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Oddelek za patologijo 

Onkološki inštitut Ljubljana 

Določanje prediktivnih tumorskih markerjev 

- klinični, biološki in metodološki aspekti

Zbornik predavanj 

�P� EGFR or other 

PTEN 

\ 
\ / 

), .,. 

(MEK) 

i 
� 

/\\ 

STAT 
signal Jing 

Evasion of Gene trapscripUon 
apoptosis Celi-cycle progression 

P roli fe ra tion 
pathway 

c�:�����§�:t" I \ ',,. 
� l CMetastasis") 

QSr;,giogenesiv 

Organizacijski odbor 

Snježana Frkovic-Grazio, Matej Bračko, Erika Matos, Srdan Novakovic 

7-8 maj 2010

Hotel Lek, Kranjska Gora 
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Program 

Petek, 7 maj 2010 

14.00-15.00: Prijava udeležencev 

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

Moderatorja: Tanja Čufer, Izidor K rn 

15.15-15.45: Pomen določanja hormonskih receptorjev pri raku dojke (Simona Borštnar) 

15.45-16.30: Pomen določanja HER2 statusa pri raku dojke (Erika Matos) 

16.30-17.00: Določanje statusa hormonskih receptorjev in HER2-metodološki aspekti 
(Snježana Frkovic 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 Bračko) 

18 .40-19. 00: Razprava 

20.00 Večerja 

Sobota, 8 maj 2010 

Moderatorja: Branko Zakotnik, Matej Bračko 

9.00-9.30: EGFR status in zdravljenje nedrobnoceličnega raka pljuč (Tanja Čufer) 

9.30-10.00: Določanje EGFR statusa (Izidor Kern) 

10.00-10.30: Razprava 

10.30-11.00: Odmor 

11.00-11.30: Pomen določanja KRAS pri raku kolona in danke ter pomen določanja statusa 
HER2 statusa pri raku želodca (Janja Ocvirk) 

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

12.00-12.30: Razprava 

12.30: Zaključek (Snježana Frkovic Grazio) 
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Pomen določanja hormonskih 

receptorjev pri raku dojk 

Simona Borštnar 

Sektor za internistično onkologijo 
Onkološki inštitut Ljubljana 

Pomen hormonskih receptorjev pri bolnicah z 
_rakom dojk 

■ Hormonski receptorji so napovedni dejavniki:

- poteka bolezni in

- (predvsem) odgovora na hormonsko zdravljenje.

O ""''"' 
��� ...... [�ft"':, 

Delež hormonsko odvisnih rakov dojk 

ER in PR negativni, 

HER-2 pozitivni 

HER-2 pozitivni 

O ""°"�' ..... � 
l;t..JII;"•' 

.. ,""'1.-:f 

Ua.�'l<:" 

ER in PR negativni, 

HER-2 negativni 

ER in/ali PR pozitivni, 

HER-2 negativni 
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Skladnost molekularnih in klinično patoloških 

značilnosti raka dojk 

-

'"' .. __

.. _ ..... Q 

:.::..�
---

,_,;i -;•"+ 

�"k.·�, �·-� 

� 

�r�-
w·�-· 
'"V-."I."'" 
b;..,,,� Sotirou and Pusztai. N Enil J Med 2009; 360 

Učinkovitost dopolnilnega hormonskega zdravljen· 

s tamoksifenom- metaanaliza 

! 1 O 386 bolnic, pre-fn pomenopavzne, ER pozitivni ali neznani (20%) j 

o 

;p,:i-.c 
V.O.,'""' 

Ponovitev bolezni l 60 7 G§7adi raka dojk 1 

45.0 

38.3 

2'5.5 

15.1 15-letna dobrobit 11.891. 

Log rank 2p<0.00001 

5 10 15 kontrole 

50 

C 40 
t 
� 30 

f 20 

10 

Leta � 5 let tamoksifen 
-o,,i,.•-... 

11.0 

5 

34.8 

25.7 

15-lotna dobrobit 0.2% 

Log rank 2p<0.00001 

10 
Leta 

15 

'-Y(."-;l"1> 
�-- Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group. Lancet 2005 

Vloga določanja HR receptorjev in hormonskega zdravljenja pri 

DCIS (NSABP 24, N= 1804, srednje opazovanje 7 let) 

f>l<!_cebi:i s ief •·•· 
16 % ponovitev, ?-letni DFS = 71.1 % 

iamaksifens iet. 

10 % ponovitev, 7-letni DFS = 83 % 

2I�32I�EI�/-:"�;�r�t-�f 
zmanjšanje tveganja ponovitve 

bolezni (invazivni in nelnvazivni 

raki) 

p 

O
·-··
..... 1,1, 
, ............. 

