinal stromal tumors: a review. Human pathology,

33(5), 478-483. https://doi.org/10.1053/hupa.2002.124123

171. Miettinen, M., Lasota, J., & Sobin, L. H. (2005). Gastrointestinal stromal tumors of
the stomach in children and young adults: a clinicopathologic, immunohistochemical, and
molecular genetic study of 44 cases with long-term follow-up and review of the literature.
The  American  journal — of  surgical  pathology, 29(10), 1373-1381.
https://doi.org/10.1097/01.pas.0000172190.79552.8b

172. Miettinen, M., & Lasota, J. (2006). Gastrointestinal stromal tumors: review on
morphology, molecular pathology, prognosis, and differential diagnosis. Archives of
pathology & laboratory medicine, 130(10), 1466—1478. https://doi.org/10.5858/2006-130-
1466-GSTROM

173. Miettinen, M., Wang, Z. F., & Lasota, J. (2009). DOGI antibody in the differential
diagnosis of gastrointestinal stromal tumors: a study of 1840 cases. The American journal

of surgical pathology, 33(9), 1401-1408. https://doi.org/10.1097/PAS.0b013e3181a90¢1a

174. Miettinen, M., Wang, Z. F., Sarlomo-Rikala, M., Osuch, C., Rutkowski, P., & Lasota,
J. (2011).  Succinate dehydrogenase-deficient ~ GISTs: a clinicopathologic,

140


https://doi.org/10.1016/s0046-8177(99)90040-0
https://doi.org/10.1097/00000478-199909000-00015
https://doi.org/10.5858/2006-130-1466-GSTROM
https://doi.org/10.5858/2006-130-1466-GSTROM

immunohistochemical, and molecular genetic study of 66 gastric GISTs with predilection
to young age. The American journal of surgical pathology, 35(11), 1712-1721.
https://doi.org/10.1097/PAS.0b013e3182260752

175. Miettinen, M., & Lasota, J. (2013). Gastrointestinal stromal tumors. Gastroenterology
clinics of North America, 42(2), 399—415. https://doi.org/10.1016/j.gtc.2013.01.001

176. Miller, 1., Min, M., Yang, C., Tian, C., Gookin, S., Carter, D., & Spencer, S. L.
(2018). Ki67 is a Graded Rather than a Binary Marker of Proliferation versus Quiescence.
Cell reports, 24(5), 1105-1112.e5. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2018.06.110

177. Miranda, C., Nucifora, M., Molinari, F., Conca, E., Anania, M. C., Bordoni, A.,
Saletti, P., Mazzucchelli, L., Pilotti, S., Pierotti, M. A., Tamborini, E., Greco, A., &
Frattini, M. (2012). KRAS and BRAF mutations predict primary resistance to imatinib in
gastrointestinal stromal tumors. Clinical cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research, 18(6), 1769-1776.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-11-2230

178. Morris, S. M., Subramanian, J., Gel, E. S., Runger, G. C., Thompson, E. J., Mallery,
D. W., & Weiss, G. J. (2018). Performance of next-generation sequencing on small tumor
specimens and/or low tumor content samples using a commercially available

platform. PloS one, 13(4), €0196556. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0196556

179. Mou Y, Wang Q, Li B. (2018). “The "'Wild'-Type Gastrointestinal Stromal Tumors:
Heterogeneity on Molecule Characteristics and Clinical Features.” Cancer Transl Med,

4(3):75-82. doi: 10.4103/ctm.ctm_17 18

180. Nannini, M., Astolfi, A., Urbini, M., Indio, V., Santini, D., Heinrich, M. C., Corless,
C. L., Ceccarelli, C., Saponara, M., Mandrioli, A., Lolli, C., Ercolani, G., Brandi, G.,
Biasco, G., & Pantaleo, M. A. (2014). Integrated genomic study of quadruple-WT GIST
(KIT/PDGFRA/SDH/RAS  pathway wild-type GIST). BMC cancer, 14, 685.
https://doi.org/10.1186/1471-2407-14-685

181. Nannini, M., Urbini, M., Astolfi, A., Biasco, G., & Pantaleo, M. A. (2017). The
progressive fragmentation of the KIT/PDGFRA wild-type (WT) gastrointestinal stromal
tumors (GIST). Journal of  translational medicine, 15(1), 113.
https://doi.org/10.1186/s12967-017-1212-x

141



182. Napolitano, A., & Vincenzi, B. (2019). Secondary KIT mutations: the GIST of drug
resistance and  sensitivity.  British  journal of cancer, 120(6), 577-578.
https://doi.org/10.1038/s41416-019-0388-7

183. Ney, J. T., Froehner, S., Roesler, A., Buettner, R., & Merkelbach-Bruse, S. (2012).
High-resolution melting analysis as a sensitive prescreening diagnostic tool to detect
KRAS , BRAF , PIK3CA , and AKTI mutations in formalin-fixed, paraffin-embedded
tissues. Archives of pathology & laboratory medicine, 136(9), 983-992.
https://doi.org/10.5858/arpa.2011-0176-OA

184. Nielsen, C. F., Zhang, T., Barisic, M., Kalitsis, P., & Hudson, D. F. (2020).
Topoisomerase Ilo is essential for maintenance of mitotic chromosome structure.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 117(22),
12131-12142. https://doi.org/10.1073/pnas.2001760117

185. Niinuma, T., Suzuki, H., & Sugai, T. (2018). Molecular characterization and
pathogenesis of gastrointestinal stromal tumor. Translational gastroenterology and

hepatology, 3, 2. https://doi.org/10.21037/tgh.2018.01.02

186. Nishida, T., Kanda, T., Nishitani, A., Takahashi, T., Nakajima, K., Ishikawa, T., &
Hirota, S. (2008). Secondary mutations in the kinase domain of the KIT gene are

predominant in imatinib-resistant gastrointestinal stromal tumor. Cancer science, 99(4),

799-804. https://doi.org/10.1111/5.1349-7006.2008.00727.x

187. Nishida, T., Blay, J. Y., Hirota, S., Kitagawa, Y., & Kang, Y. K. (2016a). The
standard diagnosis, treatment, and follow-up of gastrointestinal stromal tumors based on
guidelines. Gastric cancer : official journal of the International Gastric Cancer

Association and the Japanese Gastric Cancer Association, 19(1), 3—14.

188. Nishida, T., Tsujimoto, M., Takahashi, T., Hirota, S., Blay, J. Y., & Wataya-Kaneda,
M. (2016b). Gastrointestinal stromal tumors in Japanese patients with neurofibromatosis
type L. Journal of gastroenterology, 51(6), 571-578. https://doi.org/10.1007/s00535-015-
1132-6

189. Nowak, K., Formenti, K., Huang, J., Bigras, G., Chu, Q., Adam, B. A., & Izevbaye, L.
(2022). Risk stratification of gastrointestinal stromal tumors by Nanostring gene

expression profiling. Journal of cancer research and clinical oncology, 148(6), 1325—

1336. https://doi.org/10.1007/s00432-022-03924-3

142


https://doi.org/10.1007/s00535-015-1132-6
https://doi.org/10.1007/s00535-015-1132-6

190. Ordog, T., Zornig, M., & Hayashi, Y. (2015). Targeting Disease Persistence in
Gastrointestinal Stromal Tumors. Stem cells translational medicine, 4(7), 702-707.

https://doi.org/10.5966/sctm.2014-0298

191. Pantaleo, M. A., Astolfi, A., Urbini, M., Nannini, M., Paterini, P., Indio, V.,
Saponara, M., Formica, S., Ceccarelli, C., Casadio, R., Rossi, G., Bertolini, F., Santini, D.,
Pirini, M. G., Fiorentino, M., Basso, U., Biasco, G., & GIST Study Group (2014). Analysis
of all subunits, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, of the succinate dehydrogenase complex in
KIT/PDGFRA wild-type GIST. European journal of human genetics : EJHG, 22(1), 32—
39. https://doi.org/10.1038/ejhg.2013.80

