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Prezentacja kliniczna

GIST moze wystgpi¢ w dowolnym miejscu wzdtuz przewodu pokarmowego

Zotadek (60%)

Jelito cienkie (30%)
Odbytnica (3%)

Okreznica (1-2%).

Rak przetyku (<1%)
Omentum /krezka (rzadko)
iInne

Gastrointestinal stromal tumor. In: Edge SB, Byrd
DR, Compton CC, et al., eds.: AJCC Cancer
Staging Manual., 2010, pp 175-80.

——Esophagus

Klinicznie agresywne:

20% ~ 25% GIST zotgdka
40% ~ 50% matych GIST jelita
choroba przerzutowa

\.

Greater
omentum )

Ok. 10% ~ 25% pacjentow

Joensuu H: Gastrointestinal stromal tumor (GIST).

Ann Oncol 17 (Suppl 10): 280-6, 2006.

Miettinen M, Lasota J: Gastrointestinal stromal tumors:
review on morphology, molecular pathology, prognosis,

and differential diagnosis. Arch Pathol Lab Med 130:1466-78,2006.

DeMatteo RP, Lewis JJ, Leung D, et al.:

Two hundred gastrointestinal stromal tumors:
recurrence patterns and prognostic factors for survival.
Ann Surg 231: 51-8, 2000



Zaburzenia DNA
mutacje

Base Substitution

Before mutation

-

Different amino acid synthesiz'ed



Aktywacja genow
w patogenezie guzéw podscieliska

Gen c-KIT koduje biatko, marker receptoréw
CD117 o aktywnosci kinazy tyrozynowej

Gen PDGFRA koduje receptor
ptytkopochodnego czynnika wzrostu PDGFR-a
0 aktywnosci kinazy tyrozynowej

Mutacja » Konstytutywna aktywacja receptora
KIT lub PDGFRA

» liczba podziatow komoérkowych wzrasta
» proces nowotworzenia



Aktywacja genow K/T, PDGFRA
w patogenezie GIST
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Skutki molekularne:

nadekspresja genu » nadprodukcja biatka

» inicjuje rozne drogi sygnatow prowadzgce do jadra i
powodujgce ekspresje innych genow ,kaskada
sygnhatowa”

» fosforylacja kolejnych biatek szlakow przekazywania
sygnatéw (PISK/AKT, SHC, SRC, JUN, STAT )



Aktywacja genéw KIT, PDGFRA
w patogenezie GIST

Skutki kliniczne

» niekontrolowana proliferacja komorek
» opornosc¢ na apoptoze

» zmiany adhezji oraz r6znicowania okreslonych
typow komérek (w tym komérek Cajala)
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Aktywacja genow
w patogenezie guzéw podscieliska

Lokalizacja cytogenetyczna:

9162

wiaz Lokalizacja molekularna
@153 .

o na chromosomie 4:

413
277

KIT - base pairs 54,657,927 - 54,740,714

PDGFRA - base pairs 54,229,096 - 54,298,244
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Blay, Discovery Medcin 2012

MUTACJE PIERWOTNE

KIT lub PDGFRA
(mutacje wykluczajace)
Kazda jest alternatywg sciezki prowadzgcg do niekontrolowanego wzrostu komorek

KIT ~ 80% GIST PDGFRA 5-7% GIST
KIT PDGFRa
Membrane
+«— Exon9(11%) |;|
'00.“. FIPID
“‘“' o s Exon 11 (67.5%) «— Exon12(0.9%)
H «— Exon13(0.9%) «— Exon14(0.3%)
«— Exon 17 (0.5%) «— Exon18(6.3%)
BRAF: 2% Cytoplasm
RAS: ?
NF1: 2%
SDHB/C 3%

Pozostate ~15% GIST - brak mutacji K/7i PDGFRA



Diagnostyka molekularna

* |zolacja DNA (z bloczkéw parafinowych)

» Sekwencjonowanie genow KIT I PDGFRA

Wykazanie obecnosci mutacji K/T/PDGFRA
* obecnosc¢ mutacj
 okreslenie jej rodzaju



Standard materiatu
do oznaczania mutacji KIT/PDGFRA w GIST metoda
sekwencjonowania

Rodzaj materiatu do oznaczenia mutacji: Bloczek parafinowy czytelnie
podpisany numerem identyfikacyjnym. Materiat do badania to fragment
tkanki z przerzutu lub zmiany pierwotnej GIST, utrwalony w formalinie
(zbuforowanej) | zatopiony w parafinie.

