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Program

Petek, 7 maj 2010

14.00-15.00: Prijava udelezencev

15.00-15.15: Uvod (Erika Matos, Srdan Novakovic)

Moderatorja: Tanja Cufer, Izidor Kern

15.15-15.45: Pomen dolo¢anja hormonskih receptorjev pri raku dojke (Simona Borstnar)
15.45-16.30: Pomen dolocanja HER?2 statusa pri raku dojke (Erika Matos)

16.30-17.00: Doloc¢anje statusa hormonskih receptorjev in HER2 — metodoloski aspekti
(Snjezana Frkovi¢ Grazio)

17.00-17.30: Razprava

17.30-18.00: Odmor

18.00-18.20: GIST; pomen mutacij za izbor zdravljenja (Branko Zakotnik)
18.20-18.40: Patologija in imunohistokemija GIST-a (Matej Bracko)
18.40-19.00: Razprava

20.00 Vecerja

Sobota, 8 maj 2010

Moderatorja: Branko Zakotnik, Matej Bracko

9.00-9.30: EGFR status in zdravljenje nedrobnoceli¢nega raka plju¢ (Tanja Cufer)
9.30-10.00: Dolo¢anje EGFR statusa (Izidor Kern)

10.00-10.30: Razprava

10.30-11.00: Odmor

11.00-11.30: Pomen dolo¢anja KRAS pri raku kolona in danke ter pomen dolo¢anja statusa
HER?2 statusa pri raku Zelodca (Janja Ocvirk)

11.30-12.00: Testiranje znanih mutacij v genu KRAS (Srdjan Novakovic)
12.00-12.30: Razprava

12.30: Zakljucek (Snjezana Frkovi¢ Grazio)






Pomen dolo¢anja hormonskih
receptorjev pri raku dojk

Simona Bor3tnar
Sektor za internisti€no onkologijo
Onkoloski intitut Ljubljana

Pomen hormonskih receptorjev pri bolnicah z
rakom dojk

# Hormonski receptorji so napovedni dejavniki:
— poteka bolezni in
— (predvsem) odgovora na hormonsko zdravljenje.

Delez hormonsko odvisnih rakov dojk

ER in PR negativni,
HER-2 negativni

ER in PR negativni,
HER-2 pozitivni

ER in/ali PR pozitivni,
HER-2 pozitivni ER in/ali PR pozitivni,
HER-2 negativni




Skladnost molekularnih in klini¢no patoloskih
znacilnosti raka dojk

O Sotirou and Pusztai. N Engl ] Med 2009; 360
Ucinkovitost dopolnilnega hormonskega zdravljenja
s tamoksifenom- metaanaliza g ‘
I 10 386 bolnic, pre-iny 0 , ER pozitivni ali i(20%) l
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Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group. Lancet 2005

Vloga dolo¢anja HR receptorjev in hormonskega zdravljenja pri
DCIS (NSABP 24, N= 1804, srednje opazovanje 7 let)

s

( tumorektomija +RT J
I

[ placebo5let = |  tamoksifenSlet |

16 % ponovitev, 7-letni DFS = 71.1 % 10 % ponovitev, 7-letni DFS = 83 %
zmanjianje tveganja ponovitve 39 9% 59% 20%
bolezni (invazivni in neinvazivni
raki)

p 0.0003 0.0002 0.58

O s Fisher B, Lancet 1999

Allred DC, SABCS 2002




(Ne)ujemanje statusa hormonskih receptorjev \
doloéenih biokemiéno in imunohistokemi¢no v okviru ’
raziskav IBCSG VIil in IX

Raamejitvena vrednost < 10 vs 2 10 prots za K I je in
0% vs >0% za imunohistokemiéno doloéanje
Premenopausal Postmenopausal

4
20, 0= a6 '“}'23.6
22
713 519
ER PgR

- EXA negative/iHC present D EXA negafiveliHC absent
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Q

Regan MM et al for IBCSG. J Nati Cancer Inst 2006;98

Razlika v napovednem pomenu ER in PR
dolocenih biokemic¢no in imunohistokemicn
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Regan MM et al for IBCSG. J Natl Cancer Inst 2006;98

Napovedni pomen ER dolocenih z IHC metod

1982 bolnikov zdravljenih 777 2dravljenih s
zaradi karcinoma dojke v ::> hormonsko terapijo +/-KT

|

letih 1973- 1993

THC Soore (% patients)
B (58%)

»IHC: 70.5 % ER+ 08

»biokemiéno:78.9 % ER + [ — NG
=T 2021%)

wo4TR) |-u e

DFS Probability

»ujemanje 85.5%
Best Cuspoint: THC score >2 (p<0.000()

o 1w 3% @8 0 7
“Time (months)

O Harvey J et al. ] Clin Oncol 1999;17




(Ne)ujemanje izrazenosti hormonskih receptorjev dolo¢enih @
lokalnih laboratorijih in v centralnem laboratoriju v okvir’ ‘
raziskave BIG 1-98

ER dolo&eni centralno
ER doloZeni lokalno | - 0 19%:9% | 210% | - Skupna
negativni 24 8 73 105
pozitivni 66 54 5,980 6,100
skupno 90 62 6,053 6,205
PR dologeni centralno
DR doloZenilokalno |77 %0 0| 1%-9% {0 210% | Skupno
negativni 371 308 544 1223
pozitivni 183 247 3584 4014
skupno 554 555 4128 5237
C

Viale G et al. § Clin Oncol 2007; 25

Preiivetje brez znakov bolezni (DFS) glede na centralno in
lokalno dolo¢anje hormonskih receptorjev
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Viale G et al. ) Clin Oncol 2007; 25

Preiivetje brez znakov bolezni (DFS) glede na izrazenost ER i@
PR (odsotnost vs. 1-9% vs 2 10%) dolo&enih v centralnen’. ‘
laboratoriju (raziskava BIG 1-98)
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Kdaj je rak dojk hormonsko odvisen? ’:ﬁ

" Ko so prisotni estrogenski ali progesteronski
receptorji v rakavi celici.

¥ Sprememba definicije v kliniéni praksi v letu

“ 10% celic £ 1% celic 5
[ pozitivnih nal :} { poitivnih na |
. ERin/aliPR | _ ERIn/aliPR |

A o & 4

~— -~ S

Proizvodnja estrogenov v premenopavziin @

pomenopavzi f 4
HIPOTAL AMUS
PREMENOPAVZA ¥ POMENOPAVZA IN

% PREMENOPAVZA
gonadotropini Adrenokortikotropni
(FSH + LH) hormon (ACTH)

HIPOFIZA

JAJCNIKI o~ i
) prolaktin NADLEDVIGNICA
rastni hormon /

\

l kortikostreroi
estrogeni / progesteron
progesteron it \ androgeni
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Vrste hormonskega zdravljenja ’«

KASTRACIA:

# odstranitev jajénikov

~ zavora delovanja
ANTIESTROGENI

~ selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (SERM): tamoksifen

»~ Cisti antiestrogen -razgrajevalec ER (SERD): fulvestrant
ZAVORA PRETVORBE STEROIDNIH PROHORMONOV V
ESTROGENE

» zaviralci aromataz: anastrozol, letrozol, eksemestan
PROGESTINI

# megestrol acetat




Mesta delovanja hormonske terapije
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I1zbor hormonske terapije glede na menopavzni
status

zavora sinteze
extroganov

v perifernih tkivih
{zaviraicl aromataz)

- prepretitev vezave 1
estrogenov na 1

»prepreZitev vezave ; hormonske recaprorfe
estrogenov na hormonske : |
i

receptorje

»ovarijska supresija
ali /ablacija

Tveganje za ponovitev bolezni
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Izbor dopolnilnega sistemskega zdravijenja

Hormonska visoka srednje neg. | visoka srednje neg.
odvisnost
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KT=kemoteraplja
HT=hormonska terapija
T=trastuzumab (Herceptin)

Raziskave dopolnilnega 5-letnega zdravljenja pomenopavznih
bolnic (primerjava ucinkosti tamoksifena in Al)
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Raziskave dopolnilnega 5-letnega zdravijenja pomenopavznih
bolnic (primerjava uéinkosti tamoksifena in Al)

REZULTATI
Raziskava Vrsta Al 3t. Srednji Razmerje tveganj (35 % 12}
i i keds Fu (mesy 2a ponovitey P zasmit =]
ATAC ama 6241 100 85 0,003 0,97 07
Loncet Oncol 2008 vs. tam (0,76-0,34) (0,86-1,11)
BIG-1-98 et 8010 73 0,87 0,03 0,85 0,05
SABCS 2008 v, Tam (0,76-0,99) (0.72-1,0)
A tam — ana aa8 64 ) 0,01 0,56 01
Boccordo F v tam (0,35-0,89) (0,28-1,15)
Lancet 2007
ABCSG:8 ARNO 95 Tam —= ana 3224 28 0,60 0,0009 0,76 0,16
Jakesz R et al. vs tam (0.44-0,81) (0.52-1,12)
Lancet 2005
IES tam — ekse a7a2 91 0,81 <0,001 0,86 004
CoombesRCetal.  vatam (0,72-0,91) (0,75-0.99)
ECCO/ESMO 2009
tam—let 3094 71 1,05 ns 1,13 ns

BIG-1-98 vs. let (0,84-1,32) (0,83-1,53)
480312008 let —tam 3085 71 096 s 090 s

vs. letrozo| (0,76-1,21) (0,65-1,24)




Primerjava ucinkovitosti Al in tamoksifena \
pri pomenopavznih bolnicah s karcinomom dojke - metaanaliz‘

A " B "
[~
23
e |
b &
# z
. 2
3 g »
s
5 s
g g 2q
3 5
s
a
[T ———— et i ks A i A 0
oy
; g —
[ g bt
; 3 e
O Dowsett, M. et at. } Clin Oneol; 28:503-518 2010

Raziskave podaljSanega hormonskega zdravljenja
pomenopavznih bolnic z Al

MA-17
rBCsGe eeeee————pe——

NSABP B-33

N-SAS BC 05

A G 1 (AL A I
BO0G 200601 (PATA) e —
1BCSG 35-07(SOLE) [ N T T

I I

O *NSABP: 5 let Al ali tam—Al; SALSA: tam+/- Al 2. gen; SOLE: Al ali tam ali tam —+Al
Podalj$ano zdravljenje z Al ’ 1
Raziskava Vrsta Al Stevilo Srednjf Razmerje tvegan (95 %12)
Referenca boinikov  FU (mes)
za ponovitev P @ st P
bolezni
CCTGMA 17 letrozol 5187 30 0558 <0,001 082 03
GossP et ol (0,45-0,76) (0,57-1,19)
INCI 2005
NSABP B-33 Eksamestan 1598 30 068 0,07 12 0,63
Mamounos et ai
J Clin Oncol 2008
ABCSG-6a Anastrozol 856 62,3 062 0,031 089 057
Jakesz Retal (0,40-0,96) (0.59 -1.34)
INCI 2007




Neoadjuvantna hormonska terapija s tamoksifeno

pri starejsih

*

med 1980-1990 je bilo narejenih ve¢ nerandomiziranih raziskav
faze Il, ki so preucevale ucCinkovitost tamoksifena pri bolnicah

270 let z lokalno napredovalim rakom dojk

» delez odgovorov 49%-68%:;

# srednji ¢as do najboljSega odgovora 13.5 to 14 tednov

» srednji Cas do napredovarija bolezni: 47/26/15.5 mesecev pri bolnicah, kjer je
bil dosezem popolnidelni odgavor/stagnacija % ” S
» prezivetie primerljivos historiCnimi podatki -

Hormonsko zdravljenje pre/perimenopavznih botnic z
metastatskim hormonsko odvisnim rakom dojk

Delez odgovorov 30% 39% 0.67 0.03

Cas do progresa (meseci) 5.4 8.7 0.70 <0.001
Povprecno prezivetje (leta) 26 29 0.76 0.002
O S Sodd Klijn }GM et al Proc Am Soc Clin Oncol 1996

U¢inkovitost Al v primerjavi s tamoksifenom v
neoadjuvantnem zdravijenju pomenopavznih bolnic

X 3 Ueirikovitost . Delez.
e Stevilo Irkiar. Zravijenje:3-4: | - : 3

- bolnikov talnikov. mesece -} eRR %PCR BCS (%)
LET 024 trial 324 | veliki operabilni 55¢ <1 45°
Eierman, ali lokalno < LET
Ann Oncol 2001 napredovali TAM L 5 i

i 330 | veliki operabilni A 37 3 44
IAPALT teial ali lokaino oy Fl s
Smith napredoval TAM
IED 2005 e =3 5 =
FROACT veliki operabilni 39 NR a3
Cataliotti, 34 | alilokalno <: A
Franch2006 napredovali TAM 3 NR 308
Ekemestane Study velikioperabiln: EXE 76+ 2 37+
Semiglazov 15 atijokato <: TAM

dovali

ASCO 2005 [rapeetoves 40 2 20
*statisticno znadilna raziika

cRR= klinicni odgovor, pCR= patoloski popoln odgovor, BCS= konzervirajota operacija




Prvi red zdravljenja pomenopavznih bolnic s hormonsko
odvisnim metastatskim rakom dojk ’

$

weterancs - Randomizadja Delg3. Klinlena - | stedhl tas do'progresa. -
: -2 - odyovorow (%) | - dobrebt (X) {mes) ;
Nabholz et at Anastrozole 21 598 114*
J Clin Oncol 2000 Tamoxifen 17 46 5.6
Bonnetere et al Anastrozole 33 56 8.2
J clin Oncol 2000 Tamoxifen 33 56 8.3
Mouridsen et al Letrozole 30" a49* 9.4*
4 Ciin Oncol 2003 Tamoxifen 20 38 6.0
Paridiens et al Examestane 182 46+ 66* 9:9¥
4 clin Oncol 2008 Tamoxifen 189 31 49 5.8

*statisticno znadilna razlika

C

Drugi red zdravljenja pomenopavznih bolnic s hormonsko )
odvisnim metastatskim rakom dojk ’ "
(po predhodnem zdravijenju s tamoksifenom) '

Referenca. . - Randomizaclja .. | Delez - Kliniéna Srednji €asdo : | Srednje pre:-
i Ve B (). | ‘progresa (mes)- | Zivetje {mes)
Buzdar et al Anastrozol, 1mg 263 13 a2 27"
Cancer 1998 Megestrol acetat 253 12 40 - 23
Domberonowski et al | Letrozol, 2.5 mg 174 24 35 55 25
4 Clin Oncol 1998 Megestrol acetat 189 16 32 55 22
Buzdar et al Letrozol, 2.5 mg 199 32 53 4 29
J Clin Oncol 2001 Megestrol acetat 201 30 a7 3 26
Kaufmann eta| Exemestan, 25 mg 336 15 37 a7 i oosedera®
J clin Oncol. 2000 Megestrol acetat 403 12 35 3.8 28

*statisticno znadiina razlika

C

Fulvestrant v zdravljenju pomenopavznih bolnic s hormonsko

odvisnim metastatskim rakom dojk *
Reférenca Predhodno: + Randamizacha | 8t | Kok [ Dele:
sdravljenje : : .| dobrobit (%) - odgoverav

Howellet al 8rezoztam Fulvestrant vs 587 54.3* 316
JCO 2004 adjuvantnoPred | tamoksifen 62.0 339

212 mes.
Robertson etal | Brez oztam Fulvestrantvs 205 725 36 e nidosezen™
Raziskova FIRST | adjuvantno pred | anastrozol 67 355 14.2
1C0 2009 212 mes.
Osborne etal) tam Fulvestrantvs 400 435 19.2 5.4.
Jco 2002 anastrozo! 409 16.5 a1
Chiaetal. nesteroidni Al | Fulvestrantvs 693 322. 291 9.9
Raziskava EFECT eksemestan 315 272 8.1
The Breast2008
Bergh et al dopolnil no Anastrozolvs 514 55.1 336 102
Raziskavo FACT | hormonsko Fulvestrant + 55.0 318 108
SABCS 2005 2dravijenje anastrozol

*statisticho 2natiina raziika




I1zbor hormonskega zdravljenja metastatskega S?
raka dojk

PREMENOPAVZA POMENOPAVZA

antiestrogeni ali
zaviralci aromataze

Zakljucki A?

= Hormonsko odvisnost raka dojk definira prisotnost
estrogenskih in/ali progesteronskih receptorjev.

= Prisotnost hormonskih receptorjev napoveduje odgovor
na hormonsko zdravljenje.

& Hormonsko zdravljenje je izbor za pre- in
pomenopavzne bolnice s hormonsko odvisnim rakom
dojk v dopolnilnem zdravljenju in zdravljenju razsirjene
bolezni.

(@]
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HER2 je regulator stevilnih signalnih poti

4 % rer .