192. Pantaleo, M. A., Nannini, M., Corless, C. L., & Heinrich, M. C. (2015). Quadruple
wild-type (WT) GIST: defining the subset of GIST that lacks abnormalities of KIT,
PDGFRA, SDH, or RAS signaling pathways. Cancer medicine, 4(1), 101-103.
https://doi.org/10.1002/cam4.325

193. Pantaleo, M. A., Urbini, M., Indio, V., Ravegnini, G., Nannini, M., De Luca, M.,
Tarantino, G., Angelini, S., Gronchi, A., Vincenzi, B., Grignani, G., Colombo, C.,
Fumagalli, E., Gatto, L., Saponara, M., lanni, M., Paterini, P., Santini, D., Pirini, M. G.,
Ceccarelli, C., ... Biasco, G. (2017). Genome-Wide Analysis Identifies MEN1 and MAX
Mutations and a Neuroendocrine-Like Molecular Heterogeneity in Quadruple WT GIST.
Molecular cancer research : MCR, 15(5), 553-562. https://doi.org/10.1158/1541-
7786.MCR-16-0376

194. Panvichian, R., Tantiwetrueangdet, A., Angkathunyakul, N., & Leelaudomlipi, S.
(2015). TOP2A amplification and overexpression in hepatocellular carcinoma tissues.

BioMed research international, 2015, 381602. https://doi.org/10.1155/2015/381602

195. Pauwels, P., Debiec-Rychter, M., Stul, M., De Wever, 1., Van Oosterom, A. T., &
Sciot, R. (2005). Changing phenotype of gastrointestinal stromal tumours under imatinib

mesylate treatment: a potential diagnostic pitfall. Histopathology, 47(1), 41-47.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2005.02179.x

196. Pei, Y. F., Yin, X. M., & Liu, X. Q. (2018). TOP2A induces malignant character of
pancreatic cancer through activating [-catenin signaling pathway. Biochimica et
biophysica acta. Molecular basis of  disease, 1864(1), 197-207.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2017.10.019

143



197. Pérez de Castro, 1., & Malumbres, M. (2012). Mitotic Stress and Chromosomal
Instability in Cancer: The Case for TPX2. Genes & cancer, 3(11-12), 721-730.
https://doi.org/10.1177/1947601912473306

198. Pitsava, G., Settas, N., Faucz, F. R., & Stratakis, C. A. (2021). Carney Triad, Carney-
Stratakis Syndrome, 3PAS and Other Tumors Due to SDH Deficiency. Frontiers in
endocrinology, 12, 680609. https://doi.org/10.3389/fendo.2021.680609

199. Postow, M. A., & Robson, M. E. (2012). Inherited gastrointestinal stromal tumor
syndromes: mutations, clinical features, and therapeutic implications. Clinical sarcoma

research, 2(1), 16. https://doi.org/10.1186/2045-3329-2-16

200. Pyo, J. S., Kang, G., & Sohn, J. H. (2016). Ki-67 labeling index can be used as a
prognostic marker in gastrointestinal stromal tumor: a systematic review and meta-

analysis. The International journal of biological markers, 31(2), €204—210.
https://doi.org/10.5301/jbm.5000183

201. Ramlee, M. K., Wang, J., Toh, W. X., & Li, S. (2016). Transcription Regulation of
the Human Telomerase Reverse Transcriptase (hTERT) Gene. Genes, 7(8), 50.
https://doi.org/10.3390/genes7080050

202. Ravegnini, G., & Ricci, R. (2019). Succinate Dehydrogenase-Deficient
Gastrointestinal Stromal Tumors: Small Steps Toward Personalized Medicine?.

Epigenetics insights, 12,2516865719842534. https://doi.org/10.1177/2516865719842534

203. Ravegnini, G., Hrelia, P., & Angelini, S. (2019). Somatic pharmacogenomics of
gastrointestinal stromal tumor. Cancer drug resistance (Alhambra, Calif.), 2(1), 107-115.
https://doi.org/10.20517/cdr.2019.02

204. Reith, J. D., Goldblum, J. R., Lyles, R. H., & Weiss, S. W. (2000).
Extragastrointestinal (soft tissue) stromal tumors: an analysis of 48 cases with emphasis on
histologic predictors of outcome. Modern pathology : an official journal of the United
States  and  Canadian ~ Academy  of  Pathology, Inc, 13(5), 577-585.
https://doi.org/10.1038/modpathol.3880099

205. Ricci, R., Martini, M., Ravegnini, G., Cenci, T., Milione, M., Lanza, P., Pierconti, F.,
Santini, D., Angelini, S., Biondi, A., Rosa, F., Alfieri, S., Clemente, G., Persiani, R.,
Cassano, A., Pantaleo, M. A., & Larocca, L. M. (2019). Preferential MGMT methylation
could predispose a subset of KIT/PDGFRA-WT GISTs, including SDH-deficient ones, to

144


https://doi.org/10.1177/2516865719842534
https://doi.org/10.20517/cdr.2019.02

respond to alkylating agents. Clinical epigenetics, 11(1), 2. https://doi.org/10.1186/s13148-
018-0594-9

206. Rios-Moreno, M. J., Jaramillo, S., Pereira Gallardo, S., Vallejo, A., Mora, M., Garcia-
Escudero, A., Amérigo, J., & Gonzilez-Campora, R. (2012). Gastrointestinal stromal
tumors (GISTs): CD117, DOG-1 and PKC8O expression. Is there any advantage in using
several  markers?.  Pathology,  research  and  practice, 208(2), 74-8l1.
https://doi.org/10.1016/j.prp.2011.11.006

207. Rossi, S., Gasparotto, D., Miceli, R., Toffolatti, L., Gallina, G., Scaramel, E.,
Marzotto, A., Boscato, E., Messerini, L., Bearzi, 1., Mazzoleni, G., Capella, C., Arrigoni,
G., Sonzogni, A., Sidoni, A., Mariani, L., Amore, P., Gronchi, A., Casali, P. G., Maestro,
R., ... Dei Tos, A. P. (2015). KIT, PDGFRA, and BRAF mutational spectrum impacts on
the natural history of imatinib-naive localized GIST: a population-based study. The
American Jjournal of surgical pathology, 39(7), 922-930.
https://doi.org/10.1097/PAS.0000000000000418

208. Rubin B. P. (2006). Gastrointestinal stromal tumours: an update. Histopathology,
48(1), 83-96. https://doi.org/10.1111/j.1365-2559.2005.02291 .x

209. Rutkowski P. (2021). Why We Still Need the Better Risk Classification for GIST.
Annals of surgical oncology, 28(5), 2425-2427. https://doi.org/10.1245/s10434-021-
09620-9

210. Sakurai, S., Fukayama, M., Kaizaki, Y., Saito, K., Kanazawa, K., Kitamura, M.,
Iwasaki, Y., Hishima, T., Hayashi, Y., & Koike, M. (1998). Telomerase activity in

gastrointestinal stromal tumors. Cancer, 83(10), 2060-2066.
https://doi.org/10.1002/(sici)1097-0142(19981115)83:10<2060::aid-cncr3>3.0.co;2-#

211. Sakurai, S., Hishima, T., Takazawa, Y., Sano, T., Nakajima, T., Saito, K., Morinaga,
S., & Fukayama, M. (2001). Gastrointestinal stromal tumors and KIT-positive
mesenchymal cells in the omentum. Pathology international, 51(7), 524-531.

https://doi.org/10.1046/j.1440-1827.2001.01224.x

212. Samelis, G. F., Ekmektzoglou, K. A., & Zografos, G. C. (2007). Gastrointestinal
stromal tumours: clinical overview, surgery and recent advances in imatinib mesylate

therapy. European journal of surgical oncology : the journal of the European Society of

145



Surgical Oncology and the British Association of Surgical Oncology, 33(8), 942-950.
https://doi.org/10.1016/j.€js0.2006.11.025