Wymogi dotyczace materialu do oznaczenia mutacji:

1. Materiat do analizy powinien zawiera¢ minimum 50% komodrek nowotworowych

2. W przypadku nizszego odsetka komérek nowotworowych badanie mutacji mozna wykona¢ na wybranym fragmencie tkanki o wystarczajgcym
zageszczeniu komoérek nowotworowych (makrodysekcja odpowiedniego obszaru tkanki bez zniszczenia bloczka).

3. Wskazane - dotgczenie preparatu barwionego hematoksyling i eozyng (HE).

Przesytanie materiatu do laboratorium
1. Opakowanie zewnetrzne z adresem nadawcy i odbiorcy
2. Materiat oraz szkietka zabezpieczone przed zanieczyszczeniem i uszkodzeniem.

Dokumenty, ktére nalezy dostarczy¢ wraz z materiatem do oznaczania mutacji:
1. Skierowanie na oznaczanie mutacji w KIT/PDGFRA z kontaktem telefonicznym do lekarza zlecajgcego badanie oraz (w miare mozliwosci) z
kopig wyniku his-pat z rozpoznaniem

Po wykonaniu oznaczenia mutacji materiat oraz preparat HE (jesli byt dostarczony) zostanie odestany do zleceniodawcy badania.



Standard materiatu
do oznaczania mutacji KIT/PDGFRA w GIST metoda
sekwencjonowania

Rodzaj materiatlu do oznaczenia mutacji: Bloczek parafinowy czytelnie podpisany numerem identyfikacyjnym. Materiat do badania to fragment
tkanki z przerzutu lub zmiany pierwotnej GIST, utrwalony w formalinie (zbuforowanej) i zatopiony w parafinie.

Wymogi dotyczgce materiatu do oznaczenia mutaciji:

1. Materiat do analizy powinien zawiera¢ minimum 50% komdrek nowotworowych

2. W przypadku nizszego odsetka komorek nowotworowych badanie mutacji
mozna wykonac¢ na wybranym fragmencie tkanki o wystarczajgcym
zageszczeniu komorek nowotworowych (makrodysekcja odpowiedniego
obszaru tkanki bez zniszczenia bloczka).

3. Wskazane - dotgczenie preparatu barwionego hematoksyling i eozyng (HE).

Przesytanie materiatu do laboratorium
1. Opakowanie zewnetrzne z adresem nadawcy i odbiorcy
2. Materiat oraz szkietka zabezpieczone przed zanieczyszczeniem i uszkodzeniem.

Dokumenty, ktére nalezy dostarczy¢ wraz z materiatem do oznaczania mutacji:
1. Skierowanie na oznaczanie mutacji w KIT/PDGFRA z kontaktem telefonicznym do lekarza zlecajgcego badanie oraz (w miare mozliwosci) z
kopig wyniku his-pat z rozpoznaniem

Po wykonaniu oznaczenia mutacji materiat oraz preparat HE (jesli byt dostarczony) zostanie odestany do zleceniodawcy badania.



Standard materiatu
do oznaczania mutacji KIT/PDGFRA w GIST metoda
sekwencjonowania

Rodzaj materialu do oznaczenia mutacji: Bloczek parafinowy czytelnie podpisany numerem identyfikacyjnym. Materiat do badania to fragment
tkanki z przerzutu lub zmiany pierwotnej GIST, utrwalony w formalinie (zbuforowanej) i zatopiony w parafinie.