NG NN NN

HER?2 je regulator stevilnih signalnih poti

TGFa

EGF  Epirequiin Beta- HB-EGF NRGI NRG2 NRG3 NRGH
a W e &

1,4 e 3,4) (O]
cn (L4 regain
iy R R dei

Citokini Ligandi

Receptorski
dimeri

Encimi

Kaskadne poti

Mehanizem delovanja trastuzumab

e v e Ekstracelularni ucinki
Ekstraqelql ~ prepreci odcepitev
2 uém_l_q ) 1 ekstracelularne domene

~ interakcija med homo in
heterodimeri

— od protiteles odvisna
citotoksiénost

Intracelularni uéinki
— indukcija apoptoze
— zmanjsana proliferacija celic
— HER2 downregulacija
— zmanjsana produkcija VEGF

— potenciranje delovanja
kemoterapije

modulacija downstream signalov

spremenjen cross-talk z drugimi
signalnimi potmi




Od HER2 do tarénega zdravila

QOdobritev ' Odobritev

v
komb. s komb. s
paklitakselom | docetakselom
vEU vEU

2001: Slovenija Odobritev
trastuzumaba v
1998: ZDA dopolnilnem

zdravljenju
v EUinZDA

Prvi raziskavi s trastuzumabom, faza Il

® Faza I, 46 bolnic, mocno pretretirane
~ izbor [HC pozitivnih, ce je bilo obarvanih vsaj 25% celic, nejasna
merila
* ORR 11,6% (1 CR, 4 PR)
® Fazall2, 222 bolnic, 2. in 3. linija
— izbor HER2 pozitivnih (2+ ali 3+) na osnovi sistema ocenjevanja 0, 1+,
2+, 3+, pri céemer je bil 3+ rezultat pri srednjem do moénem obarvanju
membrane > 10% celic,

= ORR 15% (8 CR, 11 PR) v ITT populaciji
» ORR 18% pri IHC 3+ in ORR 6% pri IHC 2+3

1 Baselga J etal J Chn Oncol 1996,1413) 737-744 2 Caoblegh M et al J Clin Oncol 1999, 17(9)
2639-2648 3 Smith IE Anti-Cancer Drugs 2001.12(4) S3-S10

Izbor populacije je kljuCen za tarCna

tﬂsgg “-ﬂ
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&
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® |zbor HER2 pozitivnih ® Brezizbora
— odgovor pri 15 od 100 — odgovor pri 3 od 100




Nova taréna zdravila: drugacen
mehanizem delovanja

Monoklonalno Ab
trastuzumab'’
Usmerjeno na EC
domeno
receptorja HER2

Mala molekula - lapatinib?4
Usmerjeno na IC domeno HER1 in HER2

t al. Clin Cancer Ri 3 0-5, 2. Rusnak Mol Cancer Ther 2001,1:85-94; 3
al. Mol Cancer Ther 21 3-40; 4. Xia et al. Oncogene 2002,21(41) 6255-63

Zdravljenje HER2 pozitivhega raka dojk

Zgodnj rak dojk Metastatski rak dojk

i Dopolnilno |

Trastuzumab e  Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab
NOAH HERA - HO848g - GBG28
Lapatinib, trastuzwnab ~ ~ NSABP.B3{ - M77001 Lapatinib
- NeGALLTO NCCTG N3831 - TAnDEM EGF100151
~ Geparqunto BCIRG 008 Lapatimb Lapatinib,
Trastuzuma, = FinHer - EGF008 L
poctuzumab - PACS04 - EGF104300
- NEOSPHERE - (NOAH)
®  Lapatinib, rastuzumab
ALLTO
®  Trastuzumab, bevacizumab
- BETH

Trastuzumab v kombinaciji s taksani

5% 1 (B 0 [ v P65 2t 995 1700 |

@ Skupina IHC 3+ je imela vecjo dobrobit IHC 2+

1 Slamon DJ, et al. N Engl J Med 2001344 783-92. 2 Smith IE. Anti-Cancer Drugs 2001;12(4).S3-
S10




Trastuzumab v kombinaciji s taksani

Marty M et al. J Clin Onc:

Kombinacija bioloske in hormonske
terapije

@ ‘“crosstalk” med signalno potjo HER2 receptorja in endokrino potjo

@D Rastni dejavnik
© Estrogen
EGFR/HER2

Plazemska
membrana

Cell
Survival

Celiéna
rast

Komblnacua bioloSke in hormonske

(e p=0,0016 (p=0,62") p=0.019

p=0,325 (p=0,85%)




Zdravljenje HER2 pozitivhega raka dojk

Zgodni rak dojk Metastatski rak dojk

| Dopalnilno ] e Em]

Trastuzumab ®  Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab
- NOAH - HERA - HO648g - GBG26
Lapatinib, trastuzemab ~ ~ NSABP-B31 - M77001 Lapatinsb
~ NeaALLTO - NCCTG N9831 TANDEM - EGF100151
- Geparqunto BCIRG 006 Lapatinib Lapatinib,
Trastuzumab, ~ FinHer -~ EGF3008 trastuzumab
pertuzumab - PACSO4 EGF104300
~ NEOSPHERE - {NOAH)

Lapatinib, uastuzumab

- ALLTO

Trastuzumab, bevacizumab

: 0

Operacija

1 Cameron D et al Breast Cancer Res Treat 2008,112 533-543 2 von Minckwitz et al J Cin Oncol
2009 J Clin Oncol 2009.27(12) 1999-2006 3 Blackwell et al SABCS 2009:ab 61

Kombinacija dveh bioloskih u¢inkovin

Trastuzumab

Lapatinib

Downstream signalne poti

Celiéna proliferacija




Zdravljenje HER2 pozi

2Zgodnji rak dojk Metastatski rak dojk

Dopoiniin:

Py e Trastuzumab ®  Trastuzumab Trastuzumab
~ NOAH HERA) ~ HoG4gg GBG26
Lapatinib, trastuzumib NSABP-B31 ~ M77001 Lapatinib
NeoALLTO - NCCTG Nsa31 ~ TAnDEM - EGF100151
Geparqunto BCIRG 008 o Lapatinib Lapatinib,
Trastuzumab, FinHer - EGF3008 sz may
pertuzumab PACS-04 - EGF104900
NEOSPHERE (NOAH)
e Lapatinib, wastuzumad
ALLTO
e Traswzumab, bevacizumab
aETH

Kljuéne raziskave s trastuzumabom v
dopolnilnem zdravljenju > 13.000 bolnic

HERA (izven ZDA) BCIRG 006 (globalna)
/opazovanle i /EBEEU]DD
: e
¥, ~BRRRNNNE
s

IHC / FISH |nf

~REEEE -
(n=5090) S88 L (n=3.

NSABP B-31 (ZDA)
IHC / FISH iEE o - e rsH ~AERENRE

(n = 3.505)

Piccart: art et al 2005; Romond et al 2005; Slamon et al 2006

Kljucne raziskave s trastuzumabom v
dopolnilnem zdravljenju > 13.000 bolnic

NOAH (neo)adjuvantna

=
e rpisng B S OO
(n =228) BER radioterapija FinHer (Fin)

PACS04 (Fra, Bel)
n =3.o1o"§55555 IHC / FISH .~ Opazovanje
“HEREERY =52 EETT—
D docetaksel w vinoreibin

ED ﬁ
H:‘wut cin, trastuzumab
docetaksel

suu et al 2009; Spielman et al 200




Prezivetje brez ponovitve bolezni (DFS)

Mediana spremljanja, leta

HERA! CTx-»H 1 leto

B-31/N98312AC»PH ‘B~

BCIRG 006° AC—TH a—
BCIRG 006° TCarboH —a—

NOAH? CTx/H-H 1 letoa? ———

FinHer® VH ! TH-CEF¢

PACS-04° CTx~H 1 leto®
1 Bolje brez 2

trastuzumab HR  frastuzumaba
aTemelji na man)$i podskupini bolnic s HER2 pozitivnim rakom dojk; "EFS

°DDFS;

1 Gianni L et al St Gallen 2009.ab 25. 2 Perez EA et al ASCO 2007 ab 512 3 Stamon D et al
SABCS 2009 ab62 4 Gianni . et al SABCS2008 ab 31. 5 Joensuu H et al J Clin Oncol
200927 5685-92 6 Spreimann M etal J Ctin Oncol 2009,27 6129-34

Celokupno prezivetje (OS)

Mediana spremljanja, leta
1
HERA' CTx~H 1 leto 2 analza. brez vpliva crossoverja 2

3 analza, vplv crossoverna 4

HERAZCTx-*H 1 leto

B-31/N9831° AC»PH

BCIRG 006* AC—»TH
BCIRG 006* TCarboH

1 Bolje brez

Bolje
HR  trastuzumaba

trastuzumab

1Smith IE etal Lancet 2007.36929-36 2 Gianni L et al St Gallen 2009 abstr 25 3 Perez EA et

al ASCO 2007 absir 512. 4 Slamon et al SABCS 2006 absir 52

Raziskave v dopolnilnem zdravljenju HER2
pozitivhega RD z bioloskimi ucinkovinami

O (BIG 2-06)

trastuzumab + lapatinib 1 leto
lapatinib 1 leto

BETH (TRIO CIRG-011) 3
bl 6x TCH + bevacizumab | trast. + bev. do 1 leta
X = trastuzumab do 1 leta

‘—-’
B Thibev. trast, + bev, do 1 leta

® Dodatne raziskave s krajSim rezimom trastuzumaba
— 6 vs. 12 mesecev (PHARE, PERSEPHONE)
— 3 vs. 12 mesecev (SOLD, Short-HER)




Pred sprejetjem odlocitve o zdravljenju moramo
poznati HER2 status

HER2 testiranje o 3 |

Dowsett et al 2007; Wolff et al 2007

Priporocila za dolo¢anje HER2
® Leta 2007 je zdruzenje ASCO/CAP (American Society of Clinical
Oncology and College of American Pathologists) izdalo nova priporocila

za opredelitev HER2 pozitivnega statusa
— IHC pozitivno (3+): mocno obarvane cele membrane v > 30% celic

— FISH pozitivno (+): HER2/CEP17 razmerje > 2.2

® HKriterij HER2 pozitivnosti v dopolinilnih raziskavah s trastuzumabom
— IHC pozitivno (3+): moc¢no obarvane cele membrane v > 10% celic

— FISH pozitivno (+): HER2/CEP17 razmerje > 2.0

Worli AC et al J Clin Oncol 2007.25(1) 118-145 Perez E etal SABCS 2009 abst 701

D A O AP 2007 priporo a
e
O 0 od gled priporo 2 O AP 200
P ospe pregled 0 odstotek bo 98
do o) A O AP 2007 priporo 0 R2 po
obo
98 DA
SEEE Il i
5 EEE N 0 - T
BEE BN NN




DFS (prezivetje brez bolezni) glede na nov
odcitek IHC

At B “- : =t
_““ o
>30% 3+ 047.073 | <0.0001
>10:30% 3+ 0.09-175
510 0.35-1.08
A 124 25 n
74.2
PR'OR i HO 0.47.0.72 | <0.0001
847
PRIORIHC 0.1.2 061 0.35-1.08
_“ 124 25 n

Perez E et at SABCS 2009 abst.701

DFS (prezivetje brez bolezni) glede na
nova priporocila

ASCOI/CAP 2007

e HER2 Non-positive oz. mejna populacija (IHC < 30 and FISH razmerje <
2.2)

e HER2+ (IHC >30 ali FISH razmerje > 2.2)

Percent

Time (years)

2009.abst. 701

Odprta vprasanja

® Ucinek trastuzumaba se zdi primerljiv ne glede na stara ali nova
priporocila

— HER2 pozitiven rezultat glede na prejSnja priporocila glede HER2
pozitivnega rezultata je lahko kriterij za dopolnilno zdravljenje

— potrebni so podatki iz novih raziskav

® V raziskavitrastuzumaba in lapatiniba (MCCR R00639) so
centralno retestirali 118 bolnic za HER2 status?

odobno al| boljSe ujemanje med lokalnimi in centralnimi laboratoriji
ot v NS83

- 4,2% bolnlc ni bilo pozitivnih po novih priporoéilih ASCO/CAP 2007
za HER2 status

1 Perez E et al SABCS 2008 abst 701. 2 McCullough A et al. ASCO 2009 abst 11527,




Stevilne uéinkovine v razvoju na podn—'oéju
HER2 signalne poti

o [ L e ey Gmab 4
monoklonsko protitelo, ki inhbira dimerizacijo HER2
g : TDM1 :
| nwivﬂemmfkmm
: " npr. GDC0941
molekula, ki se selektivna vele na PRK zoformo, ki inhibira PI3K / Akt si

npr. neratinib
R Never RNt o IDROL EGETS IER 10 HERS IR0 M

Npr. everolimus
mafhina molekula, M inbibis signalia pravajanys preko raTOfY

npr. tanespimicin
_ Johibira " heat-ahock protein” HSP 801

DC, antibody-drug conjugate; T-DM1 zumab DM1; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; EGFR, epidermal growth factor receptor;
, mammalian target of rapamycin: heat-shock protein; VEGF, vascular endothelial growth factor







Dolo€anje statusa
hormonskih receptorjev in HER2
- metodoloski aspekti

S. Frkovi¢ Grazio
Onkoloski Indtitut, Oddelek za patologijo

DoloCanje statusa HER2
pri karcinomu dojke

1 - DNA: FISH, CISH, RT-PCR, Southern blot
- 2 - mRNA: RT-PCR, Western blot
s s 3 - protein: IHK, Northern blot

IHK in FISH:

- primerni za arhivsko tkivo

- ohranjena morfologija tkiva

- priporoceni za diagnosti¢no
dolocevanje

Approgpriate laboratory assay methods
THC aud FISH™ ate the svhintgues tocommended
for deteeninig HER2 status. Cunesitly,  the

Ellis et al. J Clin Path 2004; 233-237

Stara priporocila za dol¢anje HER2
Velika Britanija NEQAS 2004

- algoritem dolo¢anja

- minimalni obseg preiskav Stndardised, valhdoked IHC assay

(vsaj 250 na leto za IHK) [ I

{vsaj 100 na leto za FISH) P g Homn ool
- invazivni karcmgm — - s
- uporaba notranjih kontrol
- nacin vrednotenja For

. ASH cssay

- standardizirane metode |

= ISH Nllw 20 FISH 10ho 52.0

Upkres recorvencoko o MER2 st m i UK ::g;'yg""d Iopied

sy e




Priporocila ASCO in CAP

Priporocila za dolo¢anje HER2

Jam 3 mm“ (WY

ASCO & CAP
Atsctiean Seaer of T Oneology; College of American

2 0 0 7 Pathodogists Guideline Recomaendations for Human
Epéidermal Growth Eactor Receptin 2 Testinng in Breast Canwer
WH\“NL»&NIMM ibat Srec L ey 11
i Xad Doace Ok L hMMUM\» e Linge Lk N A Snt,
\Q—wu\- Mk 3t Arorm Sk 4 S, Mikeai X Porns Ay 290, Chmere S0mpon.
b Irrne Taben o i Twne Mo w4, Mo ¥ 0,
Jorridi i

+ Najprimerjnesi algoritem dolo¢evanja HER2
+ Zagotavljanje optimalne kvalitete preiskav, kvalitete
interpetacije in nacina podajanja rezultatov

ASCO/CAP 2007

* 1. Ni ‘zlatega standarda’; ni testa, ki bi v primerjavi z drugimi
testi bolje prepoznal bolnice, pri katerih bo Herceptin uspesen

+ 2. Ne glede na metodo (IHC ali FISH) je rezultat
doloc¢anja fahko:
Negativen HER2 (negative) HER2 test — IHK 0/1+, FISH r <1.8)
Dvomljiv HER2 (equivocal) HER2 test — IHK 2+ FISH r 1.8-2.2
Pozitiven HER2 (positive) HER2 test — IHK 3+, FISH r >2.2)

+ 3. Neskladje:
v skupini negativnih in pozitivnih naj bo < 5%;
v skupini dvomljivih ne velja

Dolotanje HER2 na Ol

Skladnost IHK in FISH

Parni rezultati (IHK in FISH) za 5102 tumorjev 2005-2009

0 1+ 2+ 3+ Total
FISH - 2614 1275 414 46 4349
(51.%) | (25.0%) | (8,1%) | (0.9%) | (85,2%)
FISH + 16 37 104 596 735
(0,3%) | (0.7%) | (2.0%) | (11,7%) | (14.8%)
Total 2630 1312 518 642 5102
(51,5%) | (25.7%) | (10,2%) | (12,6%)

1,9% neskladnih med vsemi (99/5102)
2,2% neskladnih med + in — (99/4584)




Dolo¢anje HER2 na Ol

Skladnost IHK in FISH

Parni rezultati (IHK in FISH) za 5102 tumorjev 2005-2009

0 1+ 2+ 3+ Total
(N=2630) | (N=1312) | (N=518) (N=642) | (N=5102)

FISH - 2614 1275 414 46 4349
(99,4%) | (97,2%) | (79.9%) | (7:2%) | (85,2%)

FISH + 16 | (13)] 37 104 596 735
(0,6%) | (2,8%) | (20,1%) | (92.8%) | (14.8%)

V literaturi: 2-8% IHC 0/1+je FISH+ |

|
5-22% IHC 3+ je FISH - |

Dolo¢anje HER2 na Ot
Stopnja pomnozitve gena HER2
glede na rezultat HercepTesta

22— .
20—
18— FISH + primeri
= 16—
3 14— 8
o
= 12
'.:_ °
510— 8
9| &%}
=
¢ o
= 2
] =) B |
o
T T T
(] 1+ 2+ 3+
HercepTest

Algoritem za FISH

Her-2 testiranje

2 validirano
FISH metodo

I 1 1
+ dvomljiv .
FISH 2.2 el FISHr1.8-2.2ah FISH r<1.8 ail
>6 kopij gens Her-2 4-6 kopij gena Her-2 <4 kopij gens Her:2

Stej dodatne cetice
li

a
testiranje s HK

dvomljiv
r2 2 primerni za terapijo)




Algoritem za IHK

Her-2 testiranje
Z validirano
IHK metodo

[}

dvomljiv
(24)

CICIC0)

>2.2 <1.8
FISH

1.8-2.2
dvomljiv
(r 22 primerni za leropio)

)
Ml

Dolo¢anje HER2 na Ol

Delez HER2 pozitivnih IC

in / ali

79915102
15,6%

Dolo¢anje HER2 na Ol

2 x ‘dvomljivo’

« |HK ‘dvomljivo’ & FISH ‘dvomljivo’
* HecepTest poz (2+) & FISH koli¢nik 1,8 — 2,2

712071 (0,3%)




Herceptin data sheet

HOPCATRNS AND UBSGE
Hevoep bn (Trackizumobs. 33 poi| of & reatmen | regimen conbiaing doxcvubicin. cckophesphanide.
d packimel. = kikcabd fof the adurant tieakment o patien i wkh HERD- 0w tode
i Weastcanow (S CUHICAL STUDIES 0 DOSZE HD ACATLIS TRTION:

lferspio a3 2 SiME ogent is indicaled kY the Weaiment of palienks wilh r etackatic biooet cancer
iz Lol el ke HER2 [vobia i who e ieceked one of mote chetaohesaps

ol HERZ Detecticn
cavcet | 195 PRECAUTIGNS: HERZ Testingi
Dietecton of HER? protain overexpression. &

ampicalon. ks necessary for seection f palienls appmpmb far Hescepin lber.\p- 1622 [NDICATRONS.
4D USKGE). Assessment lor HER2 exeession or gene ampification

shouid b periomed b obarololies
%%ﬁfc techndogy being utikzed. Sevesat FOW-approved commerdial
AS8YS AR 4 o N of patients for Harceptin therapy isee HER2 Protein
Owexpnssm lmclm Nethods and HER2 Gene Amplification Detection Methods). Thase include
's apmozed 855l 440 assvs) and Pativision® and Dabo's apprved assay]
lFBH 959, l.ttr shatd refer b the package inserts of specic assay kits for inkormation on the
watidation and performance of eack assey.
Limitatiosts I asomy peecision particufarty for the IRC mehods and in the direct inkage beiveen assdy

esut ond weqmm c{ he Heruptnn latpetlhfthe HSH rdhod rn:k it lm.ns:hlc to rekyon
i sl s ot e c1mng

ozsxpession and polsntial benefitfrom Hescepdin isee Tables 2 and 4.

Herceptin data sheet

Hetzeptin®

[Trastuzomal)]

Manufactured be: 4830800
Generkzch, nc. iniial US Approval: Sepkember 1908
1 DI Atae Rexizion Dale: liowember 2003
Seuth Sar Francicon. £4 Q4080- )40 ©200C Genentedh. Inc.

LKD726 7172808

There are limitations in tre direct linknge betseen gene amplification and overexpression of the
Herozptin target which make itinadvisable to rely on a sinale method to ruke out potential benefit
from Herceptin. There is instfficient information to condude wihether patients without 3+ protein
overexpression by IHC but with gene amplification be FISH may benefit from Herceptin therapy in the
adjusantbraast cancer setting. There is insufficient infermaltion to determine whe ther FISH testing can

diglinguish a subgopulation of CTA 2+ pgfieqts with metastatic breast cancer o ywould benefit from
Herozptin theraps.

Priporocita ASCO in CAP

IHK 3+ / FISH- in
IHK O ali 1+ / FISH+

Discordant results (IHC 3+/FISH-negative or IHC = 3+/FISH-
posilive’ have alsa been described, and were observed in approxi-
ey A among 1303 patients screened centrally {LabCorp,
Burlinglin, NC) with both metheds for eligibility for a clinical trial
wilh trasluzumab. ™ However, clinical oulcome data for these nvo
araups are nol yetasikible. Weanticipate and recommend that such
analyseswillbe forthcoming ascarrelnivestudiesof the large prospec-
tive randomized clinical trials of irastuzumab,




IHC slides  FISH slides
HercepTest) (PathVysion)

Core-needle biopg‘/

Small tumors E

External controls

Dolo¢anje HER2 na Ol

VzorCenje za diagnosticne TM

- 6 vzorcev posamezne biopsije
- premer vzorca 0.6 mm
- vsaj 2 podrodji invazivnega karcinoma
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Dolo¢anje HER2 na Ol

TM pri doloCanju HER?2

1.Ocena primernosti vzorca
na preparatu HE

HER? (FISH)10x

Dolo¢anje HER2 na O!