213. Saponara, M., Urbini, M., Astolfi, A., Indio, V., Ercolani, G., Del Gaudio, M.,
Santini, D., Pirini, M. G., Fiorentino, M., Nannini, M., Lolli, C., Mandrioli, A., Gatto, L.,
Brandi, G., Biasco, G., Pinna, A. D., & Pantaleo, M. A. (2015). Molecular characterization
of metastatic exon 11 mutant gastrointestinal stromal tumors (GIST) beyond KIT/PDGFRa
genotype evaluated by next generation sequencing (NGS). Oncotarget, 6(39), 42243—
42257. https://doi.org/10.18632/oncotarget.6278

214. Selak, M. A., Armour, S. M., MacKenzie, E. D., Boulahbel, H., Watson, D. G.,
Mansfield, K. D., Pan, Y., Simon, M. C., Thompson, C. B., & Gottlieb, E. (2005).
Succinate links TCA cycle dysfunction to oncogenesis by inhibiting HIF-alpha prolyl
hydroxylase. Cancer cell, 7(1), 77-85. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2004.11.022

215. Serrano, C., Marifio-Enriquez, A., Tao, D. L., Ketzer, J., Eilers, G., Zhu, M., Yu, C.,
Mannan, A. M., Rubin, B. P., Demetri, G. D., Raut, C. P., Presnell, A., McKinley, A.,
Heinrich, M. C., Czaplinski, J. T., Sicinska, E., Bauer, S., George, S., & Fletcher, J. A.
(2019). Complementary activity of tyrosine kinase inhibitors against secondary kit

mutations in imatinib-resistant gastrointestinal stromal tumours. British journal of cancer,

120(6), 612—620. https://doi.org/10.1038/s41416-019-0389-6

216. Serrano, C., & George, S. (2020). Gastrointestinal Stromal Tumor: Challenges and
Opportunities for a New Decade. Clinical cancer research : an official journal of the
American Association for Cancer Research, 26(19), 5078-5085.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-20-1706

217. Settas, N., Faucz, F. R., & Stratakis, C. A. (2018). Succinate dehydrogenase (SDH)
deficiency, Carney triad and the epigenome. Molecular and cellular endocrinology, 469,

107-111. https://doi.org/10.1016/;.mce.2017.07.018

218. Sharma, A. K., de la Torre, J., IJzerman, N. S., Sutton, T. L., Zhao, B., Khan, T. M.,
Banerjee, S., Cui, C., Nguyen, V., Alkhuziem, M., Snaebjornsson, P., van Boven, H.,
Bruining, A., Tang, C. M., Yoon, H., De la Fuente, A., Kato, S., Patel, H., Heinrich, M. C.,
Corless, C. L., ... Sicklick, J. K. (2021). Location of Gastrointestinal Stromal Tumor
(GIST) in the Stomach Predicts Tumor Mutation Profile and Drug Sensitivity. Clinical
cancer research : an official journal of the American Association for Cancer Research,

27(19), 5334-5342. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-21-1221
146



219. Shi, E., Chmielecki, J., Tang, C. M., Wang, K., Heinrich, M. C., Kang, G., Corless, C.
L., Hong, D., Fero, K. E., Murphy, J. D., Fanta, P. T., Ali, S. M., De Siena, M., Burgoyne,
A. M., Movva, S., Madlensky, L., Heestand, G. M., Trent, J. C., Kurzrock, R., Morosini,
D., ... Sicklick, J. K. (2016). FGFR1 and NTRK3 actionable alterations in "Wild-Type"
gastrointestinal stromal tumors. Journal of translational medicine, 14(1), 339.

https://doi.org/10.1186/s12967-016-1075-6

220. Shi, Z., Jiang, W., Chen, X., Xu, M., Wang, X., & Zha, D. (2020). Prognostic and
clinicopathological value of Ki-67 expression in patients with nasopharyngeal carcinoma: a
meta-analysis. Therapeutic advances in medical oncology, 12, 1758835920951346.
https://doi.org/10.1177/1758835920951346

221. Schaefer, 1. M., & Fletcher, C. D. M. (2018). Recent advances in the diagnosis of soft
tissue tumours. Pathology, 50(1), 37-48. https://doi.org/10.1016/j.pathol.2017.07.007

222. Schaefer, I. M., DeMatteo, R. P., & Serrano, C. (2022). The GIST of Advances in
Treatment of Advanced Gastrointestinal Stromal Tumor. American Society of Clinical
Oncology educational book. American Society of Clinical Oncology. Annual Meeting, 42,
1-15. https://doi.org/10.1200/EDBK 351231

223. Sihto, H., Sarlomo-Rikala, M., Tynninen, O., Tanner, M., Andersson, L. C., Franssila,
K., Nupponen, N. N., & Joensuu, H. (2005). KIT and platelet-derived growth factor
receptor alpha tyrosine kinase gene mutations and KIT amplifications in human solid

tumors. Journal of clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical

Oncology, 23(1), 49-57. https://doi.org/10.1200/JC0O.2005.02.093

224. Smits, A. J., Kummer, J. A., de Bruin, P. C., Bol, M., van den Tweel, J. G,
Seldenrijk, K. A., Willems, S. M., Offerhaus, G. J., de Weger, R. A., van Diest, P. J., &
Vink, A. (2014). The estimation of tumor cell percentage for molecular testing by
pathologists is not accurate. Modern pathology : an official journal of the United States
and Canadian Academy of Pathology, Inc, 27(2), 168—174.
https://doi.org/10.1038/modpathol.2013.134

225. Sobecki, M., Mrouj, K., Camasses, A., Parisis, N., Nicolas, E., Ll¢res, D., Gerbe, F.,
Prieto, S., Krasinska, L., David, A., Eguren, M., Birling, M. C., Urbach, S., Hem, S.,
D¢jardin, J., Malumbres, M., Jay, P., Dulic, V., Lafontaine, D. L.j, Feil, R., ... Fisher, D.
(2016). The cell proliferation antigen Ki-67 organises heterochromatin. eLife, 5, e13722.

https://doi.org/10.7554/eLife.13722
147



226. Sobecki, M., Mrouj, K., Colinge, J., Gerbe, F., Jay, P., Krasinska, L., Dulic, V., &
Fisher, D. (2017). Cell-Cycle Regulation Accounts for Variability in Ki-67 Expression
Levels. Cancer research, 77(10), 2722-2734. https://doi.org/10.1158/0008-5472.CAN-16-
0707

227. Soziitek, D., Yanik, S., Akkoca, A. N., Soziitek, A., Ozdemir, Z. T., Avsar, C. U.,
Giinaldi, M., Sahin, B., & Doron, F. (2014). Diagnostic and prognostic roles of DOG1 and
Ki-67, in GIST patients with localized or advanced/metastatic disease. International

Jjournal of clinical and experimental medicine, 7(7), 1914—1922.

228. Stacey, D. W., Hitomi, M., & Chen, G. (2000). Influence of cell cycle and oncogene
activity upon topoisomerase Ilalpha expression and drug toxicity. Molecular and cellular

biology, 20(24), 9127-9137. https://doi.org/10.1128/MCB.20.24.9127-9137.2000

229. Starzynska, A., Sejda, A., Adamska, P., Marvaso, G., Sakowicz-Burkiewicz, M.,
Adamski, t., & Jereczek-Fossa, B. A. (2020). Prognostic value of the PIK3CA, AKT, and
PTEN mutations in oral squamous cell carcinoma: literature review. Archives of medical

science : AMS, 17(1), 207-217. https://doi.org/10.5114/aoms.2020.100780

230. Steigen, S. E., & Eide, T. J. (2009). Gastrointestinal stromal tumors (GISTs): a
review. APMIS : acta pathologica, microbiologica, et immunologica Scandinavica, 117(2),

73-86. https://doi.org/10.1111/5.1600-0463.2008.00020.x

231. Stratakis, C. A., & Carney, J. A. (2009). The triad of paragangliomas, gastric stromal
tumours and pulmonary chondromas (Carney triad), and the dyad of paragangliomas and
gastric stromal sarcomas (Carney-Stratakis syndrome): molecular genetics and clinical
implications. Journal of internal medicine, 266(1), 43-52. https://doi.org/10.1111/5.1365-
2796.2009.02110.x

