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ABSTRAKT

VétSina gastrointestindlnich stromalnich nadort (GIST) je charakterizovana
piitomnosti aktivacnich mutaci v genech KIT a PDGFRA (80 — 85 %). Ve skuping
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST (10 — 15 %) byly detekovany mutace v genech
BRAF, KRAS, defekty vkomplexu SDH, nebo fize FGFRI::TACCI,
ETV6::NTRK3. Cilena terapie Imatinib mesylatem (IM) znamenala vyznamny
prulom v terapii GIST. Vyraznym problémem cilené terapie je vznik primarni nebo
sekundarni rezistence. Biologické chovani GIST je nepiedvidatelné. Stanoveni
proliferani aktivity vybranych markeri proliferace a senescence umozni
objektivizovat riziko agresivniho chovani nadoru. Cilem prvni ¢asti nasi prace byla
mutaéni analyza gentt KIT a PDGFRA a detekce sekundarnich mutaci u pacientt
s progresi onemocnéni. V 83.5 % vzorkill jsme detekovali primdrni mutace v genech
KIT a PDGFRA. U 16 pacientil jsme prokazali pfitomnost sekundarnich 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 prokézali defekty v podjednotkdch SDH komplexu, mutace v genech
BRAF a NF1 a alterace v genech AKT1, a ATR. Ptedmétem zbyvajici ¢asti prace bylo
stanoveni exprese mRNA hladin vybranych markeri proliferace a senescence.
Zjistili jsme, ze expresni hladiny vybranych markert (Ki-67, TPX2, TOP2A a
hTERT) jsou vhodnymi markery pro stanoveni proliferace nddoru a urceni
maligniho potencidlu GIST. Navic jsme zjistili korelaci mezi vy$§imi hladinami
mRNA prolifera¢nich markerti Ki-67, TPX2 a hTERT a kratSim ptezitim u pacient
s GIST (EFS a OS).

KLiCOVA SLOVA
GIST, mutace gentl, rezistence k terapii, nadorova heterogenita, proliferacni

markery



ABSTRACT

Most 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::TACCI, 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 substantial problem with targeted therapy is the emergence of
primary or secondary resistance. The biological behavior of the GIST is
unpredictable. Determining the activity of selected cell proliferation markers and
senescence will enable the objectification risk of tumor behavior's aggressiveness.
The aim of the first part of our work was the mutational analysis of the KIT/PDGFRA
genes and the detection of secondary mutations in patients with disease progression.
We detected primary mutations in KI/7/PDGFRA genes in 83.5 % of samples. In
addition, we demonstrated the presence of secondary mutations in 16 patients (in 29
progressive lesions — 69 %). We confirmed significant intra-tumor and also inter-
tumor heterogeneity of secondary mutations. The aim of the second part of the thesis
was the analysis of alterations in the KIT/PDGFRA non-mutated GISTs. In this
group of GISTs, we demonstrated defects in the SDH complex subunits, mutations
in the BRAF and NF'I genes, and alterations in the AKT'] and ATR genes. The subject
of the remaining part of the 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, TOP2, and hTERT) are suitable markers for
determining tumor proliferation and malignant potential of GIST. Moreover, 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 DO PROBLEMATIKY

1.1. Gastrointestinalni stromalni nadory (GIST)

Gastrointestindlni stromalni nddory (GIST) tvofi skupinu mezenchymalnich nadort
vznikajicich v gastrointestinalnim traktu (GIT) (Miettinen et al., 1999). Po strance
exprese proteinti jsou GIST nejlépe charakterizované expresi transmembranového
proteinu KIT (CD117) (Heinrich et al., 2003a), ktera je u nich detekovana az v 95 %
GIST (Miettinen, Lasota, 2006). Vice nez 80 % GIST je primdrn¢ lokalizovanych

v GIT a vyskytuji se v celém jeho rozsahu.

1.2. KIT/PDGFRA mutované GIST

Vétsina GIST vznikd na podkladé aktivacnich mutaci v genech KIT (80 — 85 %)
nebo PDGFRA (10— 15 %) (Hirota et al., 1998; Heinrich et al., 2003b). Typy mutaci
v genech KIT a PDGFRA jsou u GIST zna¢né variabilni. Zahrnuji delece, substituce,
invertovanych komplementarnich sekvenci, tzv. delece-inverze (Lasota, Miettinen,
2008). Mutace v genech KIT a PDGFRA mizeme rozdé¢lit z nékolika hledisek. Podle
lokalizace mutaci v uvedenych genech rozliSujeme mutace regulacnich domén
receptorti (extracelularni a juxtamembranovd doména) a mutace enzymatickych
domén (TK1 a TK2) (Lasota, Miettinen, 2008). Z hlediska ptedpovédi chovani se
nadoru na cilenou terapii inhibitory TK, se nddory s mutacemi v regulacnich
doménach receptorii povazuji za senzitivni na terapii. Nadory s mutacemi
v enzymatickych doménach jsou méné citlivé, piipadné rezistentni. Podle Casu a
zpisobu vzniku dale rozdélujeme mutace v genech KIT a PDGFRA do dvou
kategorii. Do prvni kategorie patii mutace diagnostikované u primdrnich nadora
pfed zahdjenim terapie Imatinib mesyldtem (IM). Tyto mutace oznacujeme jako
primarni mutace, a souvisi s patogenezi vzniku a rozvoje GIST. Druhou kategorii
tvofi mutace detekované v prubéhu 1€€by pacienta s GIST a podileji se na vzniku

ziskané rezistence na terapii IM (sekundarni KIT nebo PDGFRA mutace). IM je
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selektivnim inhibitorem tyrozin kinaz ABL, BCR-ABL, KIT a PDGFR (Demetri et
al., 2002). 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’ pacientli na IM zavisi na muta¢nim stavu gent KIT a
PDGFRA (Antonescu et al., 2005; Debiec-Rychter et al., 2005; Saponara et al.,
2015). Molekularni klasifikace GIST s ohledem na predikci terapeutické odpovédi
IM je tedy nevyhnutna pro identifikaci pacientli, kteti mohou profitovat z cilené
1écby (Saponara et al., 2015). Primarni a sekundarni rezistence na terapii IM se staly
hlavnim klinickym problémem v onkologické 1écbé GIST (Gupta et al., 2008).
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 pribéhu
prvnich 3 — 6 mésicii od zacatku terapie IM. Vyskytuje se pfiblizn€¢ u 15 — 20 %
pacientil (Heinrich et al., 2006). Hlavnim diivodem vzniku této formy rezistence je
mutaéni stav genlt KIT nebo PDGFRA (typ mutace a/nebo lokalizace primarni
mutace) (Gounder, Maki, 2011). Sekundarni rezistence vznika v priab&hu terapie u
pacienti, ktefi prvotné na terapii odpovidali. V priab&hu nékolika mésicii na terapii
u nich nasledné dochazi ke vzniku rezistence a progresi onemocnéni. Casové
rozmezi vzniku sekundarni rezistence se pohybuje v rozpéti 6 az 24 mésicii od
zacatku terapie IM. Hlavnim mechanizmem vzniku ziskané rezistence je ptitomnost
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 pribéhu 1éby pacienta s GIST a prezentuji se ve form¢ jednoduchych
substituci. U jedné tfetiny pacientli rezistentnich na terapii se sekundarni mutace
neprokazi. Na mechanizmu vzniku sekundéarni rezistence se tedy podili 1 jiné

molekulérni principy (Antonescu, 2008; Antonescu, 2011; Bickenbach et al., 2007).