Skladnost rezultatov FISH:
TM vs. cela rezina

« 7172 99% skladnih rezultatov
(kappa = 0.952)

« 25/25  100% (Skacel 2002)
« 28/29 98% (Gancberg 2002)
- 83/87 95% (Zhang 2003)
+ 99/101  98% (Bhargava 2004)

Dolocanje HER2 na Ol

Skladnost rezultatov IHK:
TM vs. cela rezina

* 94/97 97% skladnih rezultatov
(kappa: 0.901)

+ 94/109  86% (Bhargava 2004)
+ 51/54 93% (O'Grady 2003)




ASCO/CAP 2007

Optimalni postopki za zagotavljenje kakovosti

.

Zagetna validacija (pred diagnosti¢éno uporabo testa)
— navsaj 25 — 100 vzorcev
— skiadnost z validiranim testom > 85%
Redna kontrola kvalitete
Revalidacije 2x letno
Vzdrzevanje opreme
Uporaba standardnih operativnih postopkov
Redno izobraZevanije in preverjanje usposobljenosti
tehni¢nega osebja
Redno izobraZzevanje in preverjanje usposobljenosti
patologov
Revalidacija ob vsaki spremembi postopkov

ASCO/CAP 2007

Ravnanje s tkivom

« Cim kraj8i ¢as od odvzema do fiksacije
+ Debelina 5 do 10 mm
« Fiksacija v formalinu 6 do 48 ur

+ Evidenca ¢asa do fiksacije in trajanja fiksacije
za vsak vzorec

+ Rezine preiskane v najvec 6 tednih

ASCO/CAP 2007

Priporo¢ene metode za diagnosti¢no dolo¢anje HER2




ASCO/CAP 2007

Optimalni nacin kontrole kakovosti

+ interna kontrola kakovosti

— pozitivne / negativne kontrole

— ustrezne kontrole z razliénim nivojem ekspresije antigena
» eksterni program kontrole kakovosti

—~ vsaj 2 kroga letno

— zadovoljiv rezultat je >90% ustreznih rezultatov

* presoja eksterne komisije vsake 2 leti
* letne interne presoje
* nezadovoljivi rezultati—— suspenzija laboratorija

ASCO/CAP Guideline recommendations for HER2 testing
J Clin Oncol 2007; 25(1):118

brew Jx\m hae nol. Prospective subsiudies from o of the adju-
vant randomired @ials of trastuzsamab versus nil hnve demonstrated
that a pproc mately 208 of HER? assars performad in the Beld {at the
primary tresement site's paibology departmsznt! were incarrzct when

el (] g

lifz-threatzning and sxpensive ireatmed

ASCOICAP 2007
Vrednotenje IHK reakcije

-Sibka do zmema reakcija >10%
L—= -mogna reakcija <30%




Spremembe pri vrednotenju IHK

Do 2007

Negativno (0 in1+):
neobarvane ali deino
obarvane membrane v
<10% celic

Pozitivno (2+): *—
Sibko ali zmerno obarvane
cele membrane v > 10%
Pozitivho (3+):

mocno obarvane cele
membrane v > 10% celic

| et

N

ASCOICAP 2007

Negativno (0 in1+):
neobarvane membrane ali
delno obarvane membrane v
< 10% celic

Dvomljivo (2+):
§ibko ali zmerno obarvane
cele membrane v > 10%,;
moé&no obarvane <30%
Pozitivno (3+):
mog&no obarvane cele
membrane v > 30% celic

IHK rezultati Ol

poz (3+) 12,6% (642 /5102)

dvomljivo (2+) 10,2% (518/5102)

neg (1+) 25,7 % (1312/5102)
neg (0) 51,5% (2630/5102)

Mayo Clinic, 1575 cases
13% IHC score 3+

13% IHC score 3+

-

Saitama Cancer Center, 1482 cases

MSKCC New York, 3655 cases

11% IHC score 3+

UH Leuven, 1362 cases
11% IHC score 3+

CED
2+
0 1+4]
oo

IHK doloéevanje HERZ2 na tkivnih mrezah

Kpoz -




FISH za dolo¢anje HER2

Nukleinskih kislin ne ekstrahiramo
iz vzorca (in situ)!!

Ohranjena morfologija tkiva
1. Razlogevanje
- karcinomskih in nekarcinomskih

- tumorskih ali netumorskih celic

2. Razlocevanie in situ in
invazivne kopomnente tumorja

Sonde za FISH

Sonde so praviloma v parih!!

Ena je oznacena s fluorokromom, ki
sveti zeleno indruga s fluorokromom, ki
sveti rdece

Jedrna DNK je kontrastirana z barvilom
DAPI, ki sveti modro

' Vrednotenje preparata temelji na '

oceni Stevila ali medsebojnega poloZaja sond |




FISH za dolo¢anje pomnozitve HER-2

» V nespremenjeni celici sta 2 kromosoma 17 in na vsakem 1
gen HER

+ Vecje Stevilo kopij Her-2 je lahko posledica anevsomije
kromosoma 17 in ne pomnozitve gena

* Priporo¢ena uporaba sonde za gen HER-2 in centromer
kromosoma 17 (PathVysion HER2 Probe Kit)

CENTROMER
GEN Hor2

KROMOSOM 17

Nacini oznacevanja sonde

Tipi detekcijskih molekul:

1. Radioaktivni oznacevalci

2. Molekule, ki jih dokazemo s protitelesi (CISH, SISH)
3. Fluorokromi (FISH)

Nacéin vezave detekcijske molekule:
1. Indirektno - zahteven postopek detekcije
2. Direktno — postopki detekcije niso potrebni

R
[_lﬂ/r“‘-‘;,&, .

% Les G COVALENT BONT)

K

Vrednotenje FISH-a

Do 2007 ASCO/CAP 2007
+ Signale HER2 in CEP 17 + Signale HER2in CEP17
prestejemo v vsaj 20 jedrih IC in prestejemo v vsaj 20 jedrih IC in
izraéunamo koligfniKr = ratio) izraéunamo kolignik (r = ratio)
» Negativno: = Negativno: @
= Pozitivno: rl = AD r=18-22
* Pozitivno: r




Fig 3. Patterns of human
epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) gene
copy alterations

(A) Classical amplification
with clusters of red HER2
signals.

(B) Normal HER2/CEP17
copy numbers.

(C) Low-level increase of
HER2 relative to CEP17.
(D) Coamplification of HER2
and CEP17.

More than 95% of breast
cancers correspond to
categories A and B, either
clearly HER2 amplified or
clearly not amplified

Koli€nik HER2 / CEN 17 - distribucija vzorcev (n = 6182)
614, 10%

88% jasno amplificiranih ali
jasno neamplificiranih |

828; 13%

O Ratio <1,4
m Ratio 1,4.4
0O Ratio >4

FISH rezultati Ol

* FISH+ 14,8% (753/5102)
* FISH - 85,2% (4348/5102)

* MSKCC New York, 3655 cases*:
14.7% FISH+

*Am J Clin Pathol 2005: 123:541




Dolo¢anje HER2 na Ol

Koliénik HER2 / Cen17

Stevilo (n)

600~

400~

Dvomljivo

ﬁﬂr._‘[—.]ﬂ_]

T T T T
<08 0812 1317 1822 2240 4180 >80
Koliénik HER2/ Cen17

FISH

Slabosti: Prednosti:
« Draga oprema + Kvantitativni rezultati
+ Drazje kemikalije + Objektiven sistem vrednotenja
+ Dolg postopek + Dobra ponovljivost med
: : laboratoriji in ocenjevalci
+ Mikroskopski pregled z oceno f
dolgotrainejsi kot pri IHK (kapa vetinoma >0.95)

+ Bolj$a korelacija s prognozo (?)

+ BoljSa napoved odgovora na
trastuzumab (??)

TOLUME 17 MUMEER 4 mamcn fo J0eR

Guidelines for Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
Testing: Biologic and Methodologic Considerations
oy i, s Lo Wb NS Bticet. Devns | S, 0 Nadwes B Fen

* Pregled literature in kriti¢ni pristop k priporo¢ilom iz leta 2007
* FISH priporo¢en kot primarni test




Guidelines for Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

Testing: Biologic and Methodologic Considerations
J Clin Oncol 2009; 27:1323-33

Guido Sauter, James Lee, John M.S. Bartlett. Dennis J. Slamon, and Michael F. Press

Her2 gene amplification is directly correlated with Her-2 overexpression

= full range of Her-2 expression is not continuous
- in amplified specimens receptors per tumor cells ranges from

500 000 to 2 000 000

- in non-amplified ranges from 25 000 to 185 000

+ Her-2 protein levels are not reliably analyzed by iIHC on formalin-fixed tissues
(fixation, especially ethanol exposure and antign retrival methods, nonspecific
binding in crush artefacts area, tissue border, cutery artefacts)

+ FISH analysis Is both relatively independent of tissue fixation and highly
reproducible between faboratories

* interlaboratory inconsistencies and external quality assurance schemes

= FISH is more accurate for the assessment of her-2 status than IHC in FFPE
breast cancers

Standardization of HER2 testing: resiilts of an
international proficiency-testing ring study

Modern Pathology (2007) 20, 584-591

Mitch Dowsett, Wedad M Hanna, Mark Kockx, Frederique Penault-Llorca, Josef
Ruschoff, Thorsten Gutjahr, Kai Habben and Marc J van de Vijver

Academic Depert. of Biochem., Royal Marsden Hospital, London, UK;
Department of Anat. Pathol, University of Toronto, Canada;

Histogenex, Antwerp, Belgium;

De’patt. de Pathol, Centre Jean-Perrin, Clermont-Ferrand, France;

Institute fur Pathol, Klinikum Kassel, Germany;

F Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland;

Roche Diagnostics GmbH, Germany

Depart. of Pathol., Netherlands Cancer Institute. Amsterdam, The Netherlands

11 higher proportion of equivocal cases than would be expected in the general
population - 32% (32/100 IHC results) compared with about 15% in routine practice

irvrunohisochemistty

o= sea| Seeefffe ] S Analysis of immunohistochemistry
A s N1 s | concordance: categorization

A | 0N N u N N 10| of specimens and consensus among
= 1 v 30| testing centers Specimen Center

Ad r " r 7 m 100

= T w| N:negative (0 or 1+);
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A8 N N ®
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Alo N N N N & 100

A N % | Each testing center, inctuding the sending
Al2 [ N « | center, analyzed the HER2 status of set A
ALY b 5 N N 5 100 | specimens by immunohistochemistry using
Ald N 2 | the HercepTest kit (DAKO), according to th!
ALS Fl r [ B % | manufacturer’s instructions
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17 H BB N X %0

AlR el ?] » 3 r 100

Al9 N N 60

A20 N N ~ *] w 100




Analysis of equivocal immunohistochemistry specimens

using FISH: mean HER2:CEP17 ratios

Case Center B Center C Center D| CenterE
AS L1 1.48 2.15 12, I31
A6 0.9 12 13 1.0 1.23
A8 2.7 1.73 25 18 291
All No signal 131 13 14 133
Al2 12 1.14 12 12 147
Al4 1.2 1.05 15 1 1.26
- Amplified 437 >4 45 551
Al7 13 2.1 1.7 1.09 1.42
Al9 12 15724 13 1.65 1.0

FISH analysis of set B specimens was carried out by each testing center, inctuding the
sending center, using the PathVysiont kit (Vysis/Abbott, IL, USA), according to the

er'si

and

for scoring. FISH scores were based on

the ratio of HER2:CEP17 signals and were categorized as negative (ratio <2) or
positive (ratio >2.0).

IHC - HER-2 NEQAS
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FISH

 rezanje parafinskih rezin / suenje

» deparafiniranje in hidriranje

« predobdelava

+ proteoliza

+ fiksacija in dehidracija

+ denaturacija / hibridizacija

 pohibridizacijsko spiranje

« kontrastiranje, pokrivanje in oznadevanje preparatov

[E&TJEEBE DNK

(Preiskovani

Komplementarno |
zaporedje NK

't

[ Dvoviatna DK Kompioks
preiskovana DNK +

komplementarna NK

E
=
1]

Kriteriji za interpretacijo FISH-a

fiksacija 6 do 48 ur
+ invazivni karcinom (ne DCIS !)
+ vsaj 20 jeder v dveh logenih podrogjih tumorja

Preiskava zavrnjena / ponovliena

» >25% signalov presibkih za vrednotenje
» neustrezen rezultat v kontroli
4

>10% signalov v citopazmi
4 f Table § FISH e Catei
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NEQAS - ISH SHEMA za HER-2

INAPPROPRIATE INAPPROPRIATE
Lass Ban Jowest RU rasult - 10% tors 1an hghet RC festt + 10%
SCORE =1 APPROPRIATE SCORE=1
1 RSO msaNgnosed”, than Within RC ran02 »f resuits If siso n¥sdgnosad”. then
SCORE=0 SCORE=3 SCORE=0
ACCEPTABLE ACCEPTABLE
Nt fess than lowest Not ovore than highest
RC score - 10% RC score + 10%
SCORE =2 SCORE =2
3728 a1 a3 38 ST 43 45 47 49
ISH score (ratio HER2/Ch17)
Lewest Lowast Highest Highest
RGro%-10%  RC rano RC ratio RC raho + 0%
=287 =319 =410 =451




NEQAS celicne linije
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Imunohistokemija

rezanje parafinskih rezin / sudenje
deparafiniranje in hidriranje

predobdelava za razkrivanje in obnovo antigena
(razli€ni nacini !)

imunohistokemijsko barvanje (razlini protokoli !)
kontrastiranje

dehidriranje, bistrenje, pokrivanje in oznacevanje
preparatov

Imunohistokemija

Prednosti: Slabosti:
-« Dostopna in izvedljiva v + Tezavna standardizacija
vetini laboratorijev = Obéutljiva za nepravilno

ravnanje s tkivom

* Ponovljivost med ocenjavalci
in {aboratoriji ni optimalna
(kapa 0.67 do 0.74)

= Subjektivno vrednotenje
rezultata IHK reakcije

Zmerna cena
Hitrost




Tezave prt IHK (formaiisko fiksirani, v parafin vklopljeni vzorci)

fiksacija v formalinu (zlasti zunar;p vzorci”)
- ¢as - razlika med penetracijo in fiksacijo !!
- izpostavljenost nefiksiranega vzorca etanolu je Skodljiva
- razmerje med koli¢inom fiksativa in koli¢ino tkiva
- razlike glede na sestavo tkiva (stroma / tumorske celice / mascevje)

razlicne metode za razkrivanje antigena
(tezave s standardizacijo glede na karakteristike tkiva — “zunanji vzorci®)

razliéni testi

nespecificna vezava
- zlasti v igelnih biopsijah
(podrocja mehanskih artefaktov)
- robni deli tumorja
(fiksacija, suSenje, termicni artefakti )
ozitivna reakcija v normalnem tkivu
F oddaljenost od tumorja ? le mocna?)

¢as od rezanja parafinske rezine do barvanja
(?ze po 2 tednih redukcija intenzitete IHK reakcije za 50%)

PRI VECINI TEH TEZAVAH NAM NE POMAGA UPORABA KONTROL !!

Kriteriji za interpretacijo IHK

fiksacija 6 do 48 ur
invazivni karcinom (ne DCIS 1)

pozitivni rezultat = mocno, enakomerno obarvane
cele membrane v vsaj 30% celic

Preiskava zavrnjena / ponovliena il . tistiin Qi
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Celicna linija
poz (3+)

Celicna linija

neg (1+)

Celicnalinija
neg (0)
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Fig 2. Immunohistochemistry (IHC) staining results in old and fresh
tissue microarray sections. These images show examples of
simultaneous IHC staining obtained on consecutive sections from
individual tumors. (A) Human epidermal growth factor receptor 2
(HER-2) staining on freshly cut section. (B) HER-2 staining on a
6-month-old section (same section as in A).




Ucinek izsusitve rezine po HIER — lazno negativna reakcija
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HER-2 FISH

Koliénik = 2.1 Koli¢nik = 1.0

Dolocanje statusa ER in PR
pri karcinomu dojke

ERa and PgR Testing in Breast Cancer

First comparison IHC to LBA in breast cancer patients
Arc) hol Lab Med. 1985.109:718

~200 studies
(IHC vs. = LBAS = outcome}

First Antibodias to ER First IHC in breast cancer (ER nuclear!}
Nat 1984;307:745

Proc Natl dcad Sci U S A
1 pee

{35 years)

Is this good?




Doloéitev HR

Biokemija IHK:

+ Velik vzorec = Velikost ni omejitev

+ Svezl zmrznjen vzorec « Fiksiran / v parafin vkloplien

« Radioaktivnost « Niradioaktivnosti

= Tehniéno zahtevna metoda = Cenejsa

+ Draga » Ocena HR v tumorskih celicah

= Homogenizat vseh celic in ne - ENﬂa
samo tumorskih

Problemi z IHK dolo¢anjem statusa HR

+ Kaj je problem ?

— Nezanesljivi rezultati, zlasti visok delez lazno

negativnih
« Obseznost problema ?

— ne poznamo natancno !

— rezultate poznamo le za laboratorije, ki skrbijo za
kakovost (rezultati razliénih shem kakovosti), vodijo
evidence napak, sodelujejo v klini¢nih Studijah (s
centralnim doloCitvam statusa markerjev)

— poznamo tudi nekaj “javnih skandalov” —

40% lazno negativnih ER (400/1000 bolnic) v
podroc¢ju Newfoundlanda in Labradorja —
200 bolnic tozi !

Priporocita ASCO in CAP
Priporocila za dolo€anje ER in PR

Pubished Anead 3 Prnt o Aprk 1, 640 36 10 1002064 26,600
The ol vreist b g o0 ancopale crgio e W.1200.0C0 208 25,4520

Jovwa o Cumcn. O
ASCO & CAP

20 1 0 Arvsnan Sty ol 1 Hazcat o Coep. o Anaricsa

Fathokezists Gdaline Pevor maeedaliz, ot
T don ] (o0 1g of Ltraea 3od
Progeaty g

Priporocila, ki naj bi prispevala k izbolj$anju stopnje zanesljivosti:
- kaj testirati?
- kako in s ¢im testirati?
- kako zmanjsati variabilnost rezultatov?
- kaj je pozitivno? kako porocati?
- kako izvajati kontrolo kakovosti?




Priporocila ASCO in CAP

Kaj testirati?

« Obvezno vse invazivne karcinome
« Priporocljivo tudi DCIS

« Sirokoigelne biopsije (multipli stebri&ki),
¢e se skladajo s tumorjem v resektatu
(glede gradusa in tipa)

Optimalno ravnanje s tkivom

+ Cas med kirursko odstranitvijo in zacetkom
fiksacije manjod 1 ure

« fiksativ: 10% puferirani formalin

« razmerje volumnov fiksativa/vzorca - 10:1

+ Cas fiksacije: >6 hin<72h

* rezine pobarvane znotraj 6 tednov

+ podatki morajo biti dokumentirani!