232. Sun, X., & Kaufman, P. D. (2018). Ki-67: more than a proliferation
marker. Chromosoma, 127(2), 175—186. https://doi.org/10.1007/s00412-018-0659-8

233. Supek, F., Miiana, B., Valcarcel, J., Gabaldon, T., & Lehner, B. (2014). Synonymous
mutations frequently act as driver mutations in human cancers. Cell, 156(6), 1324—1335.

https://doi.org/10.1016/j.cell.2014.01.051

234. Supek F. (2016). The Code of Silence: Widespread Associations Between
Synonymous Codon Biases and Gene Function. Journal of molecular evolution, 82(1), 65—

73. https://doi.org/10.1007/s00239-015-9714-8
148



235. Szucs, Z., Thway, K., Fisher, C., Bulusu, R., Constantinidou, A., Benson, C., van der
Graaf, W. T., & Jones, R. L. (2017). Molecular subtypes of gastrointestinal stromal tumors
and their prognostic and therapeutic implications. Future oncology (London, England),

13(1), 93—-107. https://doi.org/10.2217/fon-2016-0192

236. Tajima, S., Ohata, A., Koda, K., & Maruyama, Y. (2015). Myxoid epithelioid
gastrointestinal stromal tumor harboring an unreported PDGFRA mutation: report of a case
and review of the literature. International journal of clinical and experimental

pathology, 8(5), 5821-5829.

237. Tamborini, E., Pricl, S., Negri, T., Lagonigro, M. S., Miselli, F., Greco, A., Gronchi,
A., Casali, P. G., Ferrone, M., Fermeglia, M., Carbone, A., Pierotti, M. A., & Pilotti, S.
(2006). Functional analyses and molecular modeling of two c-Kit mutations responsible for
imatinib secondary resistance in GIST patients. Oncogene, 25(45), 6140-6146.
https://doi.org/10.1038/sj.onc.1209639

238. Tang, C. M., Lee, T. E., Syed, S. A., Burgoyne, A. M., Leonard, S. Y., Gao, F., Chan,
J. C., Shi, E., Chmielecki, J., Morosini, D., Wang, K., Ross, J. S., Kendrick, M. L.,
Bardsley, M. R., Siena, M., Mao, J., Harismendy, O., Ordog, T., & Sicklick, J. K. (2016).
Hedgehog pathway dysregulation contributes to the pathogenesis of human gastrointestinal
stromal tumors via GLI-mediated activation of KIT expression. Oncotarget, 7(48), 78226—

78241. https://doi.org/10.18632/oncotarget. 12909

239. Tarn, C., Rink, L., Merkel, E., Flieder, D., Pathak, H., Koumbi, D., Testa, J. R.,
Eisenberg, B., von Mehren, M., & Godwin, A. K. (2008). Insulin-like growth factor 1
receptor is a potential therapeutic target for gastrointestinal stromal tumors. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 105(24), 8387—8392.
https://doi.org/10.1073/pnas.0803383105

240. Tian, Y., Ma, Z., Chen, Z., Li, M., Wu, Z., Hong, M., Wang, H., Svatek, R.,
Rodriguez, R., & Wang, Z. (2016). Clinicopathological and Prognostic Value of Ki-67

Expression in Bladder Cancer: A Systematic Review and Meta-Analysis. PloS one, 11(7),
e0158891. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0158891

241. Torihashi, S., Nishi, K., Tokutomi, Y., Nishi, T., Ward, S., & Sanders, K. M. (1999).
Blockade of kit signaling induces transdifferentiation of interstitial cells of cajal to a
smooth muscle phenotype. Gastroenterology, 117(1), 140-148.

https://doi.org/10.1016/s0016-5085(99)70560-3
149



242. Tornillo, L., & Terracciano, L. M. (2006). An update on molecular genetics of
gastrointestinal stromal tumours. Journal of clinical pathology, 59(6), 557-563.
https://doi.org/10.1136/jcp.2005.031112

243. Tornillo L. (2014). Gastrointestinal stromal tumor - an evolving concept. Frontiers in

medicine, 1, 43. https://doi.org/10.3389/fmed.2014.00043

244. Valencia, E., & Saif, M. W. (2014). Neurofibromatosis type 1 and GIST: is there a
correlation?. Anticancer research, 34(10), 5609-5612.

245. van Dongen, J. J., Langerak, A. W., Briiggemann, M., Evans, P. A., Hummel, M.,
Lavender, F. L., Delabesse, E., Davi, F., Schuuring, E., Garcia-Sanz, R., van Krieken, J.
H., Droese, J., Gonzalez, D., Bastard, C., White, H. E., Spaargaren, M., Gonzélez, M.,
Parreira, A., Smith, J. L., Morgan, G. J., ... Macintyre, E. A. (2003). Design and
standardization of PCR primers and protocols for detection of clonal immunoglobulin and
T-cell receptor gene recombinations in suspect lymphoproliferations: report of the
BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936. Leukemia, 17(12), 2257-2317.
https://doi.org/10.1038/sj.1eu.2403202

246. van Oosterom, A. T., Judson, 1., Verweij, J., Stroobants, S., Donato di Paola, E.,
Dimitrijevic, S., Martens, M., Webb, A., Sciot, R., Van Glabbeke, M., Silberman, S.,
Nielsen, O. S., & European Organisation for Research and Treatment of Cancer Soft
Tissue and Bone Sarcoma Group (2001). Safety and efficacy of imatinib (STIS71) in
metastatic gastrointestinal stromal tumours: a phase I study. Lancet (London, England),

358(9291), 1421-1423. https://doi.org/10.1016/s0140-6736(01)06535-7

247. Vassos, N., Agaimy, A., Schlabrakowski, A., Hohenberger, W., Schneider-Stock, R.,
& Croner, R. S. (2011). An unusual and potentially misleading phenotypic change in a
primary gastrointestinal stromal tumour (GIST) under imatinib mesylate therapy. Virchows

Archiv  : an  international  journal of  pathology, 458(3), 363-369.
https://doi.org/10.1007/s00428-010-1034-1

248. Verweij, J., Casali, P. G., Zalcberg, J., LeCesne, A., Reichardt, P., Blay, J. Y., Issels,
R., van Oosterom, A., Hogendoorn, P. C., Van Glabbeke, M., Bertulli, R., & Judson, I.
(2004). Progression-free survival in gastrointestinal stromal tumours with high-dose
imatinib: randomised trial. Lancet (London, England), 364(9440), 1127-1134.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(04)17098-0

150



249. von Mehren, M., & Joensuu, H. (2018). Gastrointestinal Stromal Tumors. Journal of
clinical oncology : official journal of the American Society of Clinical Oncology, 36(2),
136-143. https://doi.org/10.1200/JC0O.2017.74.9705

250. Walker, J. A., & Upadhyaya, M. (2018). Emerging therapeutic targets for
neurofibromatosis type 1. Expert opinion on therapeutic targets, 22(5), 419-437.
https://doi.org/10.1080/14728222.2018.1465931

251. Wang, C. M., Fu, H., Zhao, G. F., Zhou, X. Y., Du, C. Y., Dong, R. Z., Zhou, Y., &
Shi, Y. Q. (2009). Secondary resistance to imatinib in patients with gastrointestinal stromal

tumors through an acquired KIT exon 17 mutation. Molecular medicine reports, 2(3), 455—

460. https://doi.org/10.3892/mmr 00000121

252. Wang, K., Wang, R. L., Liu, J. J., Zhou, J., Li, X., Hu, W. W., Jiang, W. J., & Hao, N.
B. (2018). The prognostic significance of hTERT overexpression in cancers: A systematic
review and meta-analysis. Medicine, 97(35), el1794.
https://doi.org/10.1097/MD.000000000001 1794

253. Wang, S., Li, Q., Ma, P, Fang, Y., Yu, Y., Jiang, N., Miao, H., Tang, Q., Yang, Y.,
Xing, S., Chen, R., Yi, X., & Li, N. (2022). KRAS Mutation in Rare Tumors: A Landscape
Analysis of 3453 Chinese Patients. Frontiers in molecular biosciences, 9, 831382.