..,,.-:... .. , 
,_ .......... l'\o:...� 

39 % 

0.0003 

59% 20% 

0.0002 0.58 

Fisher B, Lancet 1999 
Allred DC, SABCS 2002 



(Ne)ujemanje statusa hormonskih receptorjev 

določenih biokemično in imunohistokemično v okviru 

raziskav IBCSG VIII in IX 
Razmejitvena vrednost< 1 O vs :1: 10 mmollmg proteinov z.a biokemično določanje in 

O�� vs >0% za imunohistokemično določanje 
Premenopausal IPoStme:no:pa·usa' l 

100%,-,----;:-;,-,--,.-;:-:;,, •• n:-.r:=•-J-:;:;--:;;-, 
90% 
80% 
70% 

C: 60% 
B so% 
; 40% 

Q. 30% 
20% 

10% 
0% I ,,":,,, "!"' 

ER PgR ER PgR 

• ExA negative/lHC present D ExA negafNe/lHC a'bsent 

D ExA poslt!V8/IHC absenl fiil 'E.xA posttlYe11HC presen\ 

O 
o-:o.c.», 
�
�-- �h�·

Reian MM et al for IBCSG. J Natl Cancer lnst 2006;98 

Razlika v napovednem pomenu ER in PR 

določenih biokemično in imunohistokemičn 

�-.. l�----
-1,, -'=,. � �� 
,i ;,3 

L-,----. 

i : 
t „ 
; : =-= ���.'�:.'.? 
S b.L.....,..,.l�,.._X, � ,o h>,.-•i,,c-.,.-.1, .. 
• o\..-,�---�� 

o 1 1 J, 5 5 7 t t 

E�Reaipla.�l 
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{ "
1 „ . ·"t•�--~-~" 
<: 2) - - !: ... __ .�_, 
i u t::=-,'�=: 
. ' 

'' 

8 'f"Mgl!Slfll'«M!RfKlllPIOr.lPr-.opauul ''"l
: �l 
,. 

"----,.._ _ _  _ 
� 
: 1 =-r:::,:;:�:t c ... _,i-e-i,..>0'1! 

li 1 l .l t 5, 7 1 t 
v-, 

D Pr-ooM,tmone�pl,.'II.Pm�I ·=i�-
: -� " 
"l-, __ ,--e.--;� 

1;..=--_:_E_=--:._;,_:__·--�---�:_ 
Ci -, 2 ) 4 :S ,, 7 8 

O 
o,u.• 
--��-.... ��':":,,;, Regan MM et al for IBCSG. J Natl Cancer lnst 2006;98 

Napovedni pomen ER določenih z IHC metod 

1982 bolnikov zdravljenih 

zaradi karcinoma dojke v 

letih 1973- 1993 

►IHC: 70.5 % ER+ 

►biokemično:78.9 % ER+ 

►ujemanje 85.5% 

O 
~·� 
�;:,, 

�
c•<"l<o:,:,,X• � 

c::::=> 

o., � 
j·o.6 
e 
e;o., 
·1; 

777 zdravljenih s 
hormonsko terapijo +/-KT 

l 
--7(19.Hl 
:=::: 1! g�:::; n p<>11ili�• 

---"'-'" r 

�-=-=-===----= �; ff1J��
) 

"-... .... �:;�1.��
) 
r·urq:ui 

0.2� iBcs.lCutpoint: TRC·i;core >21(p<O.OOOI) 

o.ot-�-�--�-�� 
o '12 ::?.ai '36 48 '60 

�imc1(monihs) 

Harvey J et al. J Ciin Oncol 1999;17 



(Ne)ujemanje izraženosti hormonskih receptorjev določenih 

lokalnih laboratorijih in v centralnem laboratoriju v okvir, 
raziskave BIG 1-98 

ER določeni centralno 

ER določeni lokalno 

negativni 24 8 73 105 

pozitivni 66 54 5,980 6,100 

skupno 90 62 6.053 6,205 

PR določeni centralno 

pR določeni lokalno 
;··••••n·.>• i•1'1,'9'1;. :/. �1oo/,:" :: Skupno ·· 

negativni 371 308 544 1223 

pozitivni 183 247 3584 4014 

skupno 554 555 4128 5237 

o �� .. -.:-. ��� .........
,":o,,-,.,, l1·,,,., Viale G et al. J Ciin Oncol 2007; 25 

Preživetje brez znakov bolezni (DFS) glede na centralno in 

lokalno določanje hormonskih receptorjev 

..,., ... ,, 

t• 
!. 