Starost

rezine: [~

2tedna I

19 |

hesecev

Vpliv starosti tkivne rezine na
antigenost ER




Priporoc¢ila ASCO in CAP

Standardizacija IHK barvanja

uporabliamo reagente in protitelesa, katerih specifi¢nost,
senzitivnost ter kliniéna napovedna vrednost so dobro
dokumentirane

testiranje in validacija na lastnem materialu; revalidacija
pri kakr$nikoli spremembi postopka

&e uporabljamo drugaéne reagente oz. protitelesa, morajo
biti rezultati vsaj v 90% skladni s klini¢no validiranim
testom pri ER/PR+, 0z. v 95% pri ER/PR-

uporaba pozitivnih in negativnih kontrol pri vsakem
barvanju

kontrolo naj sestavljajo tkiva z razliénimi nivoji ekspresije
antigena

HISUE Kontrola (20X

%

ol 100% 60-T0%

| -
Bx 7987/09 ER (1.25) be———— — 1

Priporocila ASCO in CAP

VzdrZevanje opreme
Uporaba standardnih operativnih postopkov

Redno izobraZevanje in preverjanje
usposobljenosti tehniénega osebja

Redno izobraZevanje in preverjanje
usposobljenosti patologov




Priporocifa ASCO in CAP
Kontrola kakovosti IHK barvanja

» interna kontrola kakovosti

— pozitivne in negativne kontrole
- eksterna kontrola kakovosti

— >90% ustreznih rezultatov

— pri odstopanju: dokumentirana analiza / program
ukrepov /analiza uspesnosti ukrepov

+ periodi¢ne analize lastnih rezultatov

Priporogila ASCO in CAP

Ocena (ERin PR)

Pozitivno
2 1% pozitivnih tumorskih jeder

Negativno
< 1% pozitivnih tumorskih jeder

Neinterpretabilno

- ni pozitivnih jeder v tumorju,normalno tkivo dojke (v
preiskovanem vzorcu) je povsem negativno ali pa je povsem
negativna normalna zunanja kontrola na istem stekelcu

Dologimo:
- delez pozitivnih (kvantitativno ali semikvantitativno)
- intenziteto reakcije (povpre¢no)

Odcitovalci vzdrzujejo svojo kompetentnost in konzistentnost
ter ju dokumentirajo

H-score

 vrednosti od 0 do 300

* % celic x 3 (mo¢no pozitivno)+ % celic x 2
(zmerno pozitvno) + % celic x 1 (Sibko
pozitivno)




Allred quick score

Scoring Immunostained Slides

Scoauee

[Proportion 1100~ 2= 110 B—4§ ~2B—§ 1

Score (PS)

SQD,Q[,Z) O =nogotve 1 = woak 2 = wtermed 3 = strong

Total Score (TS) = PS +1S (range 0-8)

Alred DC, et al. Mod Pathol 1998,11:155-168.

Example of Scoring

Proportion Score =4 (1/3™ to 2/3"* positive cells)
Intensity Score = 2 (average intensity “intermediate”)
Total Score = 6/8

Estrogenski rece ptorji

60% T

sowd ) 82,7% >10% (738% >70%) |
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Progesteronski receptorji

60% —
0% oo 65.8% >10% (52% >70%) | .
10,0% 1-10%
P10 R SO LRRIER ! (At et S A Wl o e ey S = e o e =)
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% pozitivhih jeder

Rezuitat testiranja zavrnemo, testiranje ponovimo, ¢e:
* rezultat na zunaniji kontroli ni ustrezen
- artefakti zajemajo celoten vzorec

Rezultat zavrnemo, testiranje ponovimo na drugem vzorcu, ¢e:
* je bil vzorec dekalciniran z mo¢no kislino
* v vzorcu ni normalnih epitelijskih elementov in/ali normalne
kontrole na istem stekelcu
* jerezultat ER-/PR+
* dobimo negativen rezultat na tumorju nizkega gradusa oz.
pri tubularnem, mucinoznem ali lobularnem karcinomu

ER & PR

70% 1—

50% o

40% fooee

30% e

20% -

10%

0% 4

ER+/PR+ ER+/PR- ER-PR+ ER-/PR-

n = 2000; 20062008




“Algoritem” testiranja

DCIS (priporocljivo)

invazivni karcinom (obvezno)

validirana metoda doloditve (preanalitski pogoji standardizirani,

protitelo, predobdelava, metoda, aparat), zadostno Stevilo

preiskav, izkuSeno os

eblje, interni in eksterni

nadzor kakovosti in spremljanje rezultatov
-

HR negativni
(cca 20%)

Ponovitev / potrditev Ce je:

- nizek gradus

- lobularni karcinom

- tubularni / mucinozni karcinom

HR pozitivni
(cca 80%)

- kvantifikacija (delez, score ...)

ER NEQAS

http://www.ukneqasicc.ucl.ac.uk/

Breast Hormonal Receptor Module

DISTRIBUTION OF SCORES

Figore 5. Rur 7E Oeshrogen Recepiors (UK NEQAS sectons).
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Automation N %
BzGerex Genon MX 6000§ 13 7
BwoGenex Optunax 7 71
Dako Auvtostainer 68 73
Dako TechMate 500 17 82
Dsko TechMatz Honzon 3 100
Labtision Autostainer 30 E
None 66 67
Shandon Sequenza 4 7S]
‘Yentana Medical Systems Benchmark 20 70
Ventana Medical Systems BenchMark XT 28 83
Yentana Medical Systems NexES 2 0aiaei7 5
Leica hlicrosystems Bond Max 32 81
Data not supphed or incomplete 16
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Immunocytochemistry

Breast cancer: Disgno
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Labvision SP2 (ER-/PR+) (0/40) DAKO PgR (ER- /PR-) (0/0)

% Interng kontrola

ONKOLOSKI INSTITUT - 829 dologitev / 1 leto

- ER-/PR+ skupno 72 (8,7%) —* 6 na mesec
* na patologa 1 na mesec (6/6)

Leto/ ER-/PR- | ER+/PR+ | ER+/PR- | ER-PR+ ER- PR+
kvartal N % % % % N

4 167 10.2 731 7.8 9,0 15

2005 1 241 4.6 817 6.8 71 17

2 215 70 712 8,4 13,5 29

3 205 131 75.2 6.3 53 11

X LABORATORW - 200 dolocitev / 1 ieto

-ER-/PR+ skupno 19 (8,7%) — —* 1,5 na mesec
* na patologa 1 na 4 mesece

Leto/ ER/PR- | ER+/PR+ | ER+/PR- | ER-PR+ ER- PR+
kvartal N % % % % N

4 50 10,2 73.1 78 9.0 5

2005 1 50 4.8 81.7 6.6 71 4

2 50 7.0 71.2 8.4 13,5 7

3 50 13,1 75.2 6,3 53 3

Prediktivni / prognosti¢ni marker

» Kliniéno validiran

» Koristen

» Tehniéno validiran

O




Kliniéno validiran

+ identificira skupino bolnikov s signifikantno razliko v:
odgovoru na terapijo / ponovitev bolezni / prezivetju

+ pomen dokazan v multiplih randomiziranih Studijah

Koristen

* marker se resnic¢no uporablja v klini¢ni praksi
- pomemben za odlocitev o nacinu zdravljena bolnika

C

Tehni¢no validiran

+ Ustrezna:
- specifi¢nosti
- senzitivnosti
- reproducibilnosti

+ Kalibriran glede na kliniko
+ Standardiziran nacin ocene / poro€anja
» Zagotovljen ustrezen nacin kontrole kakovosti

C







Pomen mutacij za sistemsko
zdravljenje bolnikov z
Gastrolntestinalnimi Stromalnimi
Tumoriji

Branko Zakotnik
OIL

Vsebina

® Standardno sistemsko zdravljenje
® GIST: molekularna patogeneza
® Rezistenca
— Primarna

- — Sekundarna
B Analiaza mutacij: koncepti in strategije
® Mutacije c-KIT kot napovedni dejavnik
B Povzetek in zakljucek

Zdravljenje

Standardno zacetno zdravlijenje razsejanega ali neoperabilnega
GIST-aje imatinib mesilat z zacetno dozo 400 mg/dan, ob
progresu 800mg/dan. Zdravljenje drugega reda: sunitinib 50mg/d 4
tedne, 2 tedna 0 mg/dan ali kontinuirano 37,5 mg/dan.

12-14% boinikov je primarno rezistentnih na imatinib*?, pri 40 % se
razvije sekundarna rezistenca v 2 letih??

Srednje prezivetje brez progresa 19-23 mesecev in prezivetje 49
mesecev* kazeta, da je nujna racionalna obravnava teh bolnikov 2
upostevanjem vseh novih dognanj molekularnih mehanizmov rasti in
rezistence 2z moznostjo uporabe novih tarénih zdravil

To potrjuje tudi zadnja analiza podatkov ameriSke raziskave kjer
porocajo o skoraj 5 letnem srednjem prezivetju’. Prav tako
ugotavijamo, da je srednje prezivetje pri bolnikih z razsejanim GIST, ki
smo jih zdravili v Sloveniji od leta 2001 (n=51) 66 meseceve.

'Demetn GD et al NEJM 2002 “Van Glabekke et al. JCO 2005, *Verweyj J et al Lancet 2004, “Van
Glabekke et al ASCO 2007, Abs#10004, “Blanke CD et al JCO 2008, "Repar A et al Onkologija 2008




GIST: molekularna patogeneza

m Kljuéni dogodek pri maligni transformaciji je v vecini
primerov mutacija gena'-?
— KIT. 80%-85%'
— PDGFRA: 5%-7%?
— Wild-type: 12%'
B Rezultat teh mutacij je stalno aktivirana receptorska tirozin
kinaza in kot posledica3:

— Od liganda neodvisna mitogena aktivnost in
stimulacija signalnih poti znotraj celice

— Rast tumorja, metastaziranje

1. Cortess CL et al J C#n Oncol 2004.22:3813-3825

2 Hesvich MC et al Soence 2003 299 708-710
3. Trent JC et at Curr Ops Oncol. 2006.18 386-395

Strukturne variante TK tar¢€ pri
GIST-u

1 dominantna

mutacija pri = —

posameznem LD TYPE. KIT n
bolniku — mesta PDGFRA (13%%)

mutacij se med h

bolniki razlikujejo

Exon 9 (8%) - SENS [] ] MEMBRANA
Exon 11 (76%) Exon 12 (0.3%)

LETRET CITOPLAZMA

Exon 17 (1%) ' Exon 18( 6%)-

SENS (D842V)

Stem Cell
Factor
Mutant KIT

|




Mehanizem delovanja TKI

Y8 N
ATP, » cKIT ST!57‘I;_\ > SKIT

N

Goldman J. N Engl J Med. 2001; 344: 1084-6

Sunitinib

| « sorafinib, nilotinib, |

| dasatinib, vatalinib,

| masatinib, AMG7086,

‘{ PKC412, AZD2171, !
]

L,__;_

—| activation

|




Patient 1: R.A. - Recurrent GIST before / after STI571

Baseline Pre-STI571

7 July 2000 7 August 2000
I

Primarna in sekundarna rezistenca:
Definicija

e i ~ Sekundarna
Primarna rezistenca'2 ‘ (pridobljena) rezistenca’-2

m Ni odgovora na zdravijenje | ® Odgovor na zdravijenje

W Zgodnji progres m Progres po 6 mesecih
— V 6 mesecih zdravljenja

1. von Metven M et al. Hemutol Oncal Can North Am  2006,19.547-564.
2 Blay JY et al Ann Oncal. 200516 968.578

Mozni mehanizmi rezistence na TKI

B Primarna rezistenca

— mutacije na KIT exon 9 (odvisna od doze) in 17,
PDGFRA exon 18;D842V6, WT

B Sekundarna rezistenca

— Mutacije KIT ali PDGFRA kinaze!-5. Najpogostejsa oblika
pridobljene rezistence (exoni 9, 11, 13, 14, 17)

— Prekomerna ekspresija ali amplifikacija KIT or PDGFRA
gena'3

— Aktivacija intracelularnih signalnih poti neodvisnih od
KIT?3

1 Chen LL et al. Curr Oncol Rep 20057 293-299 4 Antonescu CR et al Can Can Res. 200511 41824190

2 Fletcher JA et al. Proc Am Soc Cin Oncot 2003.2281S 5 Deblec-RycNer M et 3l Gastroenterology
Abst. 3275, 005,128 270-279.
3 Wardedmann € et al Ch Can Res 2006,12.1743.1749 6 Hesvich MC et al J Cin Oncol 2008,24 4764-4774.




Analiza mutacij: koncepti in strategije

B Pomen primarnih c-KIT in PDGFRA mutacij za:
— napoved odgovora
— napoved prognoze

m WT, c-KIT in PGFRA negativen GIST
- IGF1R

B Pomen sekundarnih mutacij za sekundarno
rezistenco na TKI

_ Mutacie kinaz pri GISTih_

“Wild-type”

Exon 18

PDGFRA

gxon 14— =
gxon 12 /
exon At

A3

etal. J Clin Oncol 21:4342-4349, 2003
t al. Gene! Cancer 47.853-859, 2008
Agaimy et al. J Clin Pat

Phase lll Trials
Genotype vs Progression-Free Survival
(All Doses)

SWOG S0033 EORTC/ISG/AGITG

>

_Exon 11 (n=248)

s

Exon 11 (n=]

WT (n=67)

Progressizn {probabilty)

Exon 9 (n=32) "
10 20 30 40

Heinrich et al. J Clin Onc Debiec-Rychter et al- Eur J Cancer
2008, 26(33):5360-7 2006, 42¢(8):1093-103




PDGFRA mutacije pri GIST-u
PDGFRA D842V
* 5% of GISTs
» Imatinib and sunitinib resistant

Exon 18 TKi rogjss,

grxontd —— 5 %
exon 12 /

PDGFRA

Heinrich et al J Clin Oncof 21:4342-4349, 2003
Dewaele B et al Clin Cancer Res, 2008 Sep 15:14(18).5749-58

C-KIT mutacije pri GIST-u

Heinrich et al. J Clin Oncol 21:43424349, 2003

Meta-Analysis
Progression-Free Survival vs. Dose

KIT exon 9 mutants

Me’dmn bFS (montl\ﬁ) 6 mo
3-year estimate (%) 5%

Pvalue (logrank test)

Exon 11 & WT: 400 mg
Exon 11 & WT: 800 mg

9: 400 mg Exon S ]
Ml B e

2 3 4 5

Van Glabbeke et al, J Clin Onc. 255468 (abstract 10004), 2007




C-KIT mutacije pri GIST-u
Exon 11

KIT Exon 11
Mutations

Point mutations

Deletions I

Deletion/substitutions

Insertions
Insertion/substitutions

Heinrich et al. J Clin Oncol 21:43424349, 2003

Martin et al. JCO 2005; 23:6190-8

In vitro Cell Line Data Suggests Reduced
Sensitivity to Imatinib for KIT Exon 11
L576P Mutation

BaF3 KITLE

Q

(BrdU incorporation
2 38YBEBYBEESE

% Proliferative cells

L3

= imatinib
» Dasatinib
* Niiotinib

b BaF3 KTV

+ Imatinib
+ Dasatinib
v Nilotinib

pUPSEBIRLES

% Proliferative celis
(BrdU incorporation

-

Antonescuet al Int J. Cancer: 121. 257-264 (2007}




GIST Zelodca: retrospektivna analiza

% Progressive
Disease

KIT Exon 11 deletion 72 15.3"0

# Cases

KIT Exon 11 point mutation 36 0%

Miettnen et al. Am J Surg Pathal 2352-68, 2005

~ Povzetek: Pomen razli€nih genotipov TK

B Napoved odgovora na imatinib
— KIT exon 11 napoveduje najboljsi
odgovor
* Podatki na celicnih linijah in
retrospektivna analiza kazejo na
manjso obcutljivost L576P (delecija)
— KIT exon 9 boljsi odgovor in dalj$i ¢as do
progresa z dozo imatiniba 800mg/dan
— PDFRA D842L mutacija je rezistentna na
imatinib in sunitinib

Wild-type GIST

“Wild-type”™
«Rare BRAF and RAS mutations {1%)

»High IGF1R expression

Agaram et al. Genes, Chromasomes & Cancer 47 853-859, 2008
Agaimy et al. J Clin Pathol 2008.62613-616, 2009




IGF1R pri WT GIST

IGF1R ekspresija je pove€ana za faktor 10 pri
otroskih GIST-ih v primerjavi z odraslimi’
IGF1R je izrazen in aktiviran pri veéini WT
GIST odraslih?

V posameznih primerih amplifikacija IGF1R
Ni IGF1R mutacij?

In vitro raziskave kazejo, da je lahko IGF1R
terapevtska taréa pri GIST-u?

1 Agaram et al, Clin Cancer Research 2008
2 Tamet al, PNAS 2009

Strategije blokade IGF1R

CP-751.871 (Plizer)
IMC-812 (ImClone)
AMGATS (fmgen)

NVP-ADW?42 (Novartis)
BUS-536924 (Eristal-Myers Squbb}
0s1-906 (0s1)

Non-ATP Antagoniss:

(»-—-—-— INSN18 (Insmed)

Heterogenost sekundarnih TKI mutacij

Drug/ATP binding pocket
Imatinib resistant
Sunitinib sensitive

Kinase activation loop
Imatinib resistant
Sunitinib resistant

Liegl etal. J Pathol. 2008 Sep:216{1):64-74




Spectrum and Frequency of Secondary
KIT Mutations in GIST (n = 29)

® V654A, D816H

5/ eoeea e
670 eo0®
820 e0O®

<
-

Exon 13 Exon 14 Exon 18

Drug/ATP binding pocket Kinase activation loop

Heinrich et al. J Clin Oncol. 2006.24 4763-1774

Second-Line Tyrosine Kinase Inhibitor
Sunitinib Versus Placebo: TTP

Sunitinib (n = 207)
Median 27.3 weeks
Placebo (n = 105)
Median 6.4 weeks
HR =0.33

95% C1, 0.23.0.47
P < 0.0001

e
Q
2
e*
g5
S a
EQJ
=S
90
E

24 30

Number at risk e secks
Sunitinib 207 106 34 18
Placebo 105 36 F

Demetn GD el al Lancer 2008:368 13291338,

Second-Line Tyrosine Kinase Inhibitor
~__Sunitinib Versus Placebo: Overall Survival

Sunitinib (n = 207)
Placebo {n = 105)
HR =0.49

95% C1.0.29-0.83
P=0.007

Overall Survival Probabi

0 O 1255 180 243 30

Number of patients at risk Months
Sunitinib 2078 1678 11788 o7 71 SO 31
Placebo 105 85 57 43 31 228013

Demetrt GD et al Lancet 2008 363 1329-1338.