Neptiznivym znakem sekundarni rezistence je také velkd heterogenita sekundarnich
mutaci. Sekundarni mutace se mohou u jednoho pacienta lisit co do poctu, nebo typu
jednak v ramci jednoho nadorového loziska, ¢i metastazy, ale mohou se liSit i mezi
jednotlivymi metastdzami 1 ve stejném organu (Ordog et al., 2015). Rozdilné
sekundarni mutace v rozdilnych metastazach u stejného pacienta poukazuji na
rozdilnou klondlni evoluci sekundarnich mutaci (Wardelmann et al., 2005).
Heterogenita rezistentnich mutaci nadorové populace v jedné jednotlivé metastaze a
v rdmci mnohocetnych metastdz, tedy ,,mezi* metastdzami (tj. kazda nadorova léze
muze podstoupit individuélni klonalni evoluci) mize byt u jednotlivych pacientl
zna¢na. Heterogenita miize 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). Molekularné-genetickd analyza
provedend z jednoho metastatického loziska tak nemusi piedstavovat skute¢ny

mutacni stav nddoru (Gramza et al., 2009).

1.3. KIT/PDGFRA nemutované GIST

Z terapeuticko-indika¢niho hlediska byl doneddvna nejvyznamnéjsi a nejastéji
sledovan mutaéni stav geni KIT a PDGFRA. V poslednich letech se velice
zajimavou a z terapeutického hlediska otevienou kapitolou stavaji GIST, u kterych
nebyly zjiS§tény mutace v genech KIT/PDGFRA. GIST bez ptfitomnosti mutaci
v genech KIT/PDGFRA tvoii u dospélych ptiblizné 10 — 15 % ptipadii (Antonescu,
2011; Astolfi et al., 2020; Nannini et al., 2014; Pitsava et al., 2021). U mnohem
vzacngjSich pediatrickych GIST je ptfevaznd vétSina nadordt KIT/PDGFRA
nemutovanych (85 %) (Boikos et al., 2016). 20 — 40 % pacientli s nemutovanymi
geny KIT/PDGFRA vykazuje ztratu funkce nékteré z podjednotek SDH komplexu
(Miettinen et al., 2011). Oznacované jsou nasledné jako GIST s defektem SDH
komplexu (Astolfi et al.,, 2020). 15 % GIST ze skupiny KIT/PDGFRA
nemutovanych vykazuje ptitomnost mutaci v genech BRAF/RAS nebo v genu NF'1
(Li, Raut, 2019). Prehled alteraci ve skupiné¢ KIT, PDGFRA, SDH, RAS, BRAF a

NF'I nemutovanych GIST je zna¢né rozsahly a zahrnuje mimo jiné geny FGFRI,
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ARIDI1A, ARIDI1B, SUFU, ATR, LTK, PARK2 a ZNF217 (Boikos et al., 2016; Tang
et al., 2016; Brci¢ et al., 2021). Celkoveé s fuznimi transkripty NTRK3::ETV6,
FGFRI::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), eventualn¢ v genech MENI a MAX (Pantaleo et al.,
2017) mizeme definovat vice nez 20 molekularné-genetickych podtypt GIST (Mou
et al., 2018).

1.4. Vyznam markeri proliferace a senescence

GIST vykazuje Sirokou Skalu rozdilného biologického chovéani v rozsahu od
benigniho po maligni. Pfedpovédét maligni potencial onemocnéni pouze na zékladé
klinického projevu nadoru a patologickych nalezi kromé metastaz je obtizné. Mezi
vySetienim stanovena mitoticka aktivita (Miettinen, Lasota, 2001). V prib¢hu let
byly né&kolikrat navrzené a revidované kritéria pro kategorizaci a hodnoceni
biologického rizika GIST (Fletcher et al., 2002; Joenssu et al., 2015; Miettinen,
Lasota, 2006; WHO klasifikace nddorit mekkych tkani a kosti, 5. vydani — WHO
2020). Navzdory propracovanému systému prediktivniho hodnoceni GIST se
setkavame s pfipady, kter¢ svym chovadnim neposkytuji moznost predikce
biologického chovani. Nevyhnutnou se tedy stava cesta ke standardizaci
jednotlivych faktorii proliferace nddoru, ptipadné procesti maligni progrese. Jednou
zcest je objektivizace biologického rizika GIST s vyuzitim molekularné-
genetickych metod. S ohledem na objektivni ureni rizika agresivniho chovani se
nadoru jsme zjiStovali mRNA expresni hladiny proliferaénich markerd Ki-67,
TPX2, TOP2A a telomerazové podjednotky hTERT ve skupiné GIST v porovnani
s onemocnénimi s predpokladanou nizkou, respektive vysokou prolifera¢ni
aktivitou (leitomyosarkom vs. Burkittiv lymfom) a ve skupinich benignich a
malignich GIST. Rovnéz jsme statisticky vyhodnocovali souvislost délky ptezivani
(EFS a OS) v souvislosti s hladinami exprese mRNA proliferatnich markert a

hTERT u pacientt s GIST.
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2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Nase prace chce primarné poukézat na dulezitost molekuldrni analyzy muta¢niho
stavu KIT/PDGFRA mutovanych a nemutovanych GIST pro predikci terapeutické
odpovédi cilené 1éCby, pro prokazani sekundarni rezistence a heterogenity
sekundarnich mutaci a volbu vhodného TK inhibitoru v ramci precizni terapie.
Navic je naSim cilem identifikace molekularné neklasifikovanych podskupin GIST,
navrh jejich cilené terapie, piipadné umoznéni genetického poradenstvi. Druhou
oblasti, kterou se nasi prace zaobird, je molekularni zpfesnéni progndzy onemocnéni

a predikce biologickych vlastnosti GIST.

2.1. Primarni a sekundarni mutace v genech KIT a PDGFRA

A) zavedeni a optimalizovani molekularniho vySetieni mutacniho stavu gentit KI/7 a
PDGFRA u pacient s GIST

B) analyzovani spektra a lokalizaci primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA

C) zavedeni a optimalizace metody pro skrining mutaci — analyza kiivek tani (HRM)
D) potvrzeni mechanizmu ziskané rezistence a detekce sekunddrnich mutaci

E) ovéfeni platnosti teorie o vyznamné intranadorové a internadorové heterogenité

sekundarnich mutaci

2.2. Molekularni analyza KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

A) zavedeni a optimalizace alelové specifické PCR (AS PCR) pro efektivni detekci
mutace V60OE v genu BRAF

B) detekce mutaci a defektti v genech SDH komplexu, poptipadé zmén v genu NF/
C) analyza mutaci v genech ze skupiny RAS (KRAS a NRAS), v genech AKTI,
PIK3CA, a ATR

D) zavedeni a optimalizace kvalitativni RT PCR pro detekci faznich geni

ETV6::NTRK3 a TACCI::FGFRI
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2.3. Expresni analyza mRNA markeri proliferace a senescence

A) ptiprava plazmidl, fedéni a definice standardni fady pro nasledni zméteni a
sestrojeni kalibracnich kiivek proliferatnich markera Ki-67, TPX2, TOP2A a
telomerazové podjednotky hTERT

B) zméfeni a sestrojeni kalibracni kiivky provozniho (tzv. ,,housekeeping) genu
ABL

C) analyza expresnich hladin vybranych prolifera¢nich markerti a hTERT v skupiné
GIST, a ve skupinach nadori s nizkou a vysokou proliferacni aktivitou

D) analyza expresnich hladin mRNA proliferacnich markeri a hTERT
v definovanych skupinach malignich vs. benignich GIST

E) analyza kiivek pteziti
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

Pro komplexni molekularni vySetfeni jsme pouzili vzorky od pacienti s
morfologicky a IHC verifikovanou diagnézou GIST na Ustavu patologic a
molekularni mediciny 2. LF a FN Motol. Molekuldrni analyzu vzork jsme ve velké
vetsing provedli z primarnich nadorG lokalizovanych v rdmci traviciho traktu,
pfipadné extragastrointestindlné¢. Kromé primarnich nadori jsme molekularné

vySetfili odebrany material po recidivé onemocnéni a vzorky z metastaz.