https://doi.org/10.3389/fmolb.2022.831382

254. Wang, Y., Wang, H., Yan, Z., Li, G., Hu, G., Zhang, H., Huang, D., Wang, Y.,
Zhang, X., Yan, Y., Lu, Q., Cheng, M., & Luo, S. (2020). The critical role of dysregulated
Hh-FOXM1-TPX2 signaling in human hepatocellular carcinoma cell proliferation. Cell
communication and signaling : CCS, 18(1), 116. https://doi.org/10.1186/s12964-020-
00628-4

255. Wardelmann, E., Neidt, 1., Bierhoff, E., Speidel, N., Manegold, C., Fischer, H. P.,
Pfeifer, U., & Pietsch, T. (2002). c-kit mutations in gastrointestinal stromal tumors occur
preferentially in the spindle rather than in the epithelioid cell variant. Modern pathology :
an official journal of the United States and Canadian Academy of Pathology, Inc, 15(2),
125-136. https://doi.org/10.1038/modpathol.3880504

256. Wardelmann, E., Losen, 1., Hans, V., Neidt, L., Speidel, N., Bierhoff, E., Heinicke, T.,
Pietsch, T., Biittner, R., & Merkelbach-Bruse, S. (2003). Deletion of Trp-557 and Lys-558

in the juxtamembrane domain of the c-kit protooncogene is associated with metastatic

151



behavior of gastrointestinal stromal tumors. International journal of cancer, 106(6), 887—

895. https://doi.org/10.1002/ijc.11323

257. Wardelmann, E., Hrychyk, A., Merkelbach-Bruse, S., Pauls, K., Goldstein, J.,
Hohenberger, P., Losen, 1., Manegold, C., Biittner, R., & Pietsch, T. (2004). Association of
platelet-derived growth factor receptor alpha mutations with gastric primary site and
epithelioid or mixed cell morphology in gastrointestinal stromal tumors. The Journal of
molecular  diagnostics : JMD, 6(3), 197-204. https://doi.org/10.1016/s1525-
1578(10)60510-7

258. Wardelmann, E., Thomas, N., Merkelbach-Bruse, S., Pauls, K., Speidel, N., Biittner,
R., Bihl, H., Leutner, C. C., Heinicke, T., & Hohenberger, P. (2005). Acquired resistance
to imatinib in gastrointestinal stromal tumours caused by multiple KIT mutations. The

Lancet. Oncology, 6(4), 249-251. https://doi.org/10.1016/S1470-2045(05)70097-8

259. Wardelmann, E., Merkelbach-Bruse, S., Pauls, K., Thomas, N., Schildhaus, H. U.,
Heinicke, T., Speidel, N., Pietsch, T., Buettner, R., Pink, D., Reichardt, P., & Hohenberger,
P. (2006). Polyclonal evolution of multiple secondary KIT mutations in gastrointestinal
stromal tumors under treatment with imatinib mesylate. Clinical cancer research : an
official journal of the American Association for Cancer Research, 12(6), 1743—-1749.
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-05-1211

260. Wardelmann, E., Schildhaus, H. U., Merkelbach-Bruse, S., Hartmann, W., Reichardt,
P., Hohenberger, P., & Biittner, R. (2010). Soft tissue sarcoma: from molecular diagnosis
to selection of treatment. Pathological diagnosis of soft tissue sarcoma amid molecular
biology and targeted therapies. Annals of oncology : official journal of the European
Society for Medical Oncology, 21 Suppl 7, vii265—vii269.
https://doi.org/10.1093/annonc/mdq381

261. Wei, P., Zhang, N., Xu, Y., Li, X., Shi, D., Wang, Y., Li, D., & Cai, S. (2013). TPX2
is a novel prognostic marker for the growth and metastasis of colon cancer. Journal of

translational medicine, 11, 313. https://doi.org/10.1186/1479-5876-11-313

262. WHO Classification of Tumours Editorial Board. Soft tissue and bone tumours. Lyon
(France): International Agency for Research on Cancer 2020. (WHO classification of

tumours series, Sth ed. Vol. 3). https://publications. larc.fr/588

152



263. Wilhelm, S. M., Dumas, J., Adnane, L., Lynch, M., Carter, C. A., Schiitz, G.,
Thierauch, K. H., & Zopf, D. (2011). Regorafenib (BAY 73-4506): a new oral multikinase
inhibitor of angiogenic, stromal and oncogenic receptor tyrosine kinases with potent

preclinical antitumor activity. International journal of cancer, 129(1), 245-255.

https://doi.org/10.1002/ijc.25864

264. Willasch, A. M., Gruhn, B., Coliva, T., Kalinova, M., Schneider, G., Kreyenberg, H.,
Steinbach, D., Weber, G., Hollink, I. H., Zwaan, C. M., Biondi, A., van der Velden, V. H.,
Reinhardt, D., Cazzaniga, G., Bader, P., Trka, J., & European Study Group on WTI1
Expression in Childhood AML (2009). Standardization of WT1 mRNA quantitation for
minimal residual disease monitoring in childhood AML and implications of WT1 gene
mutations: a  European multicenter study. Leukemia, 23(8), 1472-1479.
https://doi.org/10.1038/1eu.2009.51

265. Williams, C., Pontén, F., Moberg, C., Soderkvist, P., Uhlén, M., Pontén, J., Sitbon,
G., & Lundeberg, J. (1999). A high frequency of sequence alterations is due to formalin
fixation of archival specimens. The American journal of pathology, 155(5), 1467—-1471.
https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)65461-2

266. Willmore, C., Holden, J. A., Zhou, L., Tripp, S., Wittwer, C. T., & Layfield, L. J.
(2004). Detection of c-kit-activating mutations in gastrointestinal stromal tumors by high-

resolution amplicon melting analysis. American journal of clinical pathology, 122(2), 206—

216. https://doi.org/10.1309/4E6U-YBY 6-2N2F-CA6N

267. Wittmann, T., Wilm, M., Karsenti, E., & Vernos, L. (2000). TPX2, A novel xenopus
MAP involved in spindle pole organization. The Journal of cell biology, 149(7), 1405—
1418. https://doi.org/10.1083/jcb.149.7.1405

268. Wozniak, A., Rutkowski, P., Piskorz, A., Ciwoniuk, M., Osuch, C., Bylina, E., Sygut,
J., Chosia, M., Rys, J., Urbanczyk, K., Kruszewski, W., Sowa, P., Siedlecki, J., Debiec-
Rychter, M., Limon, J., & Polish Clinical GIST Registry (2012). Prognostic value of
KIT/PDGFRA mutations in gastrointestinal stromal tumours (GIST): Polish Clinical GIST
Registry experience. Annals of oncology : official journal of the European Society for
Medical Oncology, 23(2), 353-360. https://doi.org/10.1093/annonc/mdr127

269. Wu, C. E., Tzen, C. Y., Wang, S. Y., & Yeh, C. N. (2019). Clinical Diagnosis of
Gastrointestinal Stromal Tumor (GIST): From the Molecular Genetic Point of View.