Time to tumor progression on Sunitinib
by Original Kinase Genotype

100

30

80 KITWTvs e 17 p=00745
70 KITexon S vs KIT'WT NS
60 o

50 b

40

30

20

10

stimated TTP probab

12 18 24 30

0
Median (85%C1)
1 the (1.1, NA Time (months)

Heinnich, Cordess, Antonescu, Demetr, Fletcher JCO 2008

Sunitinib 4 on / 2 Off Schedule

Rabert C st al,, Lancet Oncol 2005,6 45t

Heterogenost sekundarnih TKI rezistentnih mutacij
pri bolniku s progresom na imatinib in nato na
sunitinib

LURS GHE R TED
(1530 ins 6)

(dupl Ala502 and Tw503)

Exon 9+ Exon 13 V6544




Povzetek: Problem rezistence

Sekundarna mutacija c-KIT 11 exona je pogost vzrok
rezistence na imatinib
Mutacije ATP vezavnega mesta (ATP/drug binding domain) so
senzitivne na TKI drugega reda, ki so na razpolago
Vendar imajo taki tumoriji lahko poleg te Se mutacijo v
aktivacijski zanki (activation loop domain)
Zaradi heterogenosti rezistence bo potrebno uporabiti nove
terapevtske strategije' 23

~ Kombinacija TKI

— Inhibitorji KIT/PDGFRA oncoproteinske ekspresije

(hsp90)
— Inhibitorji intracelularnih (downstream) poti

1. Blay JY et al ASCO 2008 2 Vagner AJ J Clin Oncol 28 2008 {M3y 20 6uppl; atrsti 10503)
2 Dumez H Etal ASCO 2008

PREZIVETJE BOLNIKOV Z RAZSEJANIM
GISTom NA ZDRAVLJENJU Z IMATINIBOM V
PRIMERJAVI S HISTORICNIMI SERIJAMI

|
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Ovetall surviea (%)
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Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST)
patologija in imunohistokemija

Matej Bracko,
Oddelek za patologijo
Onkoloski institut Ljubljana

GIST

+ Najpogostejsi mezenhimski tumor GITa
+ Incidenca: 10 — 20/ 1.000,000

+ Zelodec 60-70%
tanko ¢revo 20-30%
redko v ezofagusu, kolonu ali rektumu

+ redko na drugih mestih {omentum, mesenterij,
peritonej, retroperitonej)

GIST: biologija

+ Mutacija gena KIT (redkeje gena PDGFRA) je
zgodnji, najve_l_JetneJe onkogenetski dogodek
pri veCini GIS

» Mutacije povzrocijo konformacijske
spremembe KIT proteina, ki vodijo v
konstitutivno, od liganda neodvisno aktivacijo
tirozin-kinaze

* FizioloSke funkcije, povezane z aktivacijo KiT
so prezivetje celice, proliferacija, migracija,
diferenciacija in apoptoza




KIT PDGFRA

Bl I Membrane
Juxtamembrans Domain 12 08%
TK1 Domain xon 14 03%
o = Cytoplasm
Kinase Insert

e Exon 18,3 9%,

* Retirs 12 mxons invohm Most fragquantly by secondery/acquired matatons.

GIST: obnasanje

+ del GISTov (~30%) se obnasa agresivno

* ta delez je visji pri tumorjih tankega
Crevesa

 dalec najpogostejSi lokalizaciji metastaz:
peritonej in jetra

 kasni recidivi niso redki

GIST: napoved obnasanja

zelo majhna <2 <5

majhna >2 <5 <5

srednja <5 6-10

>5 <10 <5

velika >5 >5
> 10 katerokoli

katerakoli >10

Fletcher et al. Hum Pathol 2002; 33:459-65




Risk stranfication of pomary GIST

Tumor parameter Risk of progressive discase”
Mitooe ke Sz CGastric Duwdenum Jgunuwiteum Recum
550 HPY <2 em Nooc None None None
350 HPY Z24S om \ery low (1.9%) low (8.3%) Low (4.3%) Low (R.5%)
<Ss0 H >S<ID em Low (36%) - Moderate (24%)
S50 HPY “Ht cm Moderzne (10%) High (3.3¢3) 1ligh (52%) High (57%)
S50 1P <2 om Norne? » High High (54%)
5150 1Pt =18 ald Mederate (16%0) High (50%) Thgh (73%) High (52%)
550 Hey >8<10 om High (55% = High (85%) =
350 HPM >0 em High (86%) Iagh [REY0 Iligh (90%) Iligh (71%)

* Delived s mictastasis or
wmorselated desth

* Limited numbes of coxcs

* twlTicwd dons.

The table 1< basedd on Atsettivon
ctal. Saom Duaen Pathol 2000
422} Dot haco) on fowg-tonn|
fullow-up of 1058 gasoc. 629)
amall wkcsal 143 duodenal,
and 111 reewal GIS s (35, 6x]

GIST: patologija
» vretenastoceli¢ni tip 70%
* epiteloidni tip 20%

* meSani tip 10%
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GIST: imunohistokemija

KIT (CD117) 95%

CD34 60-70%

aSMA 30-40%

S-100 protein 5% (obi¢ajno fokalno)

Desmin 5% (obicajno fokalno,
najvecCkrat v KiT-negativnih
epiteloidnih GISTih zelodca)

Keratin 1-2% (3ibko, fokalno)
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GIST: imunohistokemija

» obseg in vzorec IHK reakcije na KIT ne
korelirata z vrsto mutacije in uspesnostjo
zdravljenja s TKI
—izjema: GISTi s Sibko/fokalno ali negativho

reakcijo na KIT so pogosteje KIT “wild type” ali
pa imajo mutacijo PDGFRA

GIST: zdravljenje
* kirurgija
* radioterapija in kemoterapija neuspesni

* inhibitorji TK (imatinib, sunitinib) pri
napredovali bolezni (inoperabilni tumoriji,
metastaze)

GIST: zdravljenje

* Ali bo zdravljenje s TKI uginkovito?

» odvisno od vrste mutacije, odgovor lahko
da le molekularnogenetska analiza
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GIST: diferencialna diagnoza

* “pravi” gladkomiSi¢ni tumoriji

— leiomiom
* muskularis mukoze (kolorektum)
* intramuralni (ezofagus > kolon)
« uterinega tipa (pri zenskah)

— glomusni tumor (zelodec)

— leiomiosarkom (t.in d. revo,

izjemno redek v Zelodcu)

razmerje GIST : gladkomisi¢ni tumorji GIT-a > 20: 1!
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GIST: diferencialna diagnoza

* tumoriji Zivénih ovojnic in melanocitov

— Gl schwannom
— metastatski melanom
— primarni Gl svetloceli¢ni sarkom




S

GIST: diferencialna diagnoza

* (mio)fibroblastni tumorji

— intraabdominalna fibromatoza (dezmoid)
— inflamatorni miofibroblastni tumor
— inflamatorni fibroidni polip (Vanekov tumor)
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KIT-pozitivni tumorji

mastocitom/mastocitoza 1
sem I nom 2z aktivaclio /

pljuéni mikrocelularni karcinom G
granulocitni sarkom

melanom, svetloceli¢ni sarkom (30-50%)

ES/PNET (50%)

nevroblastom (30%) i
angiosarkom (30%)

nekateri karcinomi

pozitivna IHK reakcija na KIT ni absolutni pogoj za
diagnozo GISTa
IHK KIT negativni GIST ni sinonim za GIST brez
KIT mutacije (“wild type” GIST)
vecina “wild type” GISTov je IHK pozitivnih na KIT
vecina IHK KIT negativnih GISTov ima mutacijo PDGFR
med IHK KIT negativnimi GISTi je dolo¢en delez
tumorjev z mutacijami PDGFRA ali KIT, ki so
odzivni na zdravljenje s TKI
negativna reakcija na CD117 pri GISTu ne
pomeni, da bo zdravljenje s TKI neucinkovito




pozitivna IHK reakcija na KIT ne pomeni, da

gre za GIST
resnicna ekspresija v nekaterih tipih tumorjev —
v vecini teh tumorjev ne gre za aktivacijo ali
mutacijo KIT, zdravljenje s TKI ni uspesno
lazno pozitivna reakcija (pogosta pri nizkih
dilucijah protitelesa in prekomernem razkrivanju
antigena - HIER)

najpogostejSa napaka, odkrita v

konzultacijski praksi MSKCC*:
5% mezenhimskih tumorjev GIT na osnovi
napacno interpretirane (lazno pozitivne) IHK
reakcije na KIT prvotno napacno
diagnosticiranih kot GIST (dejansko pa je Slo za
fibromatozo, leiomiome, leiomiosarkome,
neklasificirane sarkome...)

*Antonescu CR. Mod Pathol 2008, 21: S31-S36

NovejSa protitelesa

+ PDGFRA: rezultati na parafinskih rezinah
niso reproducibilni

» PKC-theta: izrazito ozadje, omejena
specifinost

» Nestin: potrebna nadaljna evalvacija

» CA Il: obetavno, 95% senzitivnost,
pozitivnih 50% KIT-negativnih GISTov

* DOGH1: preizkuSen, senzitivnost in
specifiCnost vsaj takSna kot pri KITu




DOG1

komercialno dosegljiv (Novocastra, klon K9)

preizkuden na seriji 1168 GISTov in 672 drugih
tumorjev*

95% senzitivnost, neodvisno od vrste mutacije

~ polovica KIT-negativnih GISTov je DOG1+

polovica DOG1-negativnih GISTov je KIT+
negativen pri drugih tumorijih, ki so praviloma ali
pogosto KIT+ (melanom, seminom, Ewingov
sarkom, granulocitni sarkom)

pozitiven pri >10% leiomiomov uterinega tipa

“Miettinen et al. AUSP 2009; 33:1401-8)

Sklep

prediktivna vrednost imunohistokemije pri
GISTih je minimalna

imunohistokemija — v povezavi z morfologijo —
pa je klju€nega pomena za pravilno
diagnosticiranje GISTov in njihovo razlikovanje
od drugih tumorjev prebavil

“Miettinen et al. AUSP 2009; 33:1401-8)




EGFR status in zdravljenje
nedrobnoceli€neqga raka pljuc

Prof.dr. Tanja Cufer, dr.med.
Kranjska Gora, 2010

Nedrobnocelicni rak pljuc (NDRP) —
BLETEE]

Rak pljuc je najpogoste)st rak ( okoti 1.200.000 v svetu in 1200 v RS / leto)
InIn najpogoste)si vzrok smrti zaradi raka pri moskih

>80% nedrobnocelicni rak

S-letna prezivetja 10-12%, odvisno od stadija (vecina bolnikov
diagnosticiranih v napredovath stadijih

Kemoterapija na bazi platine predstavija standardno zdravljenje pri vseh
boinikih, razen v Stadiju |

Kemoterapija podalj$a prezivetje pri napredovalem NDRP . in za okol 6%
izbalj$a S-letno prezivetje pri operabiinem NDRP

Kemoterapija je dosegla svoj plato

Bodocnost zdravljenja NDRP

-Poznavanje biologije in
molekularnih karakteristik

*Tarcno zdravljenje

Personificirano
zdravljenje




Personificirano zdravljenje raka

bt by
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Bolniki z istim rakom

i
bogaditd o g
L m t i

Na podlagi bioloskih
oznacevalcev

Zdravljenje pocez

.4 f
P, f;ff;rm

1741 ﬁ7ﬁﬂﬁ i

Disease-free survival

HERA raziskava
New Engl J Med, 2005

Pravilen izbor bolnikov
Pravo zdravilo...
Izjemna ucinkovitost !

Disease-free survival
HER-2 Pos & Her-2 Neg Patients
)

Simulacija HERA
izsledkov v primeru, da
se ne bi izvedla na tarcni
skupini bolnic

PreizkusSena zdravila za taréno zdravljenje
NDRP

® Proti- EGFR zdravila
— TKis (gefitinib, erlotinib)
— MAD (cetuximab)

® Anti-angiogena zdravila
— Bevacizumab




EGFR signalna pot

Dimerizafqﬂ: ie
Survival poffShfiaza Proliferation
sprozenje signala

‘ Nucleus ‘

EGFR in NDRP

® EGFR je izrazen pri vec¢ kot 80% bolnikov z NDRP
NSCLC

® |zrazenost EGFR pomeni slabo prognozo

® Prekomernaizrazenost EGFR spremeni celico v
odvisno od ligandov

o EGFR predstavlja tarco za zdravljenje

Arteaga. Semin Oncol 2003

EGFR status

® EGFR izrazenost proteina (IHC)

® EGFR pomnozitev gena (FISH,
CISH)
@ EGFR mutacije (PCR)




Mehanizem delovanja proti — EGFR
usmerjenih zdravil: MAb, TKI

w

Zunaj celicno
S
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Znotraj celicno

Cetuximab

FLEX raziskava faze lll Cetuximaba pri
napredovalem EGFR pozitivhem NDRP

® Dodatek cetuximaba k standardni KT prvega reda
(Cisplatin/vinorelbin), brez znacilnega vpliva na PFS znacilno
izboljda celokupno prezivetje, ne glede na histologijo’
— Srednje 0S: 11.3 vs 10.1 mes (P =.04)
— 1-letno prezivetje: 47% vs 42%
— Brez znacilne razlike v ¢asu do progresa

FLEX biomarker raziskava ni pokazala nobenih razlik v
ucinkovitosti same KT z/brez cetuximaba glede na status
KRAS mutacij in glede na EGFR amplifikacijo gena?

~ Brez znacilmh razlik v PFS, RR, or OS

1 Pisker R, et al Lancet 2009272 1525-1531 2 Gatzemerer U, et al J Therac Oncel 2009, Suppl 1
Abstract 82.3




FLEX biomarker analiza

® Izpuscaj po prvem
ciklu je bil napovedni
dejavnik boljSega
prezivetja
— Katerakoli stopnja po
CTC

-~ HR:0.631 (95% ClI:
0.515-0.774; P <.001)

BMS099 raziskava faze lll Cetuximaba pri
napredovalem NDRP

Dodatek cetuximaba k standardni KT prvega reda (Carbo/pacli
or doce) ni znacilno vplival na prezivetje ')

— Srednje OS: 9.69 vs 8.38 mes (P =.169)

— Srednji PFS: 4.40 vs. 4.24 mos with Cht alone (P =.236)

BMS 009 biomarker raziskava ni pokazala interakcij med

preucevanimi molekularnimi oznacevalci in prezivetjem niti

odgovorom na zdravljenje #

— Biomarkers analyzed: KRAS mutatacije, EGFR mutacije, EGFR
izrazenost proteina, EGFR pomnozitev gena

ta-Ford S, etal JCO 20

Meta-analiza celokupnega prezivetja

Chemotherapy +/- cetuximab HR [85% CIl]

FLEX Pirker et al [0.762-0.936]
N=1125 Cisplatin/iVinorelbine

BMS-099 Lynch et al. 4 [0.754-1.051]
N=676 Carboplatin/Docetaxel or
Carboplatin/Paclitaxel

BMS-100 Butts et a - : [0.554-1.271]
N=131 Carboplatin/Gemcitabine or
Cisplatin/Gemcitabine

LUCAS ell et al + 0.712 [0.451-1.124]
N=86 Cisplatin/Vinorelbine

Meta-analysis OS <> [0.795-0.969] p:

05 07 10
e RS
Favors chemotherapy alone




Cetuximab

® Ena pozitivna in 1 negativna prospektivna
randomizirana raziskava

e Se vedno ni molekularnega oznacevalca, ki bi
omogocil izbor bolnikov in napovedoval
odgovor na cetuximab

® Kozni izpuscaj naj bi napovedoval odgovor

® Potrebne so dodatne raziskave, zlasti
translacijske

Gefitinib, Erlotinib

Gefitinib — faza Il, lll raziskave pri predhodno
obsezno zdravljenih neselekcioniranih
bolnikih z NDRP

e IDEAL1 and IDEAL2 faza ll , gefitinib 250 mg/dan je bil
varen, odgovor na zdravijenje of 12-18% in zmanjsanje
simptomov >40% simptomatskih bolnikov*>

~ Pospesena registracija FDA 2003

e ISEL fazalll, gefitinib vs.placebo pri predhodno
obsezno zdravljenih bolnikih, znaéilno visji delez
odgovorov in ¢as trajanja odgovora, brez znacilne
razlike v celokupnem prezivetju

~ Omejitev uporabe FDA 2005

Fukuoka et al 2003, Knis et al 2003, Thatcher et al 2005




ISEL : Cas trajanja odgovora glede na
kadilski status in etnicno pripadnost

Never smoked (n=375) Ever smoked (n=1317)
1.0 <0.0001 p=0.071

p
0.8 b
0.4 0
0.2

0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Asian ethnicity (n=342) Non-Asian ethnicity (n=1350)

1.0
0.8 p=0.008 p=0.020

0.6 '\

0.4 \\‘*—_ :

0.2 BN

0.0 —

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Time (months)

Proportion without treatment

BR.21 faza lll raziskava: Erlotinib proti podporno
zdravljenje pri predhodno zdravljenih bolnikih z
napredovalim NDRP: celokupno prezivetje

100

~—— Erlotinib

— Placebo
80

HR=0.70 (0.58-0.85)
60 Stratified log-rank: p<0.001

o
o
3
c
=}
o
=
o
o

40
20

0
6 12 18

At risk Time (months)

Erlotinib 255 145 23
Placebo 107 50 9

Shepherd F, et al. N Engl J Med 2005

Gefitinib vs. docetaxel v drugi liniji
zdravljenja: metaanaliza

Four open-label, randomized trials:
— SIGN (Cufer et al 2006)
— INTEREST (Kim et al 2008 )
— V-15-32 (Maruyama et al 2008),
— ISTANA (Lee et al 2008 )

F. Shegherd, ASCO 2009




Meta-analysis: Celokupno prezivetje (vsi
bolniki)

Study Number of deaths/ HR (95% Cl)
patients

INTEREST 1169/1433 PP r—.—t 1.02 (0.91-1.14)
V- 2 306/489 ITT —p— 1.12(0.89-1.40)
ISTANA 66716 TRty 0.61 (0.35-1.05)
SIGN 781141 ITT 0.97 (0.61-1.52)

LidEr 08/2224
analysis

04 06 08 10 1.2 1. d
HR (gefitinib vs docetaxel) and 95% CI
Favors gefitinib «=—— —s Favors docetaxel

Unadjusted Cox proportional hazards: PP, per-protocol F. Shepherd, ASCO 2009

SIGN: Kliniéno pomembno izboljSanje
simptomov bolezni ter kvalitete zivljenja

i 50
(Ii/z:;nents b 250 mg/day

40 ocetaxel 75 mg/m? g 3 weeks
33.8

<0 0 26.0

Symptom QoL improvement
improvement (LCS) (FACT-L)
Mean change from : 1.33 1 0.39
baseline (95% CI) y 1) (0.33, 2.34) (- 7) (-3.45,4.23)

LCS, Lung Cancer Subscale;
FACT-L, Functional Assessment of Cancer Therapy-Lung Cufer et al 2006

INTEREST: PFS biomarkerji

Overall

High EGFR-gene.copy number

Low EGFR-gene-copy number .f-_.