3.2. Metody

Zavedli a optimalizovali jsme mutaéni analyzu gent KIT a PDGFRA v tzv. ,hot
spots“ mistech, tj. v exonech 9, 11, 13 a 17 genu KIT a exonll 12, 14 a 18 genu
PDGFRA (dle publikace Daum et al., 2007). Navic jsme zavedli a optimalizovali
detekci pfitomnosti mutaci v exonech 8, 14 a 18 genu KI/T. Mimoto, u KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST jsme zavedli vySetfovani pfitomnosti mutaci v exonech 11 a
15 genu BRAF, exonech 2, 3 a4 genli KRAS a NRAS, exonech 9 a 20 genu PIK3CA,
v exonu 2 genu AKT1, exonu 43 genu ATR, a fznich transkripth FGFRI::TACCI a
ETV6::NTRK.

Navrhli, zavedli a optimalizovali jsme alelové specifickou PCR pro cilenou detekci
mutace p.V600E u pacientl s GIST. Metodu alelové specifické PCR vyuzivame
rovnéZ pro zjiSténi mutace p.V600E u melanomi, LHC, mozkovych nadort,
ptipadn¢ CRC. Zavedli a optimalizovali jsme rovnéZ metodu HRM pro skrining
primarnich, eventualné¢ sekundarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA. Metoda
HRM je vhodna pro skrining jednobodovych zdmén nebo kratkych deleci 1 u dalsich
genu ve skupiné KIT/PDGFRA nemutovanych GIST. U vybranych pacientli jsme
analyzovali a vyhodnocovali DNA a RNA varianty pomoci metody NGS (Next

Generation Sequencing — Sekvenovani nové generace). V sou€asnosti metodu NGS
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vyuzivame u vSech indikovanych pacientli s generalizaci onemocnéni pro urceni

potencialniho terapeutického cile v rdmci personalizované mediciny.

Ziskali jsme plazmidy gent Ki-67, TOP2A, TPX2, a telomerdzové podjednotky
hTERT klonovanim cDNA jednotlivych transkripti uvedenych genli pomoci
TOPO®TA klonovaciho kitu. Plazmid pro kontrolni gen ABL byl pi¥ipraven podle
postupu autord Willasch et al. (2009). Pro ucely absolutni kvantifikace jsme
nasledné vykonali logaritmické fedéni plazmida za ticelem sestrojeni standardnich
kalibra¢nich kiivek. Sestrojili jsme standardni kiivky mRNA transkripth
prolifera¢nich markertt Ki67, TPX2, TOP2A, hTERT a kontrolniho genu ABL
z desetinasobného fedéni ptislusnych plazmidi. Koncentracni rozpéti plazmida
kontrolniho genu ABL piedstavovalo koncentrace od 2.5E+07 kopii/ul do 2.5E+01
kopii/ul. Rozpéti koncentrace nafedénych plazmidii proliferacniho markeru Ki67
bylo od 1.45E+10 kopii/ul do 1.45E+01 kopii/ul, u TPX2 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/pl a u hTERT hodnoty 1.8E+10 kopii/pul az 1.8E+01 kopii/ul. 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 plazmida Ki-67, TPX2, TOP2A,
hTERT a kontrolniho genu ABL, negativni kontroly, stejné tak kvantifikaci expresi
Ki-67, TPX2, TOP2A, hTERT a ABL pfislusnych vzorki vzdy provadéli
v duplikatech (Kalfusova et al., 2016). Statistickou analyzu jsme provedli pomoci

softwaru JMP IN 5.1.
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4. VYSLEDKY

4.1. Mutacni analyza KIT/PDGFRA mutovanych GIST

V ramci molekuldrni diagnostiky jsme vysetiili 334 vzorkl nddorii od 289 pacient
s GIST. V pfevazné vétsSiné se nadory vyskytovaly v ramcei gastrointestindlniho
traktu (Zaludek — 40.4 %, tenké sttevo — 19.5 %, tlusté stievo — 2.3 %, jicen — 1.5
%). V mens$i mife byly nadory distribuovany mimo gastrointestinalni trakt, tj. na
mistech tzv. extragastrointestindlni lokalizace — 6.3 % (mesenterium, omentum,
retroperitoneum). Vyznamny podil vySetfovanych vzorku tvofily vzorky metastaz
(nejCasteji se jednalo o metastazy z jater nebo z oblasti btisni dutiny) — 24.0 %.
Ptitomnost primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA jsme zjistili v 279 vzorcich
nadortt od 239 pacientl. NejCastéji jsme zjistili pfitomnost primarnich mutaci
v exonu 11 genu KIT - v 210 vzorcich (75.2 %) od 182 pacientti (76.2 %). Primarni
mutace v exonu 11 genu KIT jsou charakterizovany nejvétsi variabilitou. V piipadé
exonu 9 (11 pacient — 4.6 %, 16 vzorkti — 5.7 %) genu KIT jsme ve vSech
analyzovanych vzorcich shodné detekovali duplikaci kodont 502-503. Mutac¢ni
analyza mutaci v exonu 13 genu K/T odhalila ve vSech vzorcich (8 vzorki — 2.9 %
od 4 pacientli — 1.6 %) substitucni zaménu v kodonu 642 (p.K642E). U exonu 17 se
jednalo o substituci v kodonu 822 (p.N822K) (1 vzorek — 0.4 % od 1 pacienta — 0.4
%). Vramci genu PDGFRA jsme nejcastéji stanovili mutace v exonu 18 (34
pacientil — 14.3 %, 37 vzorkti — 13.3 %). V 75 % jsme v uvedeném exonu detekovali
substitu¢ni zdménu v kodonu 842 (p.D842V) vedouci k primarni rezistenci nadoru
na cilenou terapii inhibitory RTK. Mutace v exonech 12 a 14 genu PDGFRA jsme
detekovali v mensi mife (5 vzorkd — 2.1 % od 5 pacientl — 1.8 %, respektive 2

vzorky — 0.7 % od 2 pacientli — 0.8 %).

Sekundarni mutace v genech KIT a PDGFRA jsme identifikovali u 16 pacientii
z celkového poctu 156 analyzovanych pacienti (10.2 %) na cilené terapii inhibitory

RTK v L., II., nebo III. linii. Souhrnné jsme od uvedenych 16 pacientil vySettili 42
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vzorkli v pribéhu progrese onemocnéni. Pfitomnost sekundarnich mutaci jsme
zjistili v 29 loziscich (69 %). Sekundarni mutace jsme detekovali v exonech 13 a 17
genu KIT a v exonu 18 genu PDGFRA. Zjistili jsme vyraznou intranddorovou nebo
internadorovou heterogenitu sekundarnich mutaci. U pacienta ¢. 7 jsme v jednom
vzorku z jednoho loZiska detekovali 2 sekunddrni mutace v exonu 17 genu KIT
(intranddorova heterogenita). Vyznamnou internddorovou heterogenitu jsme
identifikovali u pacienta ¢. 9. Ve tfech vzorcich zlet 2008 a 2009 jsme u n¢j

detekovali pfitomnost tii rozdilnych sekundarnich mutaci v exonu 17 genu KI7.