-•P'---------=-
�it.e� 

:::::::::: � : ::: 
::-:==-.:. � :::� 

��""'� ...... � 

""''=='="�"'•··· 
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! ·1 = �-�1· :§.E>i � EH 
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• _,....�....,_ .... 1'11. 

.......-_ 
, ........... ,� ...... 

HR 

i• 

--=-=±��--
""'-���� 

O , .... , ... 
�·� � ... . Viale G et al. J Ciin Oncol 2007; 25 

Preživetje brez znakov bolezni (DFS) glede na izraženost ER i 

PR (odsotnost vs. 1-9% vs l!: 10%) določenih v centralne 

laboratoriju (raziskava BIG 1-98) 

�·=� * � -�1:1-
u,1, ... 

Time From Ran.c!om Assignmt_nt IYHr$! 
C..004100. �•��•�-�--- - -- - --
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Viale G et al. J Ciin Oncol 2007; 25 



Kdaj je rak dojk hormonsko odvisen? 

Ko so prisotni estrogenski ali progesteronski 

receptorji v rakavi celici. 

Sprememba definicije v klinični praksi v letu 

2009: 

Proizvodnja estrogenov v premenopavzi in 

pomenopavzi 

PREMENOPAVZA 

gonadotrop

y

·ni 
(FSH + LH) 

HIPOTALAMUS 

HIPOFIZA 

POMENOPAVZA IN 

PREMENOPAVZA 

'-. �:renokortikotropni 

,
,man (ACTH) 

Vrste hormonskega zdravljenja 

• KASTRACIJA:

► odstranitev jajčnikov 

:,... zavora delovanja 

■ ANTIESTROGENI 

► selektivni modulatorji estrogenskih receptorjev (SERM): tamoksifen 

► čisti antiestrogen -razgrajevalec ER (SERD): fulvestrant 

■ ZAVORA PRETVORBE STEROIDNIH PROHORMONOV V 

ESTROGENE 

► zaviralci aromataz: anastrozol, letrozol, eksemestan 

• PROGESTINI 

► megestrol acetat 



Mesta delovanja hormonske terapije 

o 

Izbor hormonske terapije glede na menopavzni 

status 

:,. preprečitev vezave 
oatrogenov na hormona • 
receptorje 

►ovarljska auprHija 
all /ablacija 

o 

Tveganje za ponovitev bolezni 

o 

,uv«.aalnt9Zlt 
utr�nov 
v pertt.mlh tkivih 
(uivlraJclaromfltaz) 

, p,epretltev YHa� 
eatrogenov na 
hormonske NJC.ptorje 

MAJHNO 



Izbor dopolnilnega sistemskega zdravljenja 

SREDNJE 
TVEGANJE 
PONOVITVE 

VISOKO 

TVEGANJE 
PONOVITVE 

HT HT ICT->KT l(T->Hl 

l(T ..... ,n l(T ... Hr HT lil 

KT=kemoterapija 
HT=hormonska terapija 
T=trastuzumab (Herceptin) 

O �� ��OC' 
� .. , t.uM.\v. 

Raziskave dopolnilnega S-letnega zdravljenja pomenopavzni 
bolnic (primerjava učinkosti tamoksifena in AI) 

o 

� ATAC lij

i==i� BIG 1-98 -t

lnoor@] 1Es 

ARN095 

ABCSGB -ti 
ITA 

TAMOXIFEN 

- EKSE 
at randomizacija 

Raziskave dopolnilnega S-letnega zdravljenja pomenopavzni� bolnic (primerjava učinkosti tamoksifena in AI) 
REZULTATI 

Raz�bv1 Vrsta AI št. Srednji Razmtrj11tn1;iinj_(95'."IZ} 
Rt/ettN:O bol. FU(nits) u ponovitev za smrt 

ATAC 6241 100 85 0,003 0,97 0,7 
Lonctt Onco/ 2008 {0,76--0,94) {0,86-1,11) 

BIG-1-98 '" 8010 73 0,87 0,03 0,85 0,05 
SABCS 2008 (0,76-0,99) (0,72-1,0) 

ITA tlm -;iina 448 64 0,56 0,01 0,56 0,1 
Boccordo� (0,35-0,89) (0,28-1,15) 
Lonc,t2007 

ABCSG-8 ARNO 95 3224 28 0,60 0,0009 0,76 0,16 

J,1keszRet,il. vstam (0,44-0,81) (0.52-1,12) 
L,mcet2005 

IES t1m-ekse 4742 91 0,81 <0,001 0,86 0.04 
CoombesRCet1I. (0,72--0,91) (0,75--0.99) 
ECCO/ESMO 2009 

t1m-let 3094 71 1,05 1,13 
BIG•l-98 vs.let (0,84-1,32) (0,83-1,53) 
SABCS:2008 let-um 3085 71 0,96 0,90 

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

L ht,:a!J �:o ........... , .. 