EGFR protein expression positive

EGFR protein expression negative
—
EGFR mutation positive ) #—a
EGFR mutation ncgative

K-RAS mutation positive

K-RAS mutation neqative ]
———————— i i T
ST O. 5B 11080 1. 508 2.008 2.5
HR (gefitintb vs docetaxel) and 95% Ci
Favours gefitinib «———e Favours docetaxel

Douillard et al. ASCO 2008




Gefitinib vs carbo/pacli v prvi liniji zdravljenja pri
klinicno selekcioniranih bolnikih z napredovalim
NDRP v Aziji: IPASS faza lll

Secondary
1:1 randomisation .g:’.ﬁﬂv:umm =
Carboplatin Gadually oplite
(AUC 5 0r 6) 1 * Disease-related symptoms
= Safety and tolerability
paclitaxel
(200 mg / m?) Exploratory
3 weekly* - Biomarkers
= EGFR mutation
= EGFR-gene-copy
number
« EGFR protein

Carboplatin / paclitaxel was offered to gefitinib patients upon
progression
Mok et al, Chicago 2008

IPASS: Cas do napredovanja bolezni pri
vseh bolnikih

Probability 1.0

of PFS paclitaxel
509 608
453 (74.4%) 497 (81.7%)

Carboplatin /

HR (95% C1) 1(0.651, 0.845) 0001

Median PFS (months) 5
4 months progression-fr 6
4

6§ months progression-r
12 months progressios

Gefitinib demonstrated superiority relative to
carboplatin / pactitaxel in terms of PFS

At risk 0 24 Months
Gefitinib 609 0

Carboplatin/ 608
paclitaxel

o

Primary Cox analysis with covariates
HR <1 implies a lower risk of progression on gefitinib.
Mok et al, Chicago 2008

IPASS: Cas do napredovanja bolezni glede na
EGFR mutacije

(n=132)
Carboplatin / paclitaxel (n=129)
HR (95% CI) = 0.48 (0.36,0.64) 5 HR (95% CI) = 2.85 (2.05, 3.98)
p<0.0001 ' P<0.0001
ents gefitinib, §7 (73»5‘ No. events gefitinib , 88 (96.7%)
nts C/P, 111(86.0%) | No. events C / P, 70 (82.4%)

1)
Carboplatin / paclitaxel (n=85)

At risk
Gefitinib 132 0 91 21
ciP 129 2 85 53

Treatment by subgroup interaction test, p<0.0001

ITT population
Cox analysis with covariates
Mok et al, NEJM 2009




IPASS S biomarker;j

. Treatment-by-subgroup
nown mutation status interaction test p-value

EGFR mutation positive p<0.0001
— for EGFR
EGFR mutation negative mutation

Known EGFR-gene-copy number status

p=0.0437
for EGFR-
gene-copy
number

High EGFR-gene-copy number
Low EGFR-gene.copy number
Known expression status

EGFR expression positive p=0.2135 for

——
EGFR expression
EGFR expression negative ——

0.25 0 40
HR (gelitinib vs carboplatinupachtaxet) and 95% Cl

Favors gefitinib e— Favors carboplatin/paclitaxel
ITT population; Cox analysis with covanates: HR <1 implies a lower sisk of progression on gefitinib

Fukuoka M et al.. ASCO 2009

Potrditvene faza lll raziskave k IPASS

e First-SIGNAL (gefitinib vs. GP) !
— Azijska populacija, nekadilci
— Znacilno visji RR in daljsi PFS z gefitinibom; brez znacilne
razlike v OS
® NEJ002 raziskava (gefitinib vs. CP) 2
— Azijska populacija, EGFR mu+
— Znacilno visji RR in daljsi PFS z gefitinibom; trend k boljSemu
OS z gefitinibo ( kljub 89% cross-over v roki z KT)
® WJTOG 3405 (gefitinib vs. Cis/Doce) 3
— Azijska populacija, EGFR mu+
— Znacilno visji RR in daljsi PFS z gefitinibom; OS Se ni
podatkov

1 Lee JS et al, J Thorac Oncol 2009, Abs PRS 4. 2.Inoue A et al., EJC 2009, Abs. 9LBA:
3 Mitsuduomi T et al, Lancet Oncol 2009

SATURN faza 3 raziskava: Eriotinib proti
placebo v vzdrzevalnem zdravljenju
napredovalega NDRP

Stratified by EGFR IHC (pos vs
neg vs indeterminate). stage. PS,
previous regimen, smoking
history, region

Patients with l Erlotinid 150 mg/day
stage lIb/lV NSCLC, a (n = 438)
PS 0-1, and
nonprogression after prior
platinum-based chemo Placebo
(n=451)

Treat until
—— disease
progression

(N = 889)

= Pnmary endpoint: PFS (all patients and 1n patients with EGFR IHC-posttive tumors)

= Secondary endpoints. OS (all patients and in patients with EGFR IHC-positive tumors),
safety, TTP. biomarker analyses. QoL

Cappuzzo F, et at ASCO 2009




SATURN faza 3 raziskava: Cas do
napredovanja bolezni

PFS

Response = Placebo
(n=437) (n=447)

o
Y/

Median PFS, wks
PFS at 12 wks, %
PFS at 24 wks, %
PFS at 48 wks, %

— Erlotinib
— Placebo

Patients Without Progression (

P<.001

SATURN: PFS glede na klinicne lastnosti
HR {95% CI) n
Vsi — 0.71{0.62-0.82) 884
Moski A 0.78 (0.66-0.92) 654
2enske i 0.56 (0.42-0.76) 230

Kavkazijci [(———=] 0.75(0.64-088) 744
Azijati —_— 0.58 (0.38-0.87)

Adenokarcinom 0.60 {0.48-0.75)
Squamous<ell 0.76 (0.60-0.95)

Nekadici 0.56 (0.38-0.81)
Buvsi kadikci = i— 0.66 (0.50-0.88)
Kadikci =] 0.80 (0 67-0.97)

[X:] 1.0 12
———

—
Favours HR Favours
erlotimb placebo

SATURN: Znacilna dobrobit vzdrzevalnega
erlotiniba pri bolnikih z EGFR mutacijami

PFS: Wild-Type EGFR PFS: Mutated EGFR

Patients Without Progressiol




Skrining in EGFR mutacijam prilagojeno
zdravljenje napredovalega NDRP (Spanish
Lung Cancer Group)

217
evaluable
for PFS and OS

164 87
had serum avallable_, - had EGFR
for EGFR mutation mutation

assessment in serum

PFS = progression-free survival; OS = overall survival Rosell R, et al. N Eng J Med 2009;361:958-67

Erlotinib pri bolnikih z aktivirajoCimi
EGFR mutacijami

Median TTP = 14 months

_.
o
o
Probabillity

~
o

10 20 30 40 S0
Time (months)

Median OS = 27 months

g
2
c 50
o
©
o

N
(5

Probability

Best response

10 20 30 40 50
Time (months)

Rosell, et al. NEJM 2009

Skupna analiza bolnikov z EGFR mutacijami
zdravljenih v rutrinski kliniéni praksi z TKI ali
kemoterapijo

Pooled median PFS
(95% accuracy interval)

13.2 (12.0-14.7)

PFS (months)

Permutation test for estimated pooled median PFS (1,000 iterations)
EGFR TKI versus chemotherapy p=0.000 (two-sided)
Paz.Ares, et al. JTO 2009:4

*Any line of therapy: PFS = progression-free survival {Suppl. 1):S352 (Abs. B89.7)




ISEL : Delez bolnikov z EGFR mutacijami
glede na klinicne lastnosti

% of 60
patients

with 50
mutations

No. patients Adeno Other  Never Ever Asian Other Female Male
with evaluable origin
samples: 108 107 30 185 16 199 78 137

Histology Smoking Ethnicity Gender

EGFR-TKI v kombinaciji z kemoterapijo pri
NDRP

® Gefitinib ali erlotinib v kombinaciji z platino
vsebujocimi shemami KT

— gemcitabine / cisplatin (INTACT 17, TALENT?)
— carboplatin / paclitaxel (INTACT 23, TRIBUTE?)

Brez znacilnih razlik v prezivetju v vseh faza i
raziskavah, tako z gefitinibom (INTACT 1 and 2)
kot erlotinibom (TALENT and TRIBUTE)

‘Giaccone et al 2004, *Gatzemeer et al 2004; “Herbst et al 2004: “Herbst et al 2004

Resistanca na anti-EGFR zdravljenje

Znani vzroki

® KRAS mutacije (bolniki z KRAS mutacijami zelo redko
odgovorijo na anti-EGFR zdravljenje)

® EGFR mutacije, ki napovedujejo rezistenco (T 790. exon
20)
o Amplifikacija MET

Mehanizmi premagovanja rezistence

® |ntermitentno zdravljenje z EGFR inhibitorji
® Dvojna blokada PI3K in MAPK signalne poti
® Dvojna blokada EGFR in IGF-1R poti

® MET inhibicija




Gefitinib, Erlotinib

Zdravljenje z anti- EGFR TKI, gefitinibom ali erlotinibom predstavlja
ucinkovito in varno zdravljenje prvega. drugega ali tretjega reda pri
bolnikih z napredovalim NDRP

I1zbor bolnikov. ki imajo najvecjo dobrobit od zdravljenja z gefitinibom
ali erlotinbbom je delno mozna na podlagi klasicnih klinicno-
patoloskih podatkov (adenokarcinom, Zzenski spol. nekadilec)
predvsem pa na podlagi dolocanja aktivirajocih mutacij.

Vloga EGFR amplifikacije gena. KRAS mutacij in MET amplifikacije
gena za izbor bolnikov se nakazuje a so potrebne Se dodatne
raziskave

Raziskave ucinkovitosti in varnosti anti-EGFRTKI v dopolnilnem
zdravljenju raka pljuc so v teku

Raziskave kombiniranega tarcnega zdravljenaj z ant-EGFR TKl in
drugimi tarémimi zdravili so v teku

Nezeleni ucinki anti-EGFR zdravil

Cetuximab
® Preobcutljivostne reakcije
® Kozne spremembe

Gefitinib, erlotinib

® Kozne spremembe
Driska
Mukozitis
Utrujenost
Kardiotoksi¢nost

Kozni nezeleni ucinki TKI

Nega koze !

Hladilno mazilo
Mazilo z ureo
Mazilo z ureo +vit.K
Mazilo z GKK
Lokalna aplikacija
antibiotika




NDRP: Pocasen a jasen napredek

Odbobje
Srednje

Prezivetja

1-letno, % 2-letno, %

prezivetje, mes

4-6

10

8

30-35

10-15

12

50

20

prilagojeno taréno zdravljenje

Personificirano zdravljenje, bolniku in biologiji tumorja

Prihodnost zdravljenja raka pljuc

Empiricna onkoiagij ]
Vsem enako zdravijern;
Empiricen raziska

Horsunificirano zdmvljzofz
Translaslfsie rezisiey s

Hvala za

pozornost!







DOLOCANJE EGFR STATUSA

Izidor Kern
Bolnisnica Golnik

zakaj dolociti EGFR status

Progression-free survival in EGFR mutation
positive and negative patients

EGFR mutation positive EGFR mutation negative

Treatm

ITT population
Coxanalysis with covariates

EGFR

= receptor za epidermalni rastni faktor (tudi TNFa)
» transmembranski glikoprotein dwusina 08 Tk receptorjev
~ ekstracelularno receptorski del
— intracelularno encimski del (tirozinska kinaza)
+ dva na€ina inaktivacije
— s protitelesi (cetuksimab, panitumumab,...)
— z malimi molekulami (TKI: gefitinib, erlotinib, lapatinib)
= prekomerna ekspresija v malignih tumorjih
(80% NSCLC)
— prediktivni faktor — aktivirajo¢e mutacije in amplifikacija gena
napovedujejo dober odgovor na TKI
— prognosti¢ni faktor — ekspresija pomeni slabso prognozo,
aktivirajoce mutacije pomenijo boljSo prognozo, amplifikacija
gena pomeni slabso prognozo




EGFR

» funkcija (intracelularna signalna kaskada)
« celi¢na proliferacija tumorska rast
- diferenciacija celice
4 migracija metastaziranje
 adhezija
« za$cita pred apoptozo, podalj$ano prezivetje celice
» pospesena genska transkripcija
» somatska mutacija v EGFR genu (kinazna
domena) eksoni 18-21
— posledica je stalna EGFR aktivacija
— povezane s tumorjem in ne z zdravo celico
— sekundarne mutacije (T790M) — rezistenca za TH

EGFR

vezava liganda na Rp, ——" homo/heterodimerizacija ———s fosforilacija

histogeneza plju€nega raka

adenokarcinom

— periferni plju¢ni kompartment (Clara tip Pll)

dve signalni poti, med seboj izkljuCujoCi na osnovi
kadilskega statusa, ki se aktivirata z mutacijo

EGFR IKRAS
nekadilci kad|!ci ) )
G1 adenokarcinom (BAC), papitarn mucinozni adenokarcinom
th - TKI th - MEKI

— intermediarni plju¢ni kompartment
— centralni pljuéni kompartment




EGFR

+ vzhodnjaki, ¢, nekadilci, A

+ zahodnjaki <18%

+ aktivirajo¢e mutacije so najboljsi prediktor TKI
» tumorska proliferacija, angiogeneza, zasevki

+ sekundarne mutacije gena EGFR (T790M) —
pridobljena rezistenca, iziemoma v primarnem
tumorju

« 20% s pridobljeno TKI rezistenco ima
amplifikacijo gena cMET — vzporedna pot

EGFR status

EGFR status v randomiziranih Studijah

el Tt




doloCanje EGFR statusa
PCR, sekveniranje — dolocitev mutaci gena 2a EGFR (v DNA)
RT-PCR — dolocitev RNA za EGFR

|S H — prikaz koli¢ine DNA — Stevila kopij gena za EGFR, prednost je soasna
ocena morfologije

—~ FISH — fluorescenca drazja oprema, izurjenost za oceno, takojsen
pregled

— CISH - kromogena (srebrenje, alkalna fosfataza)

obi¢ajen mikroskop, enostavna ocena - protokol, trajen preparat
m UnOCItO/hIStOkemlja — prikaz ekspresije proteina za EGFR

—razlicna protitelesa razsirjena pozitivna reakcija — ne lo¢imo med
normalno in prekomerno ekspresijo

aktivirajo€e mutacije gena EGFR

~ 90%, znacilne za :Rm)
adenokarcinom - 48
(3e posebej BAC) “ s
1. kratke delecije v eksonu 19 o =
2. tockovna muatcija na mestu 7
2573 v eksonu 21 . E“" "
S

(CTG—CGG) s posledico v
kodonu 858 (Leu—Arg)
druge
1. G719 mutacija v eksonu 18
2. L1861 mutacija v eksonu 21

Exon 21

obstajajo Stevilne mutacije gena EGFR, katerih kliniéni pomen ni znan
nekatere samo enkrat opisane (“tehni¢ne" mutacije)
moznost genskega polimorfizma

metode doloCevanja EGFR mutacij

Technique Sensitivity Mutations identified
(% of mutant DNA)
Low sensttive

Direct sequencing 20 Knov.n and new
TagMan PCR 10 Known only
Loop-hybrid mobility shif assay 10 Known only

Medium seasitive

Pyrosequencing £ Known and new
PCR-SSCP 5 Known and new
dHPLC 1 Knowin and new
Cycleave PCR 5 Known onty
PCR-RFLP and fength analysis 5 Known only
MALDFTOF MS-based genotyping ] Known onty
Scorpions ARES - Thera screen 1 Known onty
PNA-LNA PCR ciamp 1 Known only
High seasitive

Single-molecule sequencing 0.1 Known and new
kdutant-enriched sequencing 0.1 Known onty

SMAP 0.1 Known onfy




detekcija EGFR mutacij

1. presejalne metode
= sekveniranje
vse EGFR mutacije
dobro opremljen molekularni laboratorij
* nizja obcutljivost, vsaj 25% tumorja v testiranem vzorcu
usposobljeno, izkuSeno osebje
traja dije asa
2. usmerjene, taréne metode
*  PCR, ARMS
poznane mutacije

hitra, zanesljiva, relativno enostavna
boljsa obcutljivost
vi§ja cena zaradi reagentov?, trenutni monopol

pogoji za dolocCitev EGFR mutacij

vzorca ni ni¢

parafin

celi¢ni ali tkivni vzorci — brez ustreznega

v formalinu fiksirano tkivo, vklopljeno v

- za PCR je potrebna dolo¢ena najmanjsa
kolicina DNA tumorskih celic
— USTREZNA KAKOVOST IN KOLICINA DNA
« celi¢ni vzorci — koliCinsko omejeni,
shranjevanje ostankov primarnega vzorca

(citoblok, zmrznjeno)

interpretacija rezultatov testa

rezistencne
mutacije

aktivirajoce
mutacije

LAZNO NEGATIVN
premalo DNA
obcutljivost testa

LAZNO POZITIVNI
kontaminacija
vpliv formalina
preobéutljiv test?

« POZITIVNO

aktivirajoce mutacije
(navedba)

« NEGATIVNO

rezistencne mutacije

+ NEJASNO

klinicno nepomembne
mutacije

+ NEOPREDELJENO

tehni¢ni problem s testom
(npr.: ni dovolj DNA)




prvih 100 primerov

tip karcinoma
. Epidermoidni
Adenokarcinom Ereindin NSCLC
mutacija + 15 1 0
mutacija - 35 31 18
skupaj 50 32 18
: LT iy S|ISH
[ Vo7,
N ™ * > \- W : e ,’- ‘l
S ' :
. 3 :) ’~ "".' %
EGFR
DVOJNA ISH

kromosom 7

amplifikacija gena za EGFR

« korelacija z aktivirajoCimi mutacijami !?
(odvnsna od Studije, sistema ocenjevanja genske amplifikacije,
tehnologije za odkrivanje mutacij, vzoréenja tumorja)

1. med mutiranimi primeri ima 50% tudi
povecano Stevilo kopij gena

2. med primeri s povecanim Stevilom kopij
gena je 75% z mutacijo

+ dodatna uporabna klini¢na informacija




povecano Stevilo kopij gena EGFR
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slabsa prognoza
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« amplifikacija gena
— glede na centromer

kromosoma 7
EGFR/Chr7 22

EGFR GENE
AMPUFICATION

ocenjevanje

+ polisomija gena
(Colorado sistem)
— 2 4 kopije 2 40%
tumorskih celic
— 215 kopij 2 10%
tumorskih celic
skupki

EGER RISH COLOAADO
SCORMNG SYSTEM

EIRETCA RTINS
0 (14%)

PanT L;-a

3C6

ICK/IHK

5B7




ekspresija gena EGFR

ICK/IHK

+ nima klinicnega pomena — ni korelacije z
aktivirajoCimi mutacijami in odgovorom na
TKI

Stevilni kloni komercialnih protiteles
iskanje IHK zanesljivega markerja EGFR
statusa (razvoj kombiniranih metod: na
enem stekelcu dokaz mutacije gena,
amplifikacije gena in njegove ekspresija)

fa)

specifiéna Ab za najpogostejse
’ m %aci'e | g
EI [tontecrr |f J @1 [@

Brevet et al. J Mol Diagn 12,‘ 2010

|| total | |
1| eGFR | !