4.2. Mutacni analyza KIT/PDGFRA nemutovanych GIST

U 55 vzorkl od 50 pacientd jsme nedetekovali ptitomnost mutaci v genech KI7T a
PDGFRA. Z uvedeného souboru KI7T/PDGFRA nemutovanych GIST jsme ve 2
vzorcich (3.6 %) od 2 pacientl (4 %) identifikovali mutaci p.V60OE v genu BRAF..
Na prikaz ziskané rezistence jsme mutaci v genu BRAF vySetfovali rovnéz
v souboru 76 pacientll s mutacemi v genech KIT nebo PDGFRA. Uvedenych 76
pacientt bylo 1éceno IM bez detekovanych sekundarnich mutaci. Mutaci p.V600E
v exonu 15 genu BRAF jsme ve zminovaném souboru nedetekovali. Ve skupiné
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST jsme pfitomnost mutaci, nebo defektii v genech
SDH komplexu (geny SDHA, SDHB, SDHC, a SDHD) analyzovali v 12 vzorcich
DNA od 9 pacientl. Delece v genech SDH komplexu, ve smyslu rozséahlejSich deleci
byly analyzovédny prostfednictvim metody MLPA. Mensi delece nebo bodové
zamény byly detekovany pomoci NGS. V 10 vzorcich (18.2 %) od 8 pacientii (16
%) jsme zjistili pfitomnost deleci nékolika exonli v genech SDHB, SDHC, SDHD,
SDHAF2 aSDHAF'I. U pacienta €. 9 byla navic soucasné s alteracemi v genech SDH
komplexu zjiSténa piitomnost mutace v genu NFI. Mutaci v genu NFI jsme
detekovali u jednoho pacienta (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST
pacientll). Konkrétn¢ byla detekovana sestfihova varianta ¢.5206-2A>G. Alterace
v genech AKT1 a ATR jsme detekovali rovnéz po jednom pripad¢. Piitomnost mutaci
v genech KRAS, NRAS nebo PIK3CA, ptipadné fuznich transkripth ETV6::NTRK a

FGFRI::TACCI nebyla v naSem souboru pacientll detekovéna.
16



4.3. Analyza exprese markeru proliferace a senescence

V nasi studii jsme zjistili statisticky vyznamné rozdily expresnich hladin mRNA
v kontrolni skupiné pacientii s BL (Ki-67 p<0.0001, TPX2 (p<0.0001), TOP2A
(»<0.0001), a hTERT (p<0.0001). Proliferacni aktivita Ki-67, TPX2, TOP2A a
hTERT byla u GIST a LMS, tj. proliferaéné¢ mén¢ aktivnich diagnéz, vyznamné
niz8i, nez u BL. RovnéZ jsme zjistili statisticky vyznamné vys$si hladiny mRNA
prolifera¢nich markert Ki-67 (p<0.0001), TPX2 (p<0.0001) a hTERT (p<0.0001)
ve skupiné GIST s malignim chovanim vi¢i skupin€ benigni. U normalizovanych
hladin TOP2A jsme statistickou vyznamnost nezjistili (p<0.1910). Mimoto jsme
zjistili korelaci vysSich primérnych hladin mRNA Ki-67 a TPX2 s krat§im EFS a
rovnéz s krat§Sim OS (p<0.0121 a p<0.0304 pro Ki-67, a p<0.0003 a p<0.0030 pro
TPX2). V ptipadé, Ze jsme expresni hladiny mRNA rozdélili podle hodnot median,
korelovali s krat§im EFS vy$si hladiny proliferaéniho markeru TPX2 (p<0.0311) a
telomerazové podjednotky hTERT (p<0.0106).
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5. DISKUZE

Mutacni analyza vzorki solitarnich nadorti skytad nckolik uskali, kterd mohou
komplikovat spravnou interpretaci vysledku identifikovanych molekularnich zmén.
Kontaminace vzorku nadoru nenddorovymi bunkami, napiiklad lymfocyty,
buitkami hladkého svalstva, nebo jinymi =zanétlivymi buitkami mize vést
k relativnimu sniZeni nddorové DNA v analyzovaném vzorku (Sihto et al., 2005).
Nezbytna je tedy histopatologicka revize nadorové populace vzorku uréeného pro
mutacni analyzu (Lasota, Miettinen, 2008). Pii diagnostickém vySetfeni byly
vSechny nami analyzované vzorky podrobeny histologické revizi patologem.
V ramci mutacni analyzy se s niz$i citlivosti detekce zmén v DNA setkdvame u
vzorki nadorti fixovanych ve formolu a zalitych do parafinu (FFPE). Vysvétlenim
uveden¢ho stavu je probihajici degradace nadorové DNA v archivnich
parafinovych blocich pfi jejich bioptickém zpracovani (Lasota, Miettinen, 2008).
Nejnizsi limit pro detekci mutaci pomoci pfimého sekvenovani je stanoven na 20
% mnadorovych bunck ve vzorku a souvisi s nizkou citlivosti metodiky pfimého
sekvenovani (de Leng et al., 2016; Smits et al., 2014). V prtibé¢hu amplifikace
specifickych PCR produktii u muta¢ni analyzy se setkdvame rovnéz se zvySenym
poctem artefaktii. Doporu¢enim pro piedchazeni detekce téchto amplifikacnich
artefaktl je provedeni vZzdy dvou nezéavislych amplifikaci. Z toho divodu byly
vSechny nami detekované primarni a sekundarni mutace v genech KI7 a PDGFRA,
mutace v genu BRAF, zmény v genech AKTI a ATR vidy ovéteny druhou
nezavislou amplifikaci. Pro Gcely cilené terapie je nezbytné také dosdhnout vysoke
citlivosti detekce pfitomnosti mutaci. Proto jsou v molekularni diagnostice nadorii
pozadované specifické a senzitivni skriningové metody, které umoziuji rychlou
analyzu vzorku. Pro skrining mutaci v genech KIT a PDGFRA jsme tedy zavedli a
optimalizovali analyzu kiivek tani s vysokym rozliSenim (HRM — High Resolution
Melting). Pro detekci mutaci v genu BRAF jsme z uvedené¢ho divodu zavedli

metodu alelové specifické PCR (AS PCR). Citlivost metody AS PCR jsme stanovili
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na detekci 2.5 % naddorové mutované DNA. Nové moznosti v diagnostice a analyze
mutaci tvoifi metoda NGS, kterd vyrazné ovlivnila schopnost analyzovat aberace
genll v nadorovych tkanich. Technologie NGS muize detekovat mutace, které jsou
ve vzorku pfitomny ve velmi malych frakcich bun¢k. Mimoto se metoda NGS
v naristajici mife vyuziva pro detekci zmén a variant u pacientd s pokroc¢ilym
nadorovym onemocnénim, konkrétn€ u onkologickych onemocnéni s aplikaci

cilené terapie.

Priméarni mutace v genech KIT a PDGFRA jsme v souboru 289 pacienti (334
vzorkll) detekovali v 83.5 % vySetfovanych vzorki, coZ je v souladu s dosavadnimi
literarnimi studiemi (Bombac et al., 2020). U primarnich mutaci v exonu 11 jsme
prokazali charakteristickou Sirokou variabilitu identifikovanych mutaci. Jednoduché
delece jsme zjistili u 81 (38.6 %) vzorkl. Jednoduché substituce jsme v nasem
souboru pacientt zjistili v 57 (27.1%) vzorcich. Interni tandemové duplikace (ITD)
jsme detekovali v 13 (6.2 %) vzorcich. Slozit¢j$i mutace, zahrnujici substituce
spolecné s deleci a inzerci nukleotidil, jsme v naSem souboru detekovali v 31 (14.8
%) vzorcich. Typicky se substituce vyskytovaly v oblasti kodoni 557, 558, nebo
560. Mutace v exonu 9 genu KI/T jsme v nasem souboru vySetfili v 16 vzorcich (5.7
%). Pacienti s mutacemi v exonu 9 genu K/7T maji prokazateln¢ prodlouzenou dobu
prezivani pifi podavani akcelerované davky IM jiz v pocatku terapie (Demetri et al.,
2002). Mutace v exonu 13 genu KIT jsme v naSem souboru zjistili u 8 vzorki (2.9
%). Shodn& jsme u vSech 8 vySetfenych vzorkl (4 pacientil) stanovili substituci
p.-K642E. Nadory s mutacemi v exonu 13 jsou charakterizovany snizenou citlivosti
na podavany IM. Primarni mutace v exonu 17 genu KI7, ktery kdduje aktivacni
misto receptoru (TK2), stabilizuji aktivni konformaci proteinu. Bodovou zaménu
v exonu 17 genu KIT jsme detekovali u 1 pacienta (0.4 %) v 1 vzorku (0.4 %).
Konkrétné se jednalo o substituci v kodonu 822 (p.N822K). U prevazné vétSiny
GIST se primarni mutace vyskytuji v genu KIT (vice nez 80 %). U pacienti, u
kterych se nezjisti pfitomnost mutaci v genu KI7, se v 5 — 8 % piipadi vyskytuji