Wymogi dotyczace materialu do oznaczenia mutaciji:

1. Materiat do analizy powinien zawiera¢ minimum 50% komorek nowotworowych

2. W przypadku nizszego odsetka komoérek nowotworowych badanie mutacji mozna wykona¢ na wybranym fragmencie tkanki o wystarczajgcym
zageszczeniu komérek nowotworowych (makrodysekcja odpowiedniego obszaru tkanki bez zniszczenia bloczka).

3. Wskazane - dotgczenie preparatu barwionego hematoksyling i eozyng (HE).

Przesylanie materiatu do laboratorium

1. Opakowanie zewnetrzne z adresem nadawcy i odbiorcy

2. Materiat oraz szkietka zabezpieczone przed zanieczyszczeniem |
uszkodzeniem.

Dokumenty, ktére nalezy dostarczy¢ wraz z materiatem do oznaczania
mutaciji:

1. Skierowanie na oznaczanie mutacji w KIT/PDGFRA z kontaktem telefonicznym
do lekarza zlecajgcego badanie oraz (w miare mozliwosci) z kopig wyniku his-
pat z rozpoznaniem

Po wykonaniu oznaczenia mutacji materiat zostanie odestany do zleceniodawcy



Diagnostyka molekularna

* |zolacja DNA (z bloczkéw parafinowych)

* Sekwencjonowanie genow KIT I PDGFRA

Wykazanie obecnosci mutacji K/IT/PDGFRA
* obecnosc mutacji
* okreslenie je] rodzaju



LECZENIE
celowane molekularnie

* Celem terapeutycznym jest zahamowanie
aktywnosci KIT lub PDGFRA

« Efektywnymi lekami okazaty sie ITK

* Przez bezposrednie hamowanie autofosforylaciji
Kinazy prowadzi do zahamowania podziatow
komorkowych



Inhibitor kinazy (imatinib, sunitynib)
blokuje miejsce odtgczania aktywnego fosforu odczagsteczki
ATP i indukuje apoptoze komoérek GIST

Substrat

/m
Efektor bi

g.b

SIGNALING

WESYEE

Przed wiaczeniem leczenia IKT
konieczne jest potwierdzenie obecnosci mutacji
KIT lub PDGFRA



Klasyfikacja molekularna GIST
I. Mutacje genu K/T (80-85% wszystkich GIST)
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+#+— TK2 Domain exon 17

ekson 11. najczgstsza w sporaaycznym GIST (ok. 60~70%) z
najlepszg odpowiedzig na imatynib; obserwowana rowniez w
przypadku rodzinnych GIST

ekson 9. czesciej w GIST wywodzgcych sie z jelita cienkiego;
gorsza odpowiedz na imatynib, korzysc¢ z wiekszej dobowej
dawki imatynibu (800 mg); dobra odpowiedz na sunitynib

eksony 13. 1 17.bardzo rzadkie mutacje; opisywane w rodzinnych
GIST; obserwowano odpowiedz kliniczng na imatynib



Klasyfikacja molekularna GIST cd.
Il. Mutacje genu PDGFRA (5-7% GIST)

ekson 18. wiekszosc¢ guzow z tego rodzaju mutacjg wywodzi sie z
zotadka; mutacja D842V wigze sie z opornoscia na imatynib i
sunitynib;

w przypadku innych mutacji ex.18 wrazliwosc¢ na te leki jest
zachowana

ekson 12. wrazliwe na imatynib np. V561D

ekson 14. opisano jedynie kilka przypadkow



Klasyfikacja molekularna GIST cd.
I1l. brak mutacji (12-15% wszystkich GIST)

Wild-type
staba odpowiedz na imatynib, lepsza na sunitynib;

czesto w przebiegu GIST u dzieci, typowo w przypadku
GIST zwigzanych z neurofibromatozg typu 1 (NF 1) lub
triadg Carneya (GIST zotgdka + chrzestniaki ptuc +/—
paraganglioma); w czesci przypadkow amplifikacja