Cancers, 11(5), 679. https://doi.org/10.3390/cancers11050679
153



270. Wu, J., Zhou, H., Yi, X., He, Q., Lei, T., Tan, F., Liu, H., & Li, B. (2021). Targeted
Deep Sequencing Reveals Unrecognized KIT Mutation Coexistent with NF1 Deficiency in
GISTs. Cancer management and research, 13, 297-306.
https://doi.org/10.2147/CMAR.S280174

271. Yamamoto, H., Oda, Y., Kawaguchi, K., Nakamura, N., Takahira, T., Tamiya, S.,
Saito, T., Oshiro, Y., Ohta, M., Yao, T., & Tsuneyoshi, M. (2004). c-kit and PDGFRA
mutations in extragastrointestinal stromal tumor (gastrointestinal stromal tumor of the soft
tissue). The American journal of surgical pathology, 28(4), 479-488.
https://doi.org/10.1097/00000478-200404000-00007

272. Yan, L., Li, S., Xu, C., Zhao, X., Hao, B., Li, H., & Qiao, B. (2013). Target protein
for Xklp2 (TPX2), a microtubule-related protein, contributes to malignant phenotype in
bladder carcinoma. Tumour biology: the journal of the International Society for
Oncodevelopmental Biology and Medicine, 34(6), 4089—-4100.
https://doi.org/10.1007/s13277-013-1000-z

273. Yeh, C. N., Yen, C. C., Chen, Y. Y., Cheng, C. T., Huang, S. C., Chang, T. W., Yao,
F. Y., Lin, Y. C., Wen, Y. S., Chiang, K. C., Chen, J. S., Yeh, T. S., Tzeng, C. H., Chao, T.
C., & Fletcher, J. A. (2014). Identification of aurora kinase A as an unfavorable prognostic
factor and potential treatment target for metastatic gastrointestinal stromal tumors.

Oncotarget, 5(12), 4071-4086. https://doi.org/10.18632/oncotarget.1705

274. Yeh, C. N., Chen, M. H.,, Chen, Y. Y., Yang, C. Y., Yen, C. C., Tzen, C. Y., Chen, L.
T., & Chen, J. S. (2017). A phase II trial of regorafenib in patients with metastatic and/or a
unresectable gastrointestinal stromal tumor harboring secondary mutations of exon 17.

Oncotarget, 8(27), 44121-44130. https://doi.org/10.18632/oncotarget.17310

275. Y14a-Outinen, H., Loponen, N., Kallionpdi, R. A., Peltonen, S., & Peltonen, J. (2019).
Intestinal tumors in neurofibromatosis 1 with special reference to fatal gastrointestinal
stromal tumors (GIST). Molecular genetics & genomic medicine, 7(9), €927.

https://doi.org/10.1002/mgg3.927

276. Zhang, H., & Liu, Q. (2020). Prognostic Indicators for Gastrointestinal Stromal
Tumors: A Review. Translational oncology, 13(10), 100812.
https://doi.org/10.1016/j.tranon.2020.100812

154



277. Zhao, Q., Li, H., Zhu, L., Hu, S., Xi, X., Liu, Y., Liu, J., & Zhong, T. (2020).
Bioinformatics analysis shows that TOP2A functions as a key candidate gene in the
progression of cervical cancer. Biomedical reports, 13(4), 21.

https://doi.org/10.3892/br.2020.1328

278. Zhao, W. Y., Xu, J., Wang, M., Zhang, Z. Z., Tu, L., Wang, C. J., Lin, T. L., Shen, Y.
Y., Liu, Q., & Cao, H. (2014). Prognostic value of Ki67 index in gastrointestinal stromal
tumors. International journal of clinical and experimental pathology, 7(5), 2298-2304.

279. Zhao, X., & Yue, C. (2012). Gastrointestinal stromal tumor. Journal of
gastrointestinal ~ oncology,  3(3), 189-208.  https://doi.org/10.3978/].issn.2078-
6891.2012.031

280. Zheng, S., Huang, K. E., Jia, J., Li, X., & Tao, D. Y. (2013). Rhabdomyosarcomatous
differentiation in gastrointestinal stromal tumors after imatinib resistance: a potential
diagnostic pitfall. Experimental biology and medicine (Maywood, N.J.), 238(1), 120-124.
https://doi.org/10.1258/ebm.2012.012173

281. Zhou, T., Wang, Y., Qian, D., Liang, Q., & Wang, B. (2018). Over-expression of
TOP2A as a prognostic biomarker in patients with glioma. International journal of clinical

and experimental pathology, 11(3), 1228-1237.

282. Zhou, Y., Hu, W., Chen, P., Abe, M., Shi, L., Tan, S. Y., Li, Y., & Zong, L. (2017).
Ki67 is a biological marker of malignant risk of gastrointestinal stromal tumors: A
systematic review and meta-analysis. Medicine, 96(34), e7911.

https://doi.org/10.1097/MD.0000000000007911

283. Zhu, G., Shi, J., Zhang, S., Guo, Y., Huang, L., Zhao, H., Jiang, Y., & Sun, J. (2020).
Loss of PI3 kinase association improves the sensitivity of secondary mutation of KIT to

Imatinib. Cell & bioscience, 10, 16. https://doi.org/10.1186/s13578-020-0377-9

284. Zito Marino, F., Pagliuca, F., Ronchi, A., Cozzolino, 1., Montella, M., Berretta, M.,
Errico, M. E., Donoftrio, V., Bianco, R., & Franco, R. (2020). NTRK Fusions, from the
Diagnostic ~ Algorithm to Innovative Treatment in the FEra of Precision

Medicine. International Jjournal of molecular sciences, 21(10), 3718.

https://doi.org/10.3390/ijms21103718

285. Zou J, Huang RY, Jiang FN, Chen DX, Wang C, Han ZD, Liang YX, Zhong WD.

(2018a). Overexpression of TPX2 is associated with progression and prognosis of prostate

155



cancer. Oncol Lett. Sep;16(3):2823-2832. doi: 10.3892/01.2018.9016. Epub 2018 Jun 25.
PMID: 30127868; PMCID: PMC6096215.

286. Zou, Z., Zheng, B., Li, J., Lv, X., Zhang, H., Yu, F., Kong, L., Li, Y., Yu, M., Fang,
L., & Liang, B. (2018b). TPX2 level correlates with cholangiocarcinoma cell proliferation,
apoptosis, and EMT. Biomedicine & pharmacotherapy = Biomedecine &
pharmacotherapie, 107, 1286—1293. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.08.011

287. Diagnosis GIST [online], Copyright © 2006. GIST support International [cit.
31.05.2023]. Dostupné z: https://www.gistsupport.org/about-gist/for-new-gist-
pages/understanding-your-pathology-report-for-gist/diagnosing-gist/

156


https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.08.011
https://www.gistsupport.org/about-gist/for-new-gist-pages/understanding-your-pathology-report-for-gist/diagnosing-gist/
https://www.gistsupport.org/about-gist/for-new-gist-pages/understanding-your-pathology-report-for-gist/diagnosing-gist/

9. SEZNAM PUBLIKACI

Pivodni védecké prace bez impakt faktoru, které jsou podkladem disertacni prace

1. Augustinakova (Kalfusova) A. a Kodet R. (2010) Histopatologicka a molekularni
charakteristika a diagnostika gastrointestindlnich stromalnich tumort. Aktudlni pohled na

1écbu GIST. Farmakoterapie. Specidlni pfiloha, (6), 6 — 13.

2. Augustinakova (Kalfusova) A. a Kodet R. (2011) Molekularni diagnostika
gastrointestindlnich stromdlnich tumortd ve vztahu k predikci terapeutické odpovédi na

cilenou biologickou 1é¢bu. Cesk. Patol. 47(4), 148 — 152.

3. Kalfusova A. a Kodet R. (2017) Molekularni mechanizmy priméarni a sekundarni
rezistence, molekularné-genetické znaky a vlastnosti KI7/PDGFRA nemutovanych GIST.
Cesk. Patol. 53(4), 167 — 173.

Pivodni védecké prace bez impakt faktoru, které nejsou podkladem disertacni prace

1. Kalinova M, Mrhalova M, Krskova L, Jungbauerovd H, Kalfusova A, Mand’4kova P,
Candova J, Soukup J, Camp V, Kodet R. (2014) Komplexni p¥istup v diagnostice lymfomi
v praktickych ptikladech. Cesk. Patol. 50(3), 118 — 126.