mutace v genu PDGFRA. Mutace v genu PDGFRA jsme vnaSem souboru
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detekovali ve 44 vzorcich (13.2 %) od 41 pacientt (17.2 %). Ackoliv je nejbézné;si
mutace v genu PDGFRA (p.D842V) primarn¢ rezistentni na terapii IM, ptiblizné 30
% nadoru s jinymi mutacemi nez p.D842V jsou na terapii IM potencialné senzitivni
(Tajima et al., 2015). Mutace v exonu 12 genu PDGFRA jsme detekovali v 2.1 %
z KIT/PDGFRA mutovanych (5 vzorkl od 5 pacientli) vzorkli. Nadory s mutacemi
v exonu 12 genu PDGFRA jsou na terapii IM senzitivni rovnéz jako je tomu u exonu
11 genu KIT (Tornillo, Terracciano, 2006). Mutace v exonu 14 genu PDGFRA jsme
v nasem souboru identifikovali ve 2 wvzorcich (u 2 pacientd), tj. 0.7 %
z KIT/PDGFRA mutovanych. U prvniho pacienta jsme detekovali najednou dvé
substituéni 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 ramci mutaéni analyzy jsme se u druhého pacienta setkali s pfitomnosti mutace
p.-P653L v exonu 14 genu PDGFRA a zéroven s pritomnosti druhé mutace p.D846H
v exonu 18 genu PDGFRA. Zmitiovany pacient byl na terapii inhibitorem RTK.
Ptedpokladame, Ze mutace v exonu 14 genu PDGFRA je primarni mutaci, a mutace

v exonu 18 by mohla byt mutaci sekundérni.

Rozhodujicim mechanizmem sekunddrni neboli ziskané rezistence na terapii IM je
vznik sekundéarnich mutaci (Guo et al., 2009). Problematika sekundarnich mutaci a
nasledné sekundarni rezistence je tedy vyznamnou komplikaci biologické terapie
(precizni onkologie). Mezi nej¢astcji identifikované sekundérni mutace patii mutace
p.-V654A v exonu 13 a mutace p.N822K v exonu 17 genu KIT (Nishida et al., 2008;
Zhu et al., 2020). V naSem souboru jsme vySetfili 42 vzorkli od 16 pacientl, u
kterych byla diagnostikovdna progrese onemocnéni. Pfitomnost sekundarnich
mutaci jsme zjistili v 29 loziscich (69 %). V uvedeném souboru 16 pacientll jsme
v ramci exonu 13 detekovali vyhradné sekundarni mutaci p.V654A. Spolecné¢ jsme
mutaci p.V654A identifikovali ve 12 primarnich nadorech s progresi nebo v
metastazach. Mutace v exonu 17 tvoti 30 — 40 % sekundarnich mutaci vedoucich ke
vzniku rezistence (Yeh et al., 2017). Sekundarni mutace v exonu 17 jsme v nasem

souboru zjistili u 9 pacientit v 16 loziscich. Mutace v exonu 17 se, na rozdil od
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mutaci v exonu 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 sekunddrnich mutaci jsme zaznamenali v
kodonu 820 (exon 17). Konkrétné¢ jsme v kodonu 820 zaznamenali substitucni
zamény p.D820Y, p.D820A, p.D820E a p.D820G. U jednoho pacienta (pacient ¢.
10) jsme detekovali pfitomnost sekundarni mutace v exonu 18 genu PDGFRA. Za
podstatny nalez krom¢ samotné identifikace ptitomnosti sekunddrnich mutaci
povazujeme prukaz heterogenity nadorovych populaci po terapii. Mutacni analyza
rezistentnich mutaci v souboru zmiiovanych 16 pacientii odhalila jejich vysokou
heterogenitu a to jednak co do poctu i1 typu mutaci v rdmci jednoho loZiska nadoru
¢1 jeho metastazy, jednak mezi jednotlivymi metastdzami. Nejvyraznéji byla
zminovana internadorova heterogenita zjisténa u pacienta €. 11. Ve tfech odbérech
—roky 2017, 2018 a 2022 — jsme u dané¢ho pacienta analyzovali 11 lozisek v ¢asti
se sekundarni mutaci v exonu 13 a v ¢asti se sekundarni mutaci v exonu 17. Na
druhé strané€, u pacienta ¢. 9 jsme ve 3 odbérech 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 dllezitosti vySetfovani vSech dostupnych lozisek
nadoru a o nerovnomérné distribuci a pfitomnosti sekundarnich mutaci
v jednotlivych loziscich jsme se presvédCili pfi mutacni analyze u pacienta €. 1.
Molekuldrnim vySetfenim 3 lozisek jsme zjistili pfitomnost sekunddrni mutace
p.D820Y ve dvou analyzovanych vzorcich. Ve tfetim vzorku jsme zadnou
sekundarni mutaci nedetekovali. V ptipad€ analyzy pouze tohoto vzorku bychom pii
netplném vySetfeni uvadéli nepfitomnost sekunddrnich mutaci a nejasny
mechanizmus ziskané rezistence. Kromé vyrazné heterogenity sekundarnich mutaci
mezi jednotlivymi loZisky, tzv. internddorovou heterogenitu jsme u pacienta ¢. 7
detekovali tzv. intranadorovou heterogenitu, tj. heterogenitu sekundarnich mutaci
v ramci jednoho loziska. Ve vySetfovaném vzorku jsme zjistili soucasné pfitomnost
dvou sekundarnich mutaci p.D820E a p.N822K v exonu 17 genu KIT (Kalfusova et

al., 2019). Intranadorova heterogenita sekundarnich mutaci byla v tomto ptipade
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ovéfena pomoci techniky NGS. Pfitomnost, pocet a vyrazna heterogenita (intra ¢i
internadorova) sekundarnich mutaci vyznamné ovliviiuje cilenou 1é€bu. Problémem
soucasné doby je zvladnuti 1écby pacienta s nékolika rozdilnymi sekundérnimi
mutacemi. Divodem je rozdilna citlivost jednotlivych sekundérnich mutaci k danym
inhibitorim (I., II., nebo III. generace). Stanoveni typu a lokalizace sekundarnich
mutaci tedy vyznamné ovliviluje fizeni terapeutické intervence u pacientl
s pokrocilym GIST.