IGFR-1 (genu receptora insulinopodobnego czynnika
wzrostu typu 1)



ATP
binding

Activation
loop

Hapkova | et al., J Cancer Res Ther 2014, 2(3):54-67

MUTACJE PIERWOTNE | WTORNE

PDGFRA
NH, Primary mutations
Exon 8: 1%
= Exon 9: 10%
AY502-503

KIT

Secondary
mutations

M It isst s aaasst

JM
Exon 12: 1%
VD61D

TKI Exon 14: 0.3%
N569K

Ki

TKII 3%
D842V, DIY3Y

dl A
COOH

xon 11: 67.5%
V558D, del/ins

Exon 13: 1%
K642E

Exon 17: 0.5%
N822H, N822K,
D820Y

Exon 13:
V560D, V654A

Exon 14:
T670I

Exon 17:
D8Z0AE
N822H/K, Y823D
Exon 18:

A829P

COOH



Opornosc pierwotna

Brak lub staba odpowiedz na leczenie ITK

e PRZYCZYNA

1) PDGFRA ekson 18 mutacja D842V wigze sie z opornoscia na
Imatynib 1 sunitynib;

2) mutacja KIT ekson 9. czesciej w GIST wywodzgcych sie z jelita
cienkiego; gorsza odpowiedz na imatynib, korzys¢ z wiekszej
dobowej dawki imatynibu (800 mg); dobra odpowiedz na sunitynib

« Mutacja prowadzi do innych zmian konformacyjnych w czgsteczce
biatka c-KIT (zmniejszenie powinowactw leku do miejsca wigzgcego
ATP)

3) Wild-type — brak mutacji
staba odpowiedz na imatynib, lepsza na sunitynib,

SKUTEK- obnizona wrazliwo$¢é/ opornos¢ na imatinib



Opornosc wtorna

Pojawia sie u pacjentow z pierwotnie dobra
odpowiedzia na imatinib - progresja

PRZYCZYNA

1) pojawia sie dodatkowa (wtérna) mutacja w genie KIT w obrebie
eksonow 13, 14, 17 i 18, ktore kodujg regiony potozone w
sgsiedztwie miejsca wigzacego ATP w biatku c-KIT

« Mutacje te prowadzg do zmian konformacyjnych w czasteczce
bia’fk)a c-KIT (zmniejszenie powinowactw leku do miejsca wigzgcego
ATP

2) intensywna amplifikacja genu KIT
prowadzi do podwyzszenia stezenia produktu biatkowego
— ilos¢€ biatka przekracza mozliwosci inhibitorowe imatinibu

3) PDGFRA ekson 18 mutacja D842V jako mutacja wtérna

SKUTEK- utrata wrazliwosci na imatinib i sunitinib



Kolejnosc¢ analizy molekularnej

KIT exon 9

PDGFR exon 18 D842V

KIT exon 13117 D816V R
PDGFR exon 12i 14 g

e




Leki obecnie dostepne

Imatynib:

hamuje proliferacje i prowadzi do apoptozy komorek wykazujgcych ekspresje
KIT. W Polsce imatynib zostat zarejestrowany ze wskazaniem do leczenie
chorych dorostych ze ztosliwymi, KIT(CD117)-pozytywnymi nowotworami
podscieliska przewodu pokarmowego nieoperacyjnymi i/lub z przerzutami

Sunitynib:

w chwili obecnej jedynym zarejestrowanym w Polsce lekiem drugiej linii
leczenia chorych na nieoperacyjny i/lub uogoélniony GIST oporny na
leczenie imatynibem lub chorych z objawami nietolerancji imatynibu jest
jabtczan sunitynibu — inhibitor wielokinazowy, ktory dziata na kinazy
tyrozynowe receptora KIT, PDGFR, naczyniowo-srodbtonkowego czynnika
wzrostu (vascular-endothelial growth factor receptor; VEGFR) I FLTS3.
Sunitynib moze blokowac aktywnos¢ konstytutywnego receptora KIT lub

PDGFR w komoérkach GIST, jak rowniez hamowac rozwoj naczyn
towarzyszgcy progresji nowotworu.