Puvodni védecké prace s impakt faktorem, které jsou podkladem diserta¢ni prace

1. A. Kalfusova, 1. Hilska, L. Krskova, M. Kalinova, Z. Linke, R. Kodet. (2016)
Gastrointestinal stromal tumors — quantitative detection of the Ki-67, TPX2, TOP2A, and

hTERT telomerase subunit mRNA levels to determine proliferation aktivity and potential

for aggressive biological behavior. Neoplasma 63(3) p. 484 — 492. (IF2016=2.119)

2. Kalfusova, A., Linke, Z., Kalinova, M., Krskova, L., Hilska, I., Szabova, J., Vicha, A.,
Kodet, R. (2019). Gastrointestinal stromal tumors - Summary of mutational status of the
primary/secondary KIT/PDGFRA mutations, BRAF mutations and SDH defects.
Pathology,  research  and  practice, 215(12), 152708. Available online
https://doi.org/10.1016/}.prp.2019.152708 (IF2019 = 2.050)

157


https://doi.org/10.1016/j.prp.2019.152708

Pivodni védecké prace s impakt faktorem, které nejsou podkladem disertaéni prace

1. Fabian, O., Hradsky, O, Potuznikova, K, Kalfusova, A., Krskova, L., Hornofova, L.,
Zamecnik, J., Bronsky, J. (2017) Low predictive value of histopathological scoring system
for complications development in children with Crohn’s disease. Pathology-Research and

Practice. 213, 353 — 358. publikace (IF2017= 1.466)

2. Vasovcak, P., Krepelova, A., Menigatti, M., Puchmajerova, A., Skapa, P.,
Augustinakova (Kalfusova), A., Amann, G., Wernstedt, A., Jiricny, J., Marra, G.,
Wimmer, K. (2012) Unique mutational profile associated with a loss of TDG expression in
the reptal cancor of a patient with a constitutional PMS2 deficiency. DNA Repair 11, 616-
623. publikace (IF2012 - 4.274)

Piednasky a plakatova sdéleni na odbornych setkanich

International Scientific Meeting, Association of Clinical Pathologist, 12.6. — 13.6.2008,
Praha, Posterova prezentace: Significance of mutational analysis of the receptor tyrosine

kinases KIT and PDGFRalpha in patients with gastrointestinal stromal tumor
Cena za nejlepsi posterovou prezentaci (Best poster presentation)

35. Sjezd ceskych patologii, 18.6. — 19.6.2008, Brno, Prednaska: Vyznam mutacni
analyzy genl receptorovych tyrosinkindz KIT a PDGFRalpha u pacientt

s gastrointestinadlnimi stromalnimi naddory

Clinical Cancer Immunotherapy and Translational Research, 19.11. — 21. 11.2009,
Havana, Vyzvana prednaska: Prognostic significance of GIST with regard to the activity

of proliferation markers and the telomerase subunit hTERT

ASCO Annual Meeting, 4.6. — 8.6.2010, Chicago (USA), Posterova prezentace:
Prognostic significance of proliferation markers and telomerase activity in gastrointestinal

stromal tumors

2. mezioborové onkologické kolokvium PragueONCO 2011, 27.1. — 28.1.2011, Praha,
Posterova prezentace: Prediktivni a prognosticky vyznam molekularni analyzy

gastrointestinalnich stromalnich nadort

XVII. pracovni setkani a forum onkologii a zastupcu zdravotnich pojist’oven —
Molekularni diagnostika v onkologii — vliv na efektivitu a ndaklady onkologické léCby,

158



27.5.2011, Brno, Vyzvana prednaska: VySetfovani mutaci c-kit a PDGFRA u

gastrointestinalnich stromalnich nadorti k doplnéni indikace terapie imatinib mesylatem

Celostatni sjezd SpoleCnosti lékaiské genetiky CLS JEP a 44. cytogenetické konference
7.9. — 9.9.2011, Tiebon, Prednaska: Molekularni diagnostika gastrointestinalnich

stromdlnich nadorti v kontextu komplexni histopatologické diagnostiky GIST

24th European Congress of Pathology, 8.9. — 12.9.2012, Kongresové centru v Praze,
Posterova prezentace: Role sekundarnich mutaci v mechanizmu vyvoje 1ékové rezistence

u pacientit s GIST

9. sympozium a workshop molekularni patologie a histo(cyto)chemie, 99. olomoucky
diagnosticky semindi Ceské divize IAP a 5. olomoucké dny histologickych laborantii,
26.4. — 27.4.2013, Olomouc, Posterova prezentace: Pichled primarnich a sekundarnich
mutaci s ohledem na vyznam detekce primarni a sekundarni rezistence u pacientl

s gastrointestinalnim stromdlnim nadorem

3% Annual Oncology Biomarkers Congress and 2" Annual Oncology Clinical
Development Congress, 14.10. — 15.10.2013, Manchester, Posterova prezentace: The
detection of activity of selected proliferative biological markers to determine potential

aggressive biological behaviour and prognosis of gastrointestinal stromal tumours

21. Sjezd ceskych a slovenskych patologu, 7.11. — 8. 11.2014, Praha, Posterova
prezentace: Prehled zajimavych piipadi v molekularni diagnostice mutaci geni KIT,

PDGFRA a BRAF u pacientil s gastrointestinalnim stromalnim nadorem.

Védecka konference 2. LF UK, 9.4. — 10.4.2014, Praha, komentovany poster: Piehled
vySetieni primarnich a sekundarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA u pacientll v ramci
komplexni diagnostiky gastrointestindlnich stromalnich nadort a rozsifeni molekularni

analyzy o stanovovani mutaci v genu BRAF

Satelitni sympozium u konference DDPEQ, 2.12.2014, Olomouc, PFednaska: Prediktivni
genetické biomarkery u GIST

Dni molekulovej patologie, 11. sympozium molekulovej patologie s medzindarodnou
ucastou a Martinské dni nelekdrskych pracovnikov v patologii, 4.6. — 5.6.2015, Martin,
Vyzvana prednaska: Prediktivni vyznam molekularni  diagnostiky  pacientl

s gastrointestinadlnim stromalnim nadorem

159



20th World Congress on Advances in Oncology and 18th International Symposium on
Molecular Medicine, 8.10. — 10.10.2015, Atény, Posterova prezentace: Secondary
mutations in the KIT gene and mutation analysis of the BRAF gene in the patients with

gastrointestinal stromal tumors, implication of their assessment.

Setkdni ucastniku ReGISTer, 2017, Praha, Vyzvand piedndska: Novinky v molekularni

diagnostice gastrointestinalnich stromalnich nadort

Institucionadlni podpora FNM, hodnoceni projektl internich grantl v ramci Institucionalni
podpory FNM, 2018, Praha, Prednaska: Gastrointestinalni stromalni nddory — ¢ast jedné

problematiky z blizka

Védecka konference 2. LF UK, 10.4. — 11.4.2019, Praha, komentovany poster: Vyznam
klonalni evoluce sekundarnich mutaci na intra a intertumoralni heterogenitu s ohledem na

rezistenci na terapii inhibitory RTK u pacientt s GIST.

47. Sjezd eskych patologii a 25. Sjezd Ceské spolecnosti histopatologickych laborantii,
3.11. — 5.11.2022, Praha, poster: Molekularni podtypy KIT/PDGFRA nemutovanych

gastrointestindlnich stroméalnich nadort

160



10. SEZNAM OBRAZKU

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Ptehled imunohistochemického a molekularniho vysetieni u GIST

Ptehled strukturalniho slozeni RTK rodiny III.

Schéma aktivace RTK KIT.

Schéma citlivosti TK inhibitort po selhani terapie IM.

Model klonalni selekce bunék se ziskanymi mutacemi.

Ptehled KIT/PDGFRA nemutovanych GIST.

SDH komplex.

Schéma vyseteni a klasifikace GIST.

Klinicko-patologické znaky KIT/PDGFRA nemutovanych GIST
Specificita alelové specifické PCR.

Senzitivita alelové specifické PCR.

Kiivka tani.

Prabéh kiivky tdni mutované a nemutované DNA.

Standardni kiivky proliferacniho markeru TPX2.

Ptehled rozlozeni deleci a substituci v exonu 11 genu KI7.
Ptiklad intranddorové heterogenity sekundarnich mutaci.
Ptiklad internadorové heterogenity sekundarnich mutaci.
Analyza deleci v genech SDH komplexu pomoci metody MLPA
Normalizované hladiny mRNA u GIST, BL, a LMS.
Normalizované hladiny mRNA u benignich/malignich GIST.