U terapeuticky ovlivnénych nadorti ¢asto dochazi ke zmén€ morfologie nadorovych
bunck (Pauwels et al., 2005). VétSina GIST po selhdni terapie neméni zakladni
morfologicky obraz ani IHC ovéfovany fenotyp, ale setkdvame se napftiklad se
zménou vietenobunécné morfologie bun€k na morfologii epiteloidni, se zménami
exprese proteinit detekovanych pomoci IHC vySetteni, ale také 1 bez nich. V této
souvislosti vykazuje mnoho nadora variabilni expresi proteinu KIT, nebo dochézi k
uplné ztraté jeho exprese (Bickenbach et al., 2007; Liegl et al., 2008; Pauwels et al.,
2005). U nadort rezistentnich na terapii IM ¢asto vznikaji sekundarni mutace jako
hlavni mechanizmus rezistence (Antonescu 2008). Méné¢ Casto vznikaji v primarnim
nadoru nebo v jeho metastdzdch metaplastické zmény, trans-diferenciace nebo
heterologni diferenciace (dediferenciace) (Liegl et al., 2009; Zheng et al., 2013).
V naSem souboru pacientl s detekovanymi sekundarnimi mutacemi jsme zménu
morfologie naddorovych bunék po terapii (tj. v €ase vzniku rezistence) zjistili u

jednoho pacienta (pacient €. 1).

Nemutovany stav gentt KIT nebo PDGFRA jsme v nasi studii zjistili u 55 vzorkl
(16.4 %) od 50 pacientd (17.3 %). V minulosti byla skupina KIT/PDGFRA
nemutovanych GIST povazovana za terapeuticky nepostihnutelnou. Ptipadné pfii
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 KIT/PDGFRA nemutovanych GIST vyrazné¢ zménil. Molekularni analyza

této skupiny GIST 1 pomoci metod NGS prokazala genetické alterace v genech
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kédujicich dilezité signalni molekuly v jednotlivych aktivaénich drahéach, nebo
vznik fuznich transkriptd ovliviujicich aktivitu transformovanych bunék. Zjisténé
molekularni zmény umoziuji rozSifeni nejen diagnostickych, ale zejména
terapeutickych moznosti skupiny KI/7/PDGFRA nemutovanych GIST pacientl. Ve
skupin¢ KIT/PDGFRA nemutovanych GIST byla detekovédna pfitomnost mutaci
v genu BRAF v rozpéti 3 — 13 % (Agaimy et al., 2009; Agaram et al., 2008; Daniels
etal., 2011; Hostein et al., 2010; Rossi et al., 2015). V ndmi analyzovaném souboru
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST jsme substituci p.V600E identifikovali ve 2
vzorcich (3.6 %) od 2 pacientii (4.0 %). Mutace v genech KIT a BRAF se pfii
soucasnych znalostech jevi vzajemné& exkluzivni. To potvrzuji 1 nase zkuSenosti, kdy
jsme substituci v kodonu 600 genu BRAF detekovali pouze u pacientii bez
pritomnosti mutaci v genech jak KIT, tak PDGFRA. Na druhou stranu, autofi Jasek
et al. (2020) detekovali koexistenci mutace p.V600E soucasné€ s mutacemi v genu
KIT,nebo v genu PDGFRA (v 23 %). V nasi studii jsme pfitomnost mutace p.V600E
ve skupiné KIT/PDGFRA mutovanych GIST vySetfovali u 76 pacientii. Mutaci
p.V60OE jsme vtomto souboru pacientii nedetekovali ani v jednom ptipade¢.
Ptiblizné¢ 20 — 40 % KIT/PDGFRA nemutovanych GIST je charakterizovano
defektem gent SDH komplexu. Vyskyt mutaci v genech KIT a PDGFRA a sou€asné
v genech SDH komplexu byl povazovan za vzajemné exkluzivni. Na druhou stranu,
autofi Daum et al. (2012) detekovali koexistenci mutace v genu KIT (exon 11 —
delece kodonii 557 — 558) spole¢né s mutaci v genu SDHD (exon 1 - p.G12S). Podle
jejich zjisténi se piitomnost mutaci v genech KIT/PDGFRA a SDH komplexu
nemusi vzdjemné vyluCovat. V naSi studii jsme zjiStovali pifitomnost alteraci
v genech SDH komplexu pouze u pacientl bez ptitomnosti mutaci v genech KI7,
PDGFRA a BRAF. V souboru KIT/PDGFRA/BRAF nemutovanych GIST jsme
detekovali pfitomnost mutaci nebo defektii genit SDH komplexu u 8 pacientt (16
%) v 10 vzorcich (18.2 %). V pfevdzné vétSin€ se jednalo o delece bud’ jednoho,
nebo neékolika exont gentt SDHB, SDHC, nebo SDHD. Zjistili jsme také pfitomnost
deleci v genech pro kofaktory SDHAFI a SDHAF2. Podle n¢kolika studii se u
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pacientt s KIT/PDGFRA nemutovanym GIST, zejména mladych jedinci,
doporucuje testovani pfitomnosti zdrodecnych mutaci 1 somatickych mutaci
v genech SDH komplexu, jak jsme sami také stanovili (Janeway et al., 2011;
Pantaleo et al., 2014; von Mehren et al., 2018). Dalsi definovanou skupinou u
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST je skupina bez defektu gentt SDH komplexu ale
s alteracemi v RAS signalni draze (KRAS, NRAS, HRAS, NF'I). Mutace v genu KRAS
(eventudlné v genech NRAS, HRAS) se u pacientii s GIST vyskytuji ve vyrazné nizsi
mife — v rozpéti ptiblizné 1 — 11 % KIT/PDGFRA nemutovanych GIST. N¢kolik
studii, naproti tomu, pfitomnost mutaci v genu KRAS v Zddném z vySetfovanych
vzorkilt GIST nezjistily (Belinsky et al., 2009; Bombac et al., 2020; Lasota et al.,
2013).  Stejn¢ho  vysledku  bylo dosazeno 1 vnaSem  souboru
KIT/PDGFRA/BRAF/SDH nemutovanych pacienti. Ani u jednoho pacienta jsme
neidentifikovali mutace v genech KRAS ani NRAS. Ohledné mutaci v genu NF'1 se
udava, Ze jedinci s alteracemi v tomto genu maji vici bézné populaci 34-ndsobné
riziko vzniku GIST (Wu et al., 2021). V nasi studii jsme zjistili pfitomnost mutace
v genu NFI u jednoho pacienta (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST
pacientil). Molekuldrni analyza zahrnujici 1 gen NFI prokazala piitomnost
sestithové varianty ¢.5206-2A>G v uvedeném genu soucasné se ztratou gentt SDHB,
SDHAF1 a exonu 4 genu SDHD. Neobvykle vysoké procento (59 %) detekovanych
patogennich mutaci vgenu NFI/ u ,quadruple® nemutovanych GIST
(KIT/PDGFRA/BRAF/SDH) identifikovali ve své studii autofi Gasparotto et al.
(2017). Na zaklad¢ jejich analyzy hraji mutace v genu NFI vyznamnou roli
v patogeneze KIT/PDGFRA/BRAF/SDH nemutovanych GIST. Navic uvedené
vysledky poukazuji na skute¢nost, ze vyznamny podil sporadickych a ,,quadruple*
nemutovanych GIST jsou ve skutecnosti nediagnostikovani pacienti s mutaci NF'I.
Mutace v genech AKTI, PIK3CA a ATR jsme analyzovali u
KIT/PDGFRA/BRAF/SDH nemutovanych pacientti. V jednom ptipad€ (muz, 83 let)
jsme detekovali mutaci vkodonu 16 genu AKTI (2.0 % zKIT/PDGFRA