X [t

Sensitvity = 95% (2021) Sensitvty

Specificty = 99% (171/173) Specifioly = 99% (161/163)

neustreznost vzorca za dolocitev
EGFR mutacij

 hisni vzorci < 4%

. . RESEKTAT IGELNA
 zunaniji vzorci > 13% BIOPSIJA
13% 8%
» problemi
— fiksacija
— velikost vzorca BB,TBB | CITOLOGMA

— koli¢ina tumorja
— viabilnost tumorja 8% 15%




odpornost na TKI
« antiEGFR zdravljenje s TKI podaljSa prosti
interval do progresa za do 10 mesecev
 sledi relaps bolezni
* dolociti vzrok odpornosti v vzorcu tumorja

VZROK REZISTENCE MOZNOSTI
sekundarne EGFR mutacije |ireverzibilni EGFR inhibitorji
(v 50% T790M)
aktivacija signalnih poti (v MET in EGFR inhibitorji
20% cMET amplifikacija)
aktivacija signalnih poti antilGFR1
(IGFR1 amplifikacija)

diagnosticni algoritem 1

male celice
+ brez nukleolov HaKe
NE
karcinom |—|morfologija + A >
markerji velike celice LCNEC
z nukleoli

5 2 skupine, NSCLC
oroZenevanje & o S et
2 ! zleze Soorcmsn

| | AB | CK5/6 | CK7 | p63 | TTF1

SCC | .| + |- |+ ]| =
scc AC

AC +| - |+ ]| -] +

ASCC | 4+ | + |+ |+ | +

NSCLC | _ FY RN Y Y Y

o / - | +I-| +l

diagnosti¢ni algoritem 2

adenokarcinom
NSCLC, NOS
AE
LCC
sarkomatoidni ca?

metastaza

mikro ca

SCC
LCNEC
| karcinoid
\ mucinozni adenoca

salivarni tumoriji




priporoCila za doloCitev EGFR statusa

 trenutno ni smernic glede izbire vzorca, metode
doloCevanja mutacij, kriterijev interpretacije

* |IASLC/ETOP delovno sre¢anje Dunaj nov 2009

kdo indicira dolocitev EGFR statusa

* leCeci onkolog / pulmolog
* patolog
— indikacija temelji na patoloski dg!
— zanesljivost dg NSCLC
— natancnost tipizacije
» kdaj
— ob postavitvi primarne dg pljuCnega
karcinoma
— ob postavitvi indikacije za zdravljenje s TKI
— razmisliti o rebiopsiji ob progresu, ponovitvi

koga testirati

* na zacetku selekcioniran pristop
— predvsem adenokarcinome,
—izklju€en je mucinozni tip
— neskvamozne karcinome
» kasneje verjetno vse nedrobnocelicne primarne
plju¢ne karcinome
« primarni ali sekundarni tumor ali recidiv ?
 heterogenost znotraj tumorja




kje in kako naj se izvaja test

KJE

» v povezavi patolog/klinik — TIMSKI PRISTOP
— tesno sodelovanje udelezenih v dg in th

* visti ustanovi (diagnostika in zdravljenje)

« integriran model (HE in molekularna diagnostika na
istem oddelku)

KAKO
= dve metodi za doloCitev mutacij (usmerjena in
presejalna-potrditvena)
» FISH/SISH/CISH
» ocena obcutljivosti in klinicnega pomena —
vrednotenje testa

vzorcenje
vzorci
1. BB (2-3)
z. TEBGS najbolj dostopno mesto
3. igelne biopsije (2) i=d
4. kirurski (MC, VATS, resekcija) histo>cito

5. citoloski (plevralni izliv, FNAB)
metode bogatenja vzorca

1. laserska mikrodisekcija

2. mikro/makro disekcija
kolicina

>200-400 tumorskih celic, T tumor/vzorec (>25-50%)
fiksacija

10% (4%) nevtralni pufrirani formalin

vloga patologa

celic
* nadzor
— fiksacija
— standardizirani postopki
* sporocanje rezultatov — izvid (iz pato laboratorija)
— del standardiziranega histo izvida
- tip tumorja (WHO klasifikacija)
+ kakovost vzorca (velikost, ohranjenost, delez tumorja)
+ uporabfjen test za doloCitev EGFR statusa

- mutacije {prisotnost, vrsta mutacij, interpretacija — aktivirajoce, rezistencne,

neznane)
— 5-7dni
+ ali testni vzorec ustrezno predstavlja bolnikov tumor
* tumorska banka




test mutacij gena EGFR

* izolacija DNA
— koli¢ina DNA
— kakovost DNA'!
« izbor testa (certificirani testi, validacija)
 sekveniranje
- ARMS
« dHPLC vedno morajo biti vkijuceni eksoni 19,20,21
= drugo

+ ponovi testiranje, Ce gre za dvom
+ zunanja kontrola kakovosti, referencni lab

testiranje
KRAS
mutacij

+ testiranje
EGFR
mutacij =
™ 5 \
ic d?ﬁé:;g}:rsw " testiranje
: EML4-ALK
transiokacije

ic dodatnih testo

th: TK drugi testi

IGFR1
CMET

ic dodatnih testo:
th: ALKI

. *

Ali si lahko privo$¢imo molekularno
tipiziranje v rutini?
+ Gliebermanov princip

“Hire the best coach that money can buy.
The second best is too expensive.”

« Ceprav so stroski z molekularnimi testi
izjemno visoki, so dolgoro¢no gledano
stroski tradicionalne rutine bistveno
visji.

« Cesa smo se nauili pri karcinomu dojke?
ER/PR, HER2




Janja Ocvirk

Zgodnji " Tis, NO, MO
T1, No, Mo

T1, N1, MO ali
T2alb, NO, MO

T1, N2, MO ali
T2a/b, N1, MO ali
T3, NO, MO

Napredovali T2alb, N2, MO ali
T3, N1, MO ali
T4, NO, MO

T3, N2, MO

T1-3, N3, MO ali T4, N1-3,
MO ali

katerikoli T, katerikoli N,

Groene FL et al. AJCC Cancer Staging Mannual: vol 7, 2000 New York: Springer
Hundahi SA, et al. Cancer 2000; 88; 912932

Operacija je edina moznost ozdravitve pri raku zelodca pod
pogojem, da gre za RO resekcijo

- radikalna kirurgija + ILimfadenektomija vsaj D1. bolje D2
Preoperativna ali neoadjuvantna kemoterapija
- Z namenom povecanja moznosti popolne resekcije in s tem ozdravitve
- Uporablja se shema ECF
Pooperativna ali dopolnilna KT+RT

- Izbolj$a prezivetje bolnikov po radikalni resekciji v dolocenih stadijih in
brez oddaljenih zasevkov.




8/INT 0116: c

mOS
(months])

Events

Chemo-
radiotherapy

Observation

Percentage survival

24 48 72

Months after registration

Macdonald J et al. N Engl J Med 345:725-730; updated ASCO Gl 2004;Abstract 6

MAGIC tri

CSC arm
Preoperative chemo
Surgery
Postoperative chemo

Eligible .
3 preoperative
patients plus 3 postperative
cycles of ECF

S arm
Surgery alone

Cunnmgham et al ASCO 2005:Abstract 4001

Rezultati
Nezeleni ucinki ECF so bili podobni kot pri drugih uporabah
ECF
% pooperativnih komplikacij
45% pri sami operaciji
46% pri operaciji + KT

Tumorji so bili pri skupini zdr. s KT znacilno manjsi.




Maximum tumour diameter 3 cm <0.001, Mann
Median {IQR} (2.0-5.0) ¥ Whitney U test

Extent of tumour (gastriconly)
T1/72 0.009, #? test
T3/74 (trend)

Nodal status (gastriconly])
NO/N1 0.01, #? test
N2/N3 (trend)

Cunningham et al ASCO 2005.Abstract 4001

2> SL |
Logrank p-value=0.0001

Hazard ratio=0.66
(95% C10.53-0.81)
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Events To:;I\_L-\—‘___H‘_—_

— CSC 163 250
-—S 190 253

12 24 36 48
Months from randomization

Cunningham et al. ASCO 2005:Abstract 4001

Logrank p-value=0.009
Hazard ratio=0.75
(95% C10.60-0.93)

Events Total
— CSC 149 250
S 170 253

12 24 36 48
Months from randomization

Cunningham et al. ASCO 2005;Abstract 4001




Dodatek perioperativne KT z ECF ucinkovito zmanijsa
tumor, poveca st. RO resekcij, izbolj$a preziveteje in
prezivetje brez bolezni pri bolnikih z potencialno
operabilnim karcinomom zelodca.

Cunminghain — NEIM 20106

Napredovala bolezen

Prognoza napredovale bolezni je slaba z <10% 5-letnim
prezivetiem

Vloga kemoterapije je paliativha

Nove kombinacije KT dajejo visje govore, malo CR, cas
trajanja odgovor in OS sta Se vedno kratka

KT na osnovi Cisplatina je standard (CF, ECF, PELF...)

= Vloga novih citostatikov :oxaliplatin, docetaxel... in
tarénih zdravil

NCR! REAL-2 trial

Epirubicin
Cisplatin
5-FU

Epirubicin
Cisplatin
Capecitabine (X)

Patients with
ocally advanced
or metastatic
gastroesophageal

cancer Epirubicin
Oxaliplatin
5-FU

20--4APN—-2002>x

Epirubicin
2 X 2 factorial design Oxaliplatin
n reported in interim analysis = 204 Capecitabine (X)
n total = 1002
Primary endpolnt: OS (non-inferiority/superiority)
Sumpter K ef af Br J Con 2005, 92 19761083




Cas do napredovanja bolezni

Am  PFS(m) 1 year PFS pvalue  HR
(95% Cl) (85% C1)

6.2 24.7 (19.8-30.5) 1

B
2 3 4 5 6
Time since randomisation (years)
— ECF EOF ECX

Prezivetje m KZ {
Arm p-value HR
T (95% (85% CI)

37.7 (31.8-43.6) 1

B
z

1
Time since randomisation (years)

—ECF EOF

Rezultati REAL

primarni:
Kapecitabine ni inferioren 5-FU

Oksaliplatin ni inferioren cisplatinu

Tripleti
Kapecitabine lahko nadomesti PV! 5-FU

Oksaliplatin lahko nadomesti Cisplatin

EOX izbojljsa u€inkovitost v primerjavi z ECF




pno prezivetje Tax 32

p=0.0201
HR: 1.293 (95% CI: 1.041 - 1.606)
Zmanjsanje tveganja: 22.7%
TCF CF
Mediana (meseci) 9.2 86
(95%CI) (8.38-10.58) (7.16-
smrti 162 (73.3%) 172 (76.8%)

1 -letno prezivetje 31.6%
2-letno prezivetje A% 88%

zivetje (%)

9 12 15 18 21 24 27
bolniki months
TCF: 221 199 149 93 68 45 36 28 22 17
CF: 224 195 136 87 54 35 17 11 8

P 7’4

' N
PI3K / Akt A \
Ras / MEK /| MAPK ‘

(STAT)

Proliferacija
Migracija

HERZ, human epldarmal growth factor receptor 2; PI3K, phospholnositide 3-kinase; MAPK, mitogen-activated
protein kinase; STAT, signal transducer and activator of transcription; CoA, co-anzyme A; TF, tissue factor;
CoR, co-repressor

ToGA
Zasnova

* po presoji razi
Odprta studija

5-FU ali kapecitabin?®

+ cisplatin
HER2 pozitivni (n=290)
napredovali ali n
metastatski rak == R,'
Zelodca ali GEJ 2
(n=584)

Odmerki v shemah
Xeloda 1000 mg/m? bid d1-14 q3w x 6

5-FU 800 mg/m?¥dan v kentinuirani iv. infuziji
d1-5 q3w x 6

cisplatin 80 mg/m? q3w x 6

ECOG PS 0
Herceptin 8 mg/kg uvajalni, nato
kapecitabin vs. 5-FU
6 mglkg q3w do progresa




Imunohistokemija kot prvi test in ISH tehnika pri IHC 2+ rezultatu®

Patient tumour sample

| | J

- E Eligible for trastuzumab
Figure 5. HER2 testing algorithm for patients with gastric or
GE junction cancer

1SH, s

1. Chung et al. Poster 0511; ECCO-ESMO, 2008

Patients consented to enter screening

Total patients screened (Aug 2005-Nov 2008)
Successful screenings FISH or IHC
Successful screenings FISH and IHC
HER2-negative by FISH and IHC
_HER2-po e by FISH a_ndlor IEC

HER2-positivity 22.1% according to protocol (based on 3,667
successful screenings)

Bang VJ, at ol J/ Chn Oncol 2008, 27 Abstract 4566
Von CutsemE, ot sl J Chn Ononf2008; 27:Abstrect 4508

Zozitev taréne populacije z 22,1% na

plararory aralis
Target

Fogutation -—
{IHC 2-/FISH« =

ar IHC 34 W‘v

IC O/FISH~ or
IHC 1+/FISHs

Het eligible
for ToGA

Figure 4. HER2 positivity rates in patients with gastric or
' GE junction cancer

1. Chung et al. Poster 8511; ECCO-ESHMO, 2009




Celokupno pre

Primarni cilj

median
Dogodk a HR 95% Cl p vrednost

—_— P
—FC+H ! 0.74 0.60,0.91 0.0046
— FC 167 1338

182 114

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Cas (meseci)
St
Izpostavijenih 5 200 173 147 113 90 71 56 43 30 21 13 12 6
bolnikov 200 2 185 143 117 00 64 47 32 24 16 14 7 6 5
CL interval zaupanja; H, trasturumob

1. Bang et al. Abstract 4556, ASCO 2000

mediana
Dogodki PFS HR  95%Cl  pvrednost

wee FC+H 226 67 071 0.59,0.85 0.0002
m— FC 235

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Cas (meseci)
St
izpostavijenih === 204 258 201 141 §
bolnkov 290 238 182 99 ¢

1. Bang et al. Abstract 4556, ASCO 2000

Bolniki @ F+C + trastuzumab
%) m F+C

p=0.0599

CR

ORR=CR + PR
1. Bang et al. Abstract 4556, ASCO 2000 CR. popolni odgovor; PR, delni odgovor




Podskupina S Hazard 95% CI
ratio

vsi 4 11.1vs 138 0.60,001

Nacrtovana analiza

IHCOFISH+ 72 vs 106 9 0.48,1.76
102 vs 87 24 070,220
108 vs 123 7! 051,111
123w 179 8 041,081
17.7vs 175 3 020,338

87 vs 100 0.70, 162
11.8 6.0 35 051,083

1. Bang et al. Abstract 4954, ASCO 2009

mediana
dogodki OS5 HR  95%Cl

— FC+H 120 160 0.650.51,0.83
e 136 118

3 20 22 24 26 28 30 32 3436
Cas (meseci)

Bang et af. Abstract 4556, ASCO 2000

Napredek v zdravljenju napredovalega
karcinoma Zelodca

5-FU monotherapy!

Best
supportive
care!

1. Wagner A, et al. JCO 2003, 2. van Cutsen E, et al. JCO 2006. 3.Kang YK et al,
Ann Oncol 2009. 4. Al Batran SE, et al. JCO 2009. 5. Cunningham D, et al. NEJM 2007.
6.van Cutsen E, et al. ASCO 2009.




Zakljucki

Trastuzumab je prvo taréno zdravilo, ki
ima dobrobit na prezivetje bolnikov z
napredovalim karcinomom Zelodca

Trastuzumab v kombinaciji s KT je nova
moznost zdravljenja za bolnike s HER2
pozitivnim karcinomom Zelodca

Mozni vzroki :

- razlicna metodologija
- subjektivnost ocene
- razliéni sistemi ocenjevanja




Table 6. HER2 positinty rate in gastric cancer: resuts from a
kterature survey of FISH/ CISH studies

FisH
postivity,
Refererce Technique n

Ishakawa et 3! * FISH 195 181

61 02E Moini vzroki variacij:

£~ - razliéna metodologija

- subjektivnost ocene
Tahehana et at? . - razliéni slstemi ocenjevanja
- heterogenost tumorja

Risio et at

. Y
iang et at

vars ef at ¥

Yaro et 3l.’%

Tanrer ! af® p 17.3

Total 1033 Mean 19.2

Hiwparn i

Assessment of a HER2 scoring system for gastric cancer:
results from a validation study

Al Hofanann,| 0 o™ 1S R Bomer. ™ A van de Viver. A Kim.® A Ochih” | Rischo?™

Do Pidndog R Desod and TGOS W dauler Pacbudoey GenbHH, Kawel. Germeany. *Carens Hesal
Fadm Untorrds. Dot Chine “Irciamef Pack gy, Unioe ey fiosptiad s, B, Gerroarg, T Mevkeofends
Con'er eainie Aewsrrhan ke Neorbads, *Catwer Rewartk e, Sevud Natonal Untoerssy Codese ol Ve,
Sew? Sost Fovexond Pacdulowy Diridnn, Vadaa! Cuwes Cemir Revewsrt Inctince Fst, Chiba. ppem

Hatopatheiogxal
parameter

Grage”

93 6554

69 (41 1)

14055

Tumaur type (Lavren classific ation)
intestinal-type atenocarcxioma 120 (71 5)

Diffuse-type adenocaiciroma 39 (23.0)

Mixed type adenocarcinoma 9(55)

(Bako). Copcordunce between FISH and [HC was
. in 163 evaluable smnples. Hleven saimples were
scored as FISH+ bur JHC- ur equivocal.

Conclusions: THC Flgkﬁﬁffcp:iflms‘n'erc attributed to
hasolateral inembranous immutoreactivity ol glandu
lar cells resulting in incomplete membranous reactivity
andZor o higher rate ol wimour helerogeneity in
castric cancer compared  with hreast cancer. With
modiliciations ta the THC scoring system. the Hercep
Test™ is considered valid for the identilication of
HER2+ gastric wimours lor this clinical trial, Correlis
tinnn ol HER2 scores with clinical outcomes will he
needed (o determine which patients might benelic from
trastuzaimah theriapy




Table 2. Comparison of FISH and IHC (breast cancer scor-
ing) test results for HER2 status

HercepTest'™ score

IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+

FISH+ 18 5 2 4
FISH- §100%) g35.7%)  548.3%) 1043

Total 18 14 24 112

FISH+ 29 (25.9%)
IHK 3+ 18 (14.9%

of I for HER2 HC

i
and HER2 FISH results with 168 c cancer samples

intonziteta reakcijo — Absent Fant Moderais Strong

210% cells, complete | 2-)

No. samples 0 5 14

FiSH- cases o (s5)113

(1=

Ne. samples

FISH= cases

<10% cell; complete |

No simples

FISH= cases [

<10% cells, incom ()

Total o samples

Totalno. FisH+ cases

Heterogenost v 4.8% vzorcev (pri dojki cca 1-2%)




Table 4. Conzensis pan! ressmmendations on HEK? xcor-
Ng for gastric cancsr

Reactrity charactenstics Scores chssification

No reacteaty or membranous 0/ negative
reactivity m <10% of cells

Fairt/barely peraeptible negative
membramus reactivity

i »10% of cels; celis

are reachive orly in part

of their membrane

ek to moderate complete or equivocal
basolateral membranous

1ty 0 >10% of
turour cslk

ioderate to strong complete

(Codbysoiateral membranous
reactivity m > 10% of tumour
celt

Bopsy inot surgery) samples
with cohesee either IHC 34
and/or HISH 1 clores are
convdered positice
wrespective of size. i <10%

Skladnost IHK in FISH za Her-2
pri karcinomu Zelodca

v literaturi od 82 - 100%

Human
3 PATHOLOGY
e
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Octyinal contetvution
Evaluation of HER-2 gene status in gastric corcinoma using
immunohistochemistry, fluorescence in situ hybridization,
and real-time quantitative pelymerase chain reaction

Mic A K'm MD, PhD®, Eun Ji Jung MS®, Hye Seurg Lee MD, PRO', Hee fun Lee MD',
Yoon Kyung Jeee HD. PHD® an-Kwang Yang MD. PhO®%, Wao Ho Kim MD, PhO***
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Ain D IHK$+ Vgé;;(ER-Z ampl cirar;m
B in E IHK 2+, gen HER-2 amplificiran
CinF IHK 1+, gen HER-2 amplifiiran__

Algoritem testir
~

Imunohistokemija kot prvi test in ISH tehnika pri IHC 2+ rezultatu’

Patient tumour sample

GE junction cancer

1. Chung et al. Poster 8511; ECCO-ESMO, 2009




Pomen dolocanja
mutaci] KRAS in
BRAF pri RDCD

Doc.Dr. Janja Ocvirk, dr.med.
Onkolosk institut Ljubljana

SISTEMSKO ZDRAVLJENJE

V zdmvljenju razSirjene bolezni uporabljamo veé
citostatikov in tartnih zdravil v razliénih
kombinacijah:

5-fluorouracil
kapecitabin (Xeloda®)
irinotekan (Campto®)
oxaliplatin (Eloxatin®)
cetuximab (Erbitux®)
bevacizumab (Avastin®)

Kombinacija PFS Kaplan-Meier pri
AVE2107 vs NO16966 - PES on treatment

1.0
Treatment arm

0.8 X b-IFL + placebo (AVF2107)
~— b-IFL + Avastin (AVF2107)
0.6 F+P/X+P (NO16966)
— F+A/X+A (NO16966)
0.4

PFS estimate

0.2

0




BRiTE: bevacizumab poveca
7

pre € po prvem progresu

Zdravljenje po progresu:
Brez zdravljenja (n=253)

— Samo KT (n=531)
Avastin + KT (n=642)

prezivetje

15 30 35
Meseci
Grothey, ot al. ASCO 2007

Cetuksimab v 1. liniji mCRC:
CRYSTAL PFS

ERBITUX + FOLFIRI, n=599
FOLFIRI, =599
HR = 0.851; 95% CI = [0 726-0 98]

-15% zmanj$anje tveganja za
progres
p=0.0479

1-leto PFS

~— 23%vs34%

Cas (meseci)

CRYSTAL - bolniki s samo jetrnimi zasevki
CRC - PFS

ERBITUX + FOLFIRI, n=122
FOLFIRI, n=134
HR = 0.637; 95% CI = [0.432-0.941]

—>36% zmanjsanje tveganja za
progres

p=0.023

Cas (meseci)




ERBITUX in RO resekcija

RO resection rat

Raplan-Meler Estimate

Ro resekclija pri
neselekcioniranih bolnikih
FOLFIRI I FOLFIRIFOLFOX
ERBITUX + FOLFIRI CT +ERBITUX

1

i

CELIM

CRYSTAL

ESMO 2008 Saturday, 13 September, Gl Tumors

KRAS status in u¢inkovitost:
. PFS - KRAS wild-type

10

(X}

08

mo
06 mPFS Folfirl: 8.7 mo

o8 32% risk reduction for progression
04

03

07 I mPFS Erbitux+Folfirl: 9.9

0.0 1  Hazard Ratio 0.68 95% C1[0.501, 0.934]
—_—

2 4 12 14
Progression-free time (months)
ERBITUX+FOLFIRI
+ FOLFIRI

KRAS status in uc¢inkovitost -
KRAS mutanti

KRAS mt HR=1.07
SE x+Folfir. 7.0 mo
mPFS Folfiri 8.1 mo

No difference

Kaplan-Meier Estimate0

1[0.710, 1.610]

ERBITUX+FOLFIRI
FOLFIRI




Cetuximab + FOLFIRI HR=0.63; p=0.007 .
mPFS wild-type (n=172): 9.9 months. - 76): 8.7 months
mPFS mutant (n=105): 7.6 months mPFS mutant (n=87): 8.1 months.

Cetuximab +
FOLFIRI wild-type

FOLFIRI wild-type
Cetuximab +
FOLFIRI mutant FOLFIRI mutant

Progression-free survival estimate

KRAS status - Odgovor na
zdravljenje

KRAS wild-type KRAS wild-type liver limited
p=0.0025 p=0.025

FOLFIRI Cetuximab FOLFIRI Cetuximab
(n=176) + FOLFIRI (n=32) + FOLFIRI
(n=172) (n=35)

KRAS status - Odgovor na
zdravljenje
KRAS mutant

Response

FOLFIRI Cetuximab
(n=87) +FOLFIRI
(n=105)




CRYSTAL - KRAS wt
HR=0.68

°

32% risk reduction
for progression

| Cetuximab + KT
| pri KRAS wt

Kaplan-Meier Estimate

Hazard Ratio 0.68 95% C1[0.501, 0.934]

6 8 10 12 14 16
Progression-free time (months)
OPUS - KRAS wt:
HR=0.57

43% risk reduction
for progression

£
I
I
\
f
4
|

e
Cetuximab Cetuximab
+ FOLFIRI + FOLFOX

Kaplan-Meier Est

C1{0.351, 0.894]

Prognosti¢ni vs napovedni markerji

Napovedni

Dajejo informacijo o
Dajejo informacijo o izldu glede na vrsto
izidu neglede na vrsto specificnega
zdravijenja zdravijenja

Prognosticni

Nakateri markerji imajo lahko tako napovedno kot
prognosti¢no vrednost.

CRYSTAL PES:
KRAS wt/BRAF wt vs. KRAS wt/BRAF

KRAS WUBRAF wt
HR 0.66 [0.47-0.92]; p=0.01

ERBITUX + FOLFIRI (n=156): mPFS 10.5 months
== FOLFIRI (n=157): mPFS 8.8 months

PFS estimate

KRAS WUBRAF mt
HR 1.35 [0.45-4.08]; p=0.59
= ERBITUX + FOLFIRI
(n=11): mPFS 5.8 months
FOLFIRI (n=17): mPFS 3.6 months
12
Time (months)

Kohna C, et al. J Cltn Oncol 2009.27(Suppl. 15):Abstract No. 4068




Prognosti¢na vrednost BRAF in
napovedna KRAS
= Razigkava PETACC3

# 3278 bolnikov, stadij H in 111 CRC
= Dolotitev BRAFE in KRAS mutacij

= KRAS mutacije 37%

= BRAF mutacie 7.9%

Brez razlik glede na stady 11 ali 111

® Multivarianina aunaliza: stadij, starost,spol, mesto
tumorja, $1. zajetth bezgavk, G, MSL

KRASm -G p=0,0016

BRAF m - Zenski spol p=0,017

BRAFm - desna stran, stari, G m MSI  p <0,0004




m KRAS nima prognosti¢ne vrednosti na PFS in
OS pri bolnikih stadija IT in III,

Ima napovedno vrednost za odgovor in
prezeivetje mCRC zdravljenih s cetuximabom in
panitumumabom

BRAF mutacija ima prognosti¢no napovedno

vrednost pri bolnikih st. IT in III na OS

Zakljucki

® Zdravljenje mCRC je ¢edalje bol;j zapleteno, saj imamo
na voljo ve¢ zdravil in njihovih kombinacij, z razli¢no
ucinkovitostjo in nezelenimi u¢inki, kar moramo
upostevati pri odlo¢itvi o zdravljenju, ob PS in so¢asnih
boleznih bolnika. Vsekakor pa odloéitev o zdarvljenju
brez dobrega patohistolo$kega izvida in informacije o
KRAS ni ve¢ mogoca.

® Doloéitev mutacije BRAF kot prognosti¢en dejavnik
pri bolnikih stadija IT in III







Testiranje znanih mutacij v
genu KRAS

Srd jan Novakovi¢

Oddelek za molekularno diagnostiko
Onkoloki indtitut Ljubljana
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Status KRAS je napovedni dejavnik za uspesnost zdravljenja z
EGFR inhibitorji

s

= EGFR je prekomerno izrazen pri 50-80% bolnikih z rakom debelzgu
Crevesa, zato predstavlja primerno tarco za zdravljenje. ?

= Zdravl en je Z EGFR mhlblfor_)l je uspesno le pri bolnikih brez mutacij v
genu KRAS (wild fype

= Prisotnost mutacij v genu KRAS korelira s slabsim odzivom na
zdravljenje z EGFR inhibitori.

= 30-40% bolnlkov z metastatskim rakom debelega ¢revesa ima mutacijo
v genu KRAS. 3

= Identifikacija KRAS mutacij pomaga pri izbiri ustreznega
zdravijenja.

Tiatvre A, eeol T Chn Oncol 2008 26-374:379
2 Spoma 3P, e of AsnGncol 2005 102.108
3 v riexen TWIM . ¢t o Vch Acch 2008 453421
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Molekularni mehanizmi in korelacija s slabsim

odzivom na EGFR inhibitorje

= Produkt gena KRAS je GTP-aza, ki posreduje signal iz EGFR
receptorja na znotra jcelicne tarce.

= Produkt mutiranega gena KRAS na mestih 12 in 13 je G-protein
s povecano afiniteto za vezavo GTP, ki je nenehno v aktivnem
stanju.

=V primeru mutiranega gena KRAS signalizacija ni ve& odvisna od
EGFR receptorja, zato se bolniki z mutacijami na kodonih 12 in
13 gena KRAS ne odzivajo na zdravijenje.
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Pregled mutacij v genu KRAS:

__97 % vseh mutacij se nahaja na kodonih 12 in 13

0 pats
b can

<«— kodon 12
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+— kodon 13
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Nabor mutacij v genu KRAS na kodonih 12 in 13

Mutaciye Odstorek
&6T -> 6TT [2¢40 21,58%
6T > GAT 6120 o
66C -> GAC 6130 20.62%
D=4 oA T 7 najpogoste sih variant (98%)
G6T > 6CT G12A 5.39%
G6T -> A6T 6128 5,59%
661 -> C6T Gl2R 0,96% ")
66C -> T6C $13¢C 0.35%
G6Y -> 66A 6126 0.19%
&< > 6cC G134 0.19% Redke variante (manj kot 2%)
66T -> 666 6126 0.19%
&6C <> 6TC 613v 0.19%

5
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Obstojete tehnike, ki so na voljo za testiranje mutacij KRAS
= PCR v realnem casu (RT-PCRY:

Visoko abeutlyve 1a detekcijo specifiénth genetskih sprememts (manj kot 1%)

Na valjo so komercial nikitt (KRAS M utation Kit-TheraScreen DxS)

Moinost postavitve lastne metode - potrebna je validacija

= Sekveniranje
Omogoéa celitno prese janje gena - uporsbna za gene brez "vrodih toik"
Za uspedno detekeiyo potrebujemo vesji % mutirane DNA (min 20%)
Tipi metoda po Sangerju, Pyrasequencing
Yomercialnikit. MutectorII- TrimGen

= Hibridizacijsko-kolorimetriéne metode
PCR produkti, ki vsebujejo biotin se specifi€no vezejo na ohgeaukleotide, ki so vezani ria aosikih (membrone,
mikrotiterska plodca) Vezne produkte detektiramo s posebnim: encimi (konjungiranc fosfatoza) =
fotodetekeja
Komercialm kiti KRAS strip assoy -Viennokab, Mutector I -TrimGen
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Metodologija testiranja statusa KRAS

= Material, primeren za testiranje:

Parafinski vzorec tkiva primarnega tumorja

Altemativa:

Zmrznjen vzorec tkiva primarnega tumorja

Parafinski vzorec metastatskega tkiva (95% ujemanje zvzorcem tkiva primarnega tumorja)
Endoskopska biopsiya (pri bolnikih pei katerih ni bik opravijena resekeja)

= Delo v laboratoriju:
patolodka in molekularno bioloska analiza vzorca
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Tok dokumentov

Klinik:

odredi testiranje
KRAS za bolnika

P

1
Nopotnica za Oddelek za molekularno
testironge diagnostiko:

“1zofira DNA 1z vzorca
prejetega tkivo
-izvede test RT-PCR
-poda konéni 1zvid

3
B.opsi jski vaerec
Patolog: s HE-prepacats in
izpoinjer zchte ek

‘izbere ustrezni biok s
fumorskim tkivom

-oceni stevilo tumorskih celic
na HE preparatu prvega in
zadnjega reza (najmanj 70%) -poda zahtevek (z navodili za

“izpolni podatke na zahtevku pripravo in zeleno napotnico za
AP ‘ obragun) oddelku za patologijo

zahtevek 2 navodilt
in zelem nopotnica
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Zahtevek za pripravo rezin za testiranje

genotipa KRAS

— > Kontaktni podatki

= Tzpol addelek 20 MD ob podijanu
o fek 70 patologije , zelo pomembno je, do patolog oceni prisatnost
" rakavih cekc

T
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Zelena napotnica za obraéun stroskov priprave
materiala za testiranje genotipa KRAS

Prosim za dologitev reprezentativnega
vzorca tumorja po navodilih, narez
/." dodatnih rezin in pregeld HE preparatov:
7 29002 -12%
y 10 rezin za 1zolacijo DNA in 2 rezini na
A stekelca

29020 -2x
; dve HE-barvanji
/
29011 -2x
dva pregleda stekelc
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Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega
_tkiva za testiranje genotipa KRAS:

1. Prisprejemu in tehnini obdelavi tkiva upoStevaije standarde
kakovosti v patologiji:
" tkivo mora biti fiksirano ¢im prej
® optimalno fiksirano v 10% nevtralnem formalinu
® volumen fiksativa mora biti 5-10x veji od volumna tkiva
® tehni¢na obdelava in vklop tkiva morata biti optimizirana
1
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Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega
tkiva za testiranje genotips KRAS:

3 Pri pripravi rezin za molekularno biolosko preiskavo:
za vsak vzorec uporabite novo rezilo

ocistite vodno kopel med vzorci

med rezanjem si nadenite Ciste rokavice

ne postavljajte odrezanih rezin na vroca mesta
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Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega
tkiva za testiranje genotipa KRAS:

®  Zatestiranje patolog doloCi primeren vzorec tumorja v katerem naj

bo ysaj 70% tumorskega tkiva
®  Pripravite prvi HE preparat (3-5 gm), preden naredite neobarvane
rezine in ga oznaCite s $tevilko biopsije, oznako bloka in oznako HE - A

" Pripravite 10 neobarvanih rezin debeline 10 pm v epico (skupno 100 tm
tkiva) in jo oznacite s Stevilko biopsije in oznako bloka

" Pripravite zadnji HE preparat, potem ko ste naredili nepobarvane
rezine in ga oznacite s $tevilko biopsije, oznako bloka in oznako HE - B

" Oba HE preparata preveri specialist patolog in oceni delez

tumorskega tkiva
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Potek testiranja KRAS na Oddelku za molekularno diagnostiko

Izolacija DNA 1z tkivnega vzorca

Mer jenje koli¢ine DNA v vzorcu in umer janje nausterzno koncent racijo
Izvedba testa z RT-PCR * (TheraScreen KRAS mutation kit)

*  Analiza rezultatov

*  Izdajaizvido

* Prodnest RT-PCR pred.sokvenianiem: na vojjo )e malo tumorskega tkiva. v celicah pa je prisoto malo

mutirane DNA RT-PCR J2 v tern pameru bistveno bolj cbtutijiva melodn 1zvedba jeenoslayna, skrajsa so
Zas loslirania in zahteva manj osedja
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Izvedba testa z RT-PCR (TheraScreen KRAS mutation kit)

e o v

1 Izofirano ONA boinika dodomo v reakcjsko 2
meanico na ploio

Proces poteka na aparatu za RT-PCR

3. Pri amlizi primerjomo kolidine pomnaienego produkta v
posantezni reakeiji s koli¢ino pomozenega produkta v

kontrolnl reakeiji
il — Pozitiven
nf rezultat-
. Kontrola & prisotm je
3 - mutaclja
M -
o '~ Negativne
V vsaki jamici poteka reakclja za L reakcije
posamezno mutacijo
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Izvid molekularno genetske preisk dologanja

_..genotipa KRAS _
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Dodocunje genotipa K-ras

[ TP— [T o Oukelka 24 maksaie dlognestihr
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KRAS mutacije pri slovenskih bolnikih
. Studtjo smo izvedli v fetu 2009
. Vsebovala je tri sklope:
i ocena specifiénosti in senzitivnosti metode
2 ocena deleZa bolnikov z wt in mutiranim KRAS genotipom, ter distribucijo po
mutocijah
3 ocena kliniéne korelocije z KRAS genotipom na skupini retrospektivnih
wEarcev
» Vkljugili smo 273 bolnikoy z metastotskim rakom debelega érevesa, ki so se zdravili na
onkolofkem intitutu od avgusta 2008 do septembra 2009
» Testiral smo 302 vzorca
17
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Ocena specifitnosti metode

® 30 vzorcev smo poslali na testiranje v referencni laboratorij

Indtituta za patologijo LMU Miinchen

®  Rezultati RT-PCR metode in pirosekveniranja: 100% ujemanje

Evropski certifikat kvalitete za detekcijo KRAS mutacij.
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Ocena senzitivnosti metode

»Senzitivnost metode smo dologali na vzorcih, ki so vsebovali razligne % celic (fumorsko
fimjo HT-29 brez KRAS mutacj, tumorsko linijo CCL247 z mutacijo p Gly13Asp ter
mononuklearne celice)

*Posnemali smo tumorske vzorce

*Razpon celic z mutacijo: 0.05%-30%

it HT-2% FUN.ET mansnbulnarme KRAS genatip
ealic
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Ocena senzitivnosti metode

Senzitivnost:

Proizvajalec zagotavija detekcijo 1% mutirane DNA v ozadju genomske DNA, pod
pogojem, da je v vzorcu DNA ustrezne kvalitete. Na$ laboratorijsko doloten
detekcijski limit znasa 2%.

T - = mom e s ey
e
i Kontrola_ Kentrola —___ .
1 { + Ob naraianjukalitine
{ mutirane DNA v vzorcu se
/ omplifikacijske krivulje
SEE—— 48 pojavijo prej in postanejo
e . - o] strme
/
Pozitivne amplifikocijske krivulje smo
opozth 2e pr1 O 2% mutirane DNA
20
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KRAS mutacije pri slovenskih bolnikih

*®  Pri preiskovanih slovenskih bolnikih smo zasledili 54,5% bolnikov brez mutacij v genu
KRAS in 45,5 % bolnikov z mutiranim genom za KR

*  Distribucijo mutacij v genu KRAS pri slovenskih bolnikih

Odernek -
Meedje P eeees
s » iy 0 s
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§ oo s war
= » ks i i distribucija KRAS mutaci prt
: stovensialr bolnikih se ujema z
§ » 1208 n o 1zsledki cbjavigens v literaturt
. = » Gevid6er w e
pomizva 20 nm

» Wvita A

Yreta mutecije

® V95 35% smo zasledili ujemanje v rezultatih genotipizactye med primarnim tumorjem i
pripadajaéim metastatskim tkivom.

2t
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kliniéna korelacija z KRAS genotipom na skupini
retrospektivnih vzorcev

®85,7% bolnikov brez mutacij v
genu KRAS se je odzivalo na
zdravljenje z anti-EGFR
inhibitorji

®71,4% bolnikov z mutacijo v
genu KRAS se na zdravljenje
ni odzivalo

O

[N

_éfudija: KRAS mutacije pri slovenskih bolnikih -zakljugki:

*  Diagnosticna metoda, ki smo jo vpeljali za dolocanje genotipa
KRAS je uCinkovita in zanesl jiva, izvedba pa je enostavna

"  Delez bolnikov brez mutacije v genu KRAS, delez bolnikov z
mutacijo v genu KRAS in distribucija mutacij pri slovenskih
bolnikih so primerijivi s podat ki drugih publikacij.

®  Izbira terapije zabolnika na osnovi statusa KRAS je primerna.
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Testirnje KRAS -zakljutek

PO i e A e

= Kdaj? -Cim prej tem bolje.

= Zaizvedbo zados?uée arhivski vzorec tumor ja-ponovni invazivni
postopki niso potrebni.

= Test KRAS omogoca kliniku odlocitev glede nadaljnega
zdravljenja - individualno za vsakega bolnika posebej.

= IzboljSanje ucinkovitosti zdravljenja z EGFR inhibitorji.

= Manj nepotrebnih toksi¢nih stranskih u¢inkov.