Sunitinib Imatinib
"1

L /T

A KITI

| eczenie

JM domain (docked) JM domain deleted to
permit imatinib binding

Table 1 : Drug Response by Mutations

Gleevec (as first-line Sutent (as second-line

PDGFRA

KIT
Intermediate — appears
Exon 9 . . Good
to require higher doses
Exon 11 Good Poor

Exon 12 Good N/A
Exon 18 - except Good? 9
Exon 18 - Ladzy Resistant Resistant

Exon 18 - D842Y Good (lab results) N/A

t
Wild-type GIST Poor to fair Good
e ——




Zatgcznik B.3.

LECZENIE NOWOTWOROW PODSCIELISKA

PRZEWODU POKARMOWEGO (GIST)
ICD-10 C15, C16, C17, C18, C20, C48

1.1. Kryteria kwalifikacji do leczenia imatynibem

1) rozpoznanie mig¢saka podscieliskowego przewodu pokarmowego potwierdzone
histologicznie;

2) ekspresja CD117 potwierdzona immunohistochemicznie;

3) leczenie adjuwantowe: obecnos¢ wysokiego ryzyka 250% nawrotu po zabiegu

radykalnego usuniecia nowotworu z KIT (CD117-dodatniego GIST zotadka,
dwunastnicy, jelita cienkiego i odbytnicy, okreslonego wedtug klasyfikacji AJCC-

NCCN-AFIP ); czas od operacji pierwotnego GIST, a wdrozeniem leczenia
uzupetniajgcego nie powinien przekroczy¢ 4 miesigce; obecnos¢ mutacji KIT
lub PDGFR-a z wykluczeniem mutacji PDGFR-aD842V;

4) leczenie choroby zaawansowanej: brak mozliwosci wykonania resekcji lub
obecnosé przerzutéw udokumentowana na podstawie badania klinicznego lub
wynikéw badan obrazowych;

5) obecnosé zmian mozliwych do zmierzenia w badaniu tomografii komputerowej;



Mutacja D842V
w PDGFRA

Mutacja D842V jest najczestszg pierwotng
mutacjg PDGFRA znajdowang w GIST

ale tez rozwija sie jako

Wtérna mutacja powodujgca opornosc w trakcie
leczenia imatinibem w nowotworach z innag
pierwotng mutacja PDGFRA



Mutacje PDGFRA D842V mozna
podejrzewac¢ na wielu poziomach

1. Anatomicznie
ok. 90% GIST z mutacjag PDGFRA - w zotadku

GIST z mutacjg KIT wystepuje w catym przewodzie
pokarmowym

2. Morfologicznie

PDGFRA - zazwyczaj morfologia komorki
epitelioidalnej, wiekszoscC KIT - ksztalt wrzecionowaty

3. IHC

do 40 % guzoéw PDGFRA - staba lub negatywna ekspresja
CD117; w wiekszosci guzow KIT CD117 jest silny



Podtypy molekularne GIST

Typowe mutacje:
KIT exon 9, 11, 13, 14, 17/, 18
PDGFRA (w tym D842V)

Nietypowe mutacje (brak mutacji KIT i PDGFRA: wild-type)

NF1

BRAF V600E
KRAS lub NRAS
SDHB lub SDHC
Overexpres IGF1R

http://www.targetedonc.com/conference/qi-2015/Biomarker-Analysis-of-GIST-Tumors-Suggests-New-Potential-for-Old-
Treatments#sthash.y9ldopc7



http://www.targetedonc.com/conference/gi-2015/Biomarker-Analysis-

Terapie alternatywne
(nie TKI)