nemutovanych GIST pacientil). Konkrétné se jednalo o substituci v kodonu 16 genu
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AKTI (p.G16E). V ramci nasi studie jsme se zaméfili rovnéz na zjisténi pritomnosti
mutaci v genu PIK3CA. Detekce mutaci v genu PIK3CA ma kromé vysvétleni
mechanizmu vzniku téchto nadorii rovnéZ vyznamny terapeuticko-indikacni
vyznam. Analyza mutaci PIK3CA je totiz v soucasnosti jednou z nejcastéjSich
onkologickych indikaci pro terapeutické ovlivnéni nékolika onemocnéni. U mutaci
v genu PIK3CA mizeme vyuzit terapeutického zasahu inhibitory PI3K. U GIST
byly mutace v genu PIK3CA detekovany ve skupiné primarnich GIST velkych
rozmér a metastatickych GIST. Autofi Lasota et al. (2016) identifikovali
pfitomnost mutaci v genu PIK3CA u piiblizn€ 2 % pacientd (10 z 529 pacienti).
NaSe studie neprokéazala pfitomnost mutaci v genu PIK3CA u pacientl
s nemutovanymi geny KIT/PDGFRA. Udrzovani stability genomu ¢aste¢né zavisi
na nalezité¢ regulaci odpovédi builky na poSkozeni DNA a na integrit¢ DNA
reparacniho systému. Kli¢ovou roli v rozpoznavani poSkozené DNA sehravaji 2
kinazy - ATM (ataxia-telangiectasia mutated) a ATR (ATM and Rad3-related).
Ptitomnost mutaci v genu A7TR u GIST je asociovana se skupinou KI/7/PDGFRA
nemutovanych (Shi et al., 2016). Alteraci v genu ATR jsme v naSem souboru
detekovali u jednoho pacienta (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovanych GIST
pacientil). Konkrétné jsme identifikovali substitu¢ni zdménu v exonu 43. Uvedena
substituce nukleotidii vedla ke vzniku STOP kodonu TGA z piivodniho STOP
kodonu TAA. Nedoslo tedy k zamén& STOP kodonu za jinou aminokyselinu. Brenca
et al. (2016) jako prvni detekovali pfitomnost chimérického transkriptu
ETV6::NTRK3 u GIST. Profilovani alteraci novych gent (napt. ze skupiny NTRK
nebo FGFR) u KIT/PDGFRA nemutovanych GIST poméha objasnit zmény vedouci
k transformaci bunék podobné jako je tomu u KI7/PDGFRA mutovanych GIST (Cao
et al.,, 2022). Navic, identifikace téchto alteraci md vyznamny dopad v rdmci
personalizované 1écby (terapeutické ovlivnéni v ramci precizni onkologie) (Zito
Marino et al., 2020). V rdmci na$i studie jsme pfitomnost fizniho transkriptu
ETV6::NTRK3 nedetekovali. Rovnéz jsme vnaSem souboru KI7T/PDGFRA
nemutovanych GIST nedetekovali pfitomnost fuzniho transkriptu FGFRI::TACCI.
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Progrese onemocnéni ma zasadni dopad na klinicky stav a kvalitu zivota pacientd.
Stanoveni biologického rizika a urCeni agresivniho chovani je zakladnim
parametrem pii diagnostickém vySetieni. Spektrum biologického rizika GIST je
Siroké. Zahrnuje nadory benigni, nadory s nejasnym biologickym potencidlem a
rovnéZz nadory zietelné maligni, s vysokym rizikem progrese (Miettinen et al., 2002).
OvSem 1 benigni nadory menSich rozméri (méné€ nez 2 cm) mohou metastazovat a
vykazovat znaky agresivniho chovéni. Proto i tyto nddory musi byt disledné
vyhodnocovany. Nejvétsi pozornost se soustieduje na stanoveni proliferacni
aktivity, ptipadné stanoveni markerti ovliviiujicich bunéény cyklus, ptezivani nebo
apoptozu bunck. V nasi studii jsme se konkrétné zaméfili na stanoveni expresnich
hladin mRNA vybranych, nam dostupnych molekuldrnich prolifera¢nich markera
Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerdzové podjednotky hTERT pomoci kvantitativni
PCR v realném case (RQ RT PCR). Prolifera¢ni aktivitu GIST jsme stanovovali ve
srovnani s jinymi nadory. Kontrolni skupinou byl vysoce proliferaéné aktivni
Burkittiv lymfom (BL) a leiomyosarkomy (LMS) rizného gradu. Pro urceni
biologického rizika jsme zjiStovali expresi proliferatnich markert a hTERT ve
skuping¢ histopatologicky posouzenych benignich a malignich GIST. RovnéZ jsme
analyzovali expresni hladiny mRNA uvedenych molekularnich markert ve vztahu
k ptezivani pacientil (EFS a OS) na zakladé¢ kiivek pteziti. Stanoveni Ki-67 indexu
slouzi jednak k diagnostickym uceliim, k ur€eni progndzy, a jednak byla prokazana
jeho prediktivni hodnota. Statistické analyza vysledki nasi studie potvrzuje korelaci
mezi vysSi expresi mRNA proliferacniho markeru Ki-67 a malignim chovanim
GIST (p<0.0001). RovnéZz jsme zjistili vy$S$i hladiny mRNA Ki-67 u BL,
charakterizovaného vysokou proliferacni aktivitou (nad 90 %) (p>0.0001).
Detekovali jsme také asociaci vysSSich hladin mRNA Ki-67 (pf1 primérnych
hodnotach mRNA) s kratSim EFS 1 OS (p<0.0121, respektive p<0.0304). Stanoveni
expresnich hladin mRNA proliferacniho markeru Ki-67 pomoci vysoce citlivé

metody absolutni kvantifikace tak miize piispet k objektivnimu urceni proliferacni
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aktivity nadoru, maligniho potencialu GIST a rovnéz k stanoveni délky ptezivani do
progrese, ptipadné celkového piezivani (Kalfusova et al., 2016).

Nadmérna exprese TPX2 (mRNA nebo proteinu) je markerem horsi prognézy u
mnoha typt nddorti (Brizova et al., 2010; Pérez de Castro, Malumbres, 2012). V nasi
studii jsme zjistili, Ze mRNA hladiny proliferaéniho markeru TPX2 jsou asociovany
s proliferacni aktivitou GIST a rovnéZ s jejich biologickym potencialem ve vztahu
k progresi onemocnéni a nepiiznivé prognodze. Potvrdili jsme statisticky vyznamnou
korelaci vys$Sich hladin mRNA markeru TPX2 a vysoce proliferaéné aktivnich
nadord — BL (p>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 kratSim celkovym
prezivanim 1 horsi progndézou (EFS p>0.0003, OS p>0.0030 pfi hodnotach priméru
a EFS p>0.0311 pti hodnotach medianu) (Kalfusova et al., 2016).

Topoizomerdza 2A (TOP2A) je enzym, ktery katalyzuje uvolnovani nadobratek
vinuti vldken DNA v procesu jeji replikace. V nasi studii jsme potvrdili souvislost
vysSi exprese TOP2A s vysokym proliferacnim indexem nadoru (BL vs. GIST a
LMS, p>0.001). Na rozdil od potvrzené¢ho vzijemného vztahu exprese TOP2A a
proliferace nadoru jsme nezjistili asociaci vys$Sich hladin mRNA TOP2A a
agresivnéjSim chovanim GIST (maligni versus benigni GIST, p>0.1910). Rovnéz
jsme nedetekovali souvislost mezi vysSimi hladinami TOP2A a dobou pieZivani
pacientll s GIST (pfi hodnotach rozd€lenych podle priméru: EFS p>0.3435, OS
p>0.4040 a pii hodnotach medianti: EFS p>0.3065, OS p>0.4401). Vysledky nasi
studie vSak nejsou piekvapivé v souvislosti se studii autorti Stacey et al. (2000).
Z vysledk jejich studie vyplyva, ze exprese TOP2A je v nadorovych buiikich méné
zavisla na proliferaénim stavu nddorovych bunck. Bunky, které zlstavaji
zivotaschopné, ale jsou doCasn¢ vyfazeny z aktivniho bunécného cyklu, jsou totiz
schopny stat se dominantnimi a produkovat vyssi hladiny TOP2A. Vysvétleni mize
podporovat fakt, Ze pomalu rostouci buiiky aktivné neproliferuji. Z tohoto pohledu,