Kaplan-Meierovy kiivky

161

14

15

19

26

27

29

32

32

47

48

48

49

52

58

67

67

72

74

75

82



11. SEZNAM TABULEK

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Ptehled frekvence a lokalizace mutaci v genech KIT a PDGFRA
Ptehled TK inhibitorti pouzivanych v 1€¢bé GIST

Ptehled sekundarnich mutaci

Piehled mechanizmi sekundarni rezistence

Ptehled senzitivity sekunddrnich mutaci na TK inhibitory
Molekularni skupiny KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

Ptehled terapeutickych cili

Ptehled klasifikaci prognostického rizika u GIST

Prognostické znaky u GIST dle WHO 2020

Piehled reakénich podminek kontroly integrity DNA a cDNA
Ptehled reakcnich podminek

Piehled reakénich podminek sekvenacni reakce dle Sangera

Reakéni podminky alelové specifické PCR

Reakéni podminky analyzy kitivek tani s vysokym rozliSenim
Reakéni podminky kvantitativni PCR v redlném case (RQ RT PCR)
Ptehled zakladnich klinicko-patologickych tidaji

Piehled pfitomnosti primarnich mutaci v genech KIT'a PDGFRA
Celkovy ptehled ptitomnosti mutaci v genech KIT/PDGFRA

Ptehled primarnich mutaci v jednotlivych exonech gentt KI7 a PDGFRA
Ptehled variability priméarnich mutaci v exonu 11 genu KIT

Ptehled histopatologickych dat u pacientii se sekundarnimi mutacemi
Ptrehled klinicko-patologickych dat u pacientl se sekundarnimi mutacemi

Ptehled detekce alteraci ve skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

162

17

20

22

23

25

31

34

35

35

44

45

46

47

50

54

55

56

56

57

57

59

62

68



Tab. 24

Tab. 25

Tab. 26

Tab. 27

Tab. 28

Tab. 29

Prehled klinicko-patologickych tidaji u pacient s mutaci p.V600OE
Ptehled histopatologickych dat pacientt s defektem SDH komplexu
Hodnoty medianii kopii hladin mRNA ve skupinach BL, GIST, a LMS
Ptehled klinicko-patologickych dat a udaje o pieziti

Celkovy ptehled klinickych dat

Ptehled expresnich mRNA hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT

163

69

70

73

76

81

81



12. SEZNAM ONLINE ZDROJU

https://oncologypro.esmo.org/education-library/factsheets-on-biomarkers
http://www.hgvs.org/

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/

https://www.illumina.com/

https://varnomen.hgvs.org/

https://www.genecards.org/

http://www.uniprot.org/

https://www.omim.org/

https://www.mycancergenome.org/

https://varsome.com/

164


http://www.hgvs.org/
http://technelysium.com.au/wp/chromaspro/
https://www.illumina.com/
https://varnomen.hgvs.org/
https://www.genecards.org/
http://www.uniprot.org/
https://www.omim.org/
https://www.mycancergenome.org/

13. SEZNAM PRILOH

13.1. Seznam primeru

13.1.1. Mutacni analyza
GEN EXON NUKLEOTIDOVA SEKVENCE OLIGONUKLEOTIDU

AKTI 2F GGCCAAGGGGATACTTACGC
2R AGGGTCTGACGGGTAGAGTG
ATR 46 F GCTGCTGTCTTCTTTCACTTGTGACA
46 R CACCTTCATTCCCCGTAGTTCTTTCA
BRAF I11F TTTCTGTTTGGCTTGACTTGACT
I11R GTCACAATGTCACCACATTACATACT
I5F AGTAACTCAGCAGCATCTCAGG
I5R TCATAATGCTTGCTCTGATAGG
ETV6 4F1 GCTGCTGACCAAAGAGGACTTTC
ETV6 4 F2 GCAGAGGAAACCTCGGATTC

NTRK3 14 R ATGCCGTGGTTGATGTGGTGCAGTGG
FGFRI1 F GTGTGCCTGTGGAGGAACTT
TACCI R GAGCTGCACTCTCAGCCTTT

KIT 9aF GAGTAAGCCAGGGCTTTTGTGTT

9aR CGTGCCATTGTGCTTGAAT

9b F CCGTTTGGAAAGCTAGTGGT
9b R CAGAGCCTAAACATCCCCTTA
I11TF*  TGTTCTCTCTCCAGAGTGCTCTA
I11R*  ACCCAAAAAGGTGACATGGA
11F* GATCTATTTTTCCCTTTC

I11R*  AGCCCCTGTTTCATACTG

11Fc  CTATTTTTCCCTTTCTCC

11Re TACCCAAAAAGGTGACAT
11F¢  CCAGAGTGCTCTAATGACTG
I11R¢ TGACATGGAAAGCCCCTGTT
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KRAS

NRAS

PDGFRA

PIK3CA

13F
13R
14 F
14R
17F
17R
18 F
18R
2F
2R
3F
3R
4F
4R
2F
2R
3F
3R
4F
4R
12F
12R
14 F
14R
18 F
18R
9F
9R
20 F
20 R

CATGCGCTTGACATCAGTTT
CAATAAAAGCCAGCTTGGACA
GTCTGATCCACTGAAGCT
ACCCCATGAACTGCCTGT
GGTTTTCTTTTCTCCTCCACCC
TGCAGGACTGTCAAGCAGAG
CAAGGAAGCAGGACACCA
CATTTCAGCAACAGCAGC
GTTCTAATATAGTCACATTTTCA
TGGTCCTGCACCAGTAATATG
GAGCGGATAACAATTTCACACAGG
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
ATGACAAAAGTTGTGGACAGGTTTTGA
TGTTACTTACCTGTCTTGTCTTTGCTGATG
TACTGGTTTCCAACAGGTTCTTGCT
CTACCACTGGGCCTCACCTCTAT
CCAGGATTCTTACAGAAAA
CGCAAATGACTTGCTATTATTGATGGC
GCCACTGTACCCAGCCTAATCTTG
CACATCTCTACCAGAGTTAATCAACTGATGC
CTCTGGTGCACTGGGACTTT
GGAGGTTACCCCATGGAACT
GCTCAGCTGGACTGATATGTGA
CCAGTGAAAATCCTCACTCCA
GCTACAGATGGCTTGATCCTG
GACCAGTGAGGGAAGTGAGG
CCAGAGGGGAAAAATATGACAA
CCATTTTAGCACTTACCTGTGAC
CTCAATGATGCTTGGCTCTGG
GTGGAATCCAGAGTGAGCTTTC
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Legenda: 11? Daum et al., 2007, 11° Kim et al. 2004, 11¢ Hou et al., 2004, 11¢ Wardelmann

et al., 2002

13.1.2. Expresni analyza

GEN

ABL

Ki67

TPX2

TOP24

hTERT

PRIMER

sonda

NUKLEOTIDOVA SEKVENCE OLIGONUKLEOTIDU

5" 6-FAM-CCATTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T-
TAMRA 3’

5"TGG AGA TAA CACTCT AAG CAT AACTAAAGG T 3’
5" GAT GTA GTT GCT TGG GAC CCA 37

Universal ProbeLibrary, probe No. 30*

5" GAG GTG TGC AGA AAATCC AAA 3’
5"CTG TCC CTA TGA CTT CTG GTT GT 3’
Universal ProbeLibrary, probe No. 51*

5" ACA TCT GAA CTA CGA AAG CAT CC 3’
5" GGC TTA ACA ATG GTA CAT CCCTTA 3°
Universal ProbeLibrary, probe No. 76*

5" CAA CAT GCC AAT TGA GTG AAA 3’

5" ACT TGG GCC TTA AAC TTC ACC 3’
Universal ProbeLibrary, probe No. 19?

5"GCC TTC AAG AGC CAC GTC 37

5" CCA CGA ACT GTC GCA TGT 37

Legenda: Roche Applied Science?
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