* nowotwor nie posiada mutacji KIT/PDGFRA

« cytotoksycznosc terapii - wzglednie czesto: niski poziom ekspresji
genow naprawy DNA MGMT (47%), thymidylate synthase (TS, 70%), and
RRMI1 (79%)

« obecnosc¢ znanych biatek opornosci wielolekowej: p-glykoproteine
(PGP), multidrug resistance protein 1 (MRP1) lub oba jednoczesnie

Cecha Odsetek Mozliwos¢ leczenia (?)
przypadkow
niska ekspresja tubulin beta 3 70% paclitaxel, docetaxel lub alkaloidy barwinka
(TUBB?3) (vincristine, vinblastine, vinorelbine)
ekspresja enzymow topoizomerazy 1 | 340 antracykliny lub inhibitory topoizomerazy
2a 3204, (topotekan, irinotekan, etopozyd lub doksorubicyna)
Ekspresja biatka programmed cell 33% inhibitory PD-1 (dopuszcone w US w 2014 dla
death protein 1 (PD-1) i PD-1 ligand leczenia melanoma: pembrolizumab i nivolumab)

Biomarker Analysis of GIST Tumors Suggests New Potential for Old Treatments
Ilwww.targetedonc.com/conference/gi-2015/Biomarker-Analysis-of-GIST-Tumors-
Suggests-New-Potential-for-Old-Treatments#sthash.y9ldopc7.dpuf



Laboratorium Diagnostyki Molekularnej

Mgr Agnieszka Budzitowska, dr Agnieszka Dansonka-Mieszkowska,
inz. Renata totocka, dr Bozena Konopka, mgr Martyna tukasik,
dr Joanna Moes-Sosnowska, mgr Agnieszka Podgorska,

dr lIwona Rzepecka, mar Anna Stachurska, dr tukasz Szafron

Pracowniav
Gonetyki €&
Nowotwordsw

Zaktad Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej
Centrum Onkologii — Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Warszawa

tel: 22 546 24 25
e-mail: pgn@coi.pl

WWW.COI.pl
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Mutacje powodujace opornosc

Home / (...) Genomic DNA Reference Standard

PDGFRA (D842V/+)

CKIT (D816V/+)

CTGGCCAGAGACATCATGCAT
CTAGCCAGAIGAGATCAAGAAT
PDGFRA (+/+) I

CKIT (+/4) _

CTGGC CAGAGACATC ATGCAT CT—«GCCAG—«G—«C&TCAAGAAT

* Obydwie mutacje zmieniajg te samag reszte kwasu
asparaginowego (D) na waline (V)
* umiejscowiong w analogicznych rejonach PDGFA i KIT
Wskazuje na wspolng strukturalng przyczyne
odpornosci (?)


http://www.horizondx.com/
http://www.horizondx.com/products/PDGFRA+D842V+Genomic+DNA+Reference+Standard/50%25/100

Porownanie profilu dziatania ITK

Imatinib Sunitinib Sorafenib Regorafenib
KIT KIT KIT

PDGFRA PDGFRA PDGFRB PDGFRB
PDGFRB PDGFRB VEGFR-2 VEGFR-1
ABL (BCR-ABL) VEGFR-1 VEGFR-3 VEGFR-2
VEGFR-2 RAF-1 VEGFR-3

VEGFR-3 BRAF RAF-1

RET, FGFR-1  BRAF
FGFR-1 FLT-3 FGFR-1
CSF-1R TIE-2

RET

p38 MAPK

Boichuk S.Gastrointestinal Cancer: Targets and Therapy 2014:4

Crenolanib - was 135-fold more potent than imatinib against D842V.
Imatinib was at least 10-fold more potent than crenolanib in inhibiting
the V561D mutation Heinrich MC. Clin Cancer Res. 2012:4375-84



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heinrich%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22745105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22745105

Koszt analizy

400,- KIT exon 11

.

KIT exon 9
PDGFR exon 18 D842V

160+ 400

KIT exon 13117
PDGFR exon 121 14

2x160+ 2x160

Min. 400 zt
Max. 1600z}