skupiny GIST s nizkym a vysokym rizikem mohou byt z velké Casti tvofeny pomalu
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rostoucimi buitkami. Nasledné statistické 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 hTERT. Telomeraza je RNA-
dependentni DNA polymeraza, kterd udrzuje délky telomér. Telomeraza a
podjednotky hTERT mohou rovnéZz chranit nadorové bunky pied apoptdzou.
V neposledni fade je zvySend exprese podjednotky hTERT spojena s pokrocilym
stadiem onemocnéni a s neptiznivou prognozou u riznych typt nadort (Liu et al.,
2016). Ptiblizn€¢ 85 — 90 % nadorh ma zvySenou aktivitu telomerdzy a expresi
katalytické podjednotky hTERT. Autofi Giinther et al. (2000) detekovali zvySenou
aktivitu hTERT u malignich GIST ve srovnani s benignimi GIST. V nasi studii jsme
rovnéz detekovali zvySenou expresi hTERT ve skupiné GIST maligniho rizika vici
benigni skuping (»p>0.001). Pti sledovani proliferacni aktivity jsme stejné tak zjistili
vysS§i expresi hTERT u vysoce proliferaéné aktivnich BL (p>0.001) vii¢i skupinam
GIST a LMS. Mimoto jsme prokdzali statisticky vyznamné zkraceni doby pieZivani
pacientit s GIST pifi hodnotach exprese mRNA hTERT vysSich nez median
stanovenych pocti kopii (p>0.0106). Stanoveni expresnich hladin mRNA
telomerazové podjednotky hTERT se tak mize stat G¢innym biomarkerem
bunééného pirezivani a pokrocilého stddia onemocnéni v ramci komplexni

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

V poslednich dvou desetiletich molekularni patologie vyznamné ptispéla ke zlepSeni
a porozuméni mechanizmu vzniku a rozvoje GIST. Zjisténi mechanizmu funkce
tyrozin kindazovych receptorti a dalSich regulacnich proteini a identifikace jejich
molekularnich zmén jako terapeutickych cilii zdsadné zménilo 1é€ebné pfistupy a
piineslo u vétSiny pacientll s GIST zlepSeni v prodlouzeni kvality a délky Zivota.
Mutacéni analyza u GIST méa zasadni prediktivni a terapeuticky dopad u kazdého
nemocného. Identifikace pti¢in vzniku sekundarni rezistence na podavané inhibitory
RTK, priikaz intra a internddorové heterogenity sekundarnich mutaci a pochopeni
jejich mechanizmil poskytuje moznost alternativnich zmén 1écby ve smyslu novych
terapeutickych strategii nebo cild. Volba inhibitort II. a III. generace, kombinace
s dalSimi inhibitory, pfipadné s imunoterapii se stdva soucasti terapeutické rozvahy
v lécbé GIST. Priikaz molekularnich alteraci ve skupiné GIST s KIT/PDGFRA
nemutovanymi geny v nasi studii umoznil pochopeni mechanizmu vzniku téchto
podskupin GIST a volbu personalizované terapie. Recentni publikacni vystupy a
studie potvrzuji prognosticky vyznam nami analyzovanych prolifera¢nich markert
Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT. Vysledky kvantitativni analyzy (RQ RT PCR)
vybranych molekularnich markerd méfenych prostfednictvim mRNA hladin,
poukazuji na vhodnost vyuZivani této metodiky pro diagnostické a prognostické
ucely (zlepSeni stanoveni prognostického rizika). Potvrdili jsme rovnéz korelaci
expresnich hladin mRNA molekularnich markerd Ki-67, TPX2 a hTERT
s morfologicky definovanymi skupinami benignich a malignich GIST. Geneticka
Skala GIST se v pribéhu let vyzkumu ukazuje jako zna¢né heterogenni. Ocekavame,
ze moderni diagnostické pfistupy v molekularni analyze pomohou identifikovat
patogenetické cesty rozvoje GIST v dalSich letech. Zarovenn hlubsi a detailnéjsi
pochopeni molekuldrnich mechanizmd, které navozuji vznik GIST a jeho progresi
mohou zlepsit stanoveni biologického rizika onemocnéni a mohou piispét k volbé

individualizované terapie
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7. SOUHRN

Ve studii jsme po molekuldrni strance komplexné vysetiili 334 vzorkl od 289
pacientli s GIST. Vzhledem k rozsdhlému souboru pacientll jsme mohli potvrdit a
po statistické strance ovéfit variabilitu a lokalizaci primarnich mutaci v genech KIT
a PDGFRA. Pro rychly skrining primarnich mutaci v genech KIT a PDGFRA jsme
zavedli metodu analyzy kiivek tani (HRM). Pro detekci aktivaéni mutace V60OE
v genu BRAF jsme zavedli alelové specifickou PCR. V uzké spolupraci s
Onkologickou klinikou 2. LF UK a FN Motol a jejim zam¢fenim na cilenou terapii
pacientil s GIST a s tim souvisejicim opera¢nim provozem jsme u 16 pacienti méli
moznost detekovat pfitomnost sekundarnich mutaci (ozfejmit sekundarni rezistenci
na terapii) a identifikovat jejich intranddorovou i internddorovou heterogenitu.
V souc€asné dob¢, po vycCerpani dostupné cilené terapie, na zdklad¢ indikace od
onkologa, vySetfujeme pacientskou DNA a RNA prostfednictvim metody NGS,
pomoci které vyhledavame mozné terapeutické varianty. Recentni vyhleddvani
terapeutickych variant, respektive vySetfeni exprese prediktivnich markert, je
vyraznym molekuldrné — genetickym pfinosem v ramci personalizované mediciny.

V uvedeném souboru pacientil jsme navic méli moznost identifikovat podskupiny
KIT/PDGFRA nemutovanych GIST s mutacemi v genech BRAF, NFI, defekty
v genech SDH komplexu, ptipadné variantami v genech AKT1 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. Krom¢
toho, GIST s mutacemi v genu NF'] ptipadné¢ defekty v SDH komplexu jsou casto
soucasti syndromill s ndvaznosti na genetické poradenstvi.

Pro objektivni zhodnoceni biologického rizika jsme v naSi studii analyzovali
expresni hladiny mRNA markert proliferace a senescence. Rovnéz jsme se zaméftili
na urceni prognoézy onemocnéni GIST na zdkladé expresnich hladin vybranych
markerii bunééné proliferace ve vztahu k prezivani do progrese a celkovému

prezivani.
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7. SUMMARY

In the study, we examined 334 samples from 289 patients with GIST with a
comprehensive molecular investigation. Given such an extensive set of patients, we
confirmed and statistically verified the variability and localization of primary
mutations in the KI/T and PDGFRA genes. We introduced a melting curve analysis
method for rapid screening of primary mutations in the KIT and PDGFRA genes.
We introduced allele-specific PCR to detect the V60OE activating mutation in the
BRAF gene. In close cooperation with the Oncology Clinic of the 2nd Faculty of
Medicine of Charles University Prague and Faculty Hospital Motol and its focus on
the targeted therapy of patients with GIST and related surgery, in 16 patients we had
the opportunity to identified secondary mutations (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 target to search
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, NF'1 genes, defects
in the SDH complex genes, or variants in the AK71 and ATR genes. We confirmed
the heterogeneity of KIT and PDGFRA subsets of non-mutated GISTs. Patients with
gene alterations other than K/T 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.
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