Primerjava učinkovitosti AI in tamoksifena 

pri pomenopavznih bolnicah s karcinomom dojke - metaanaliz 

A 

� •. ••<" 

·��

.. � 

-

_,.,, __ ._, .... _1 __ , .. ..., __ 
'·-••> Y-.,� Y-1,-

� , ... I'� 'M<..1 ::.l'al-• u.;,,,, U<.lltiO 'I,.,,.; 
1..,........,, ��·1u11t1 za•u.• � .t:"'l.•""-'I.V.. 
..... ,-- '-""i'M!o.-.. ._.._,""! '-"��-
•Q,51 • --· -· 'II.� • .,._, ..,. u.o 

o -�

........... ,,. 
\l<"lOI,,,, 

81 

DowJett.M.etal.JCllnOncol;21:50i-5112010 

Raziskave podaljšanega hormonskega zdravljenja 

pomenopavznih bolnic z AI 

MA-17 

ABCSG6a 

NSABPB-33 

NSABP B-42 

N-SAS BC 05 

ABCSG 16 (SALSA) 

BOOG 2006-01 (DATA) 

IBCSG 35-07 (SOLE) -----
TAMO FJ;N PLACEBO 1 

- EKSE -

o ffi=:�..:... 

�
'..�•'-> "NSABP: 5 let AI ali tam-AI; SALSA: tam+/• A! 2. gen; SOlE: AI ali tam ali tam --AI 

Podaljšano zdravljenje z AI 

REZULTATI 

Rnisk.ava 
Referenca 

Vrst1AI Število Srednji R"nmerjetvea.anj{95"1Z) 

CCTG MA 17 
GossPerol. 

JNC/200S 

NSABPB-33 

Mamounos. 11H o/. 

J Ciin Oncol 2008 

ABCSG-6.i 

JobszRetol. 

JNC/2007 

letrozol 

Eksamutan 

Anastrozol 

o 
-�-� � ... � ' 
1->., , ... , .... ,,.,-....... ' � ... � 

bolnikov FU{mes} 

5187 30 

1598 ,o 

856 62,3 

n ponovit..., 

boleznJ 

0,58 <0,001 0,82 
(0,45-0,76) (0,57-1,19) 

0.68 0,07 l,2 

0,62 0,031 0.89 
{0,40-0,96) {0.59-1.34) 

0,3 

0,63 

0,57 



Neoadjuvantna hormonska terapija s tamoksifeno 

pri starejših 

• med 1980-1990 je bilo narejenih več nerandomiziranih raziskav 

faze II, ki so preučevale učinkovitost tamoksifena pri bolnicah 

e!70 let z lokalno napredovalim rakom dojk 

;�;���1n2ttt:���t!?��,bi8i}}}1&ji\:��tJ / f }< \ \> 
► s,ednjiciis do iiapred9'iarija �ol�zrii;1?126Z15i5 M�sečev: ii/jl:@�i9alj;J/ei)e 
.llWt1o$ežern PQPQln/d�Jntodgqyor/st�gnacja ;. . · .·.·. ·· ·. · · ·. · ·.·. ·· ·. ·· · ·. · · · ·· · · 
► Jirežli/etJe piime1ijiYo s hfstprlčrltn'lliioclatkL : :•: .. 

o 

Hormonsko zdravljenje pre/perimenopavznih bolnic z 

metastatskim hormonsko odvisnim rakom dojk 

Delež odgovorov 30% 39% 0.67 

čas do progresa (meseci) 5.4 8.7 0.70 

Povprečno preživetje (leta) 2.6 2.9 0.76 

0.03 

<0.001 

0.002 

o .Klijn JGM et al Proc Am Soc Ciin Oncol 1996 

Učinkovitost AI v primerjavi s tamoksifenom v 

neoadjuvantnem zdravljenju pomenopavznih bolnic 

Caotlllortl, 

Cuicer2006 

ExemestaneStudy 

Semla:luov 

ASC0200S 

330 velikioperibilni 
alllokalno 
nilpredovali 

velikiop,m,bilni 
i1liloki1lr>0 
nilpreOOVlli 

velikioper,bllnt 
1!ilok1lno 
n1predoY1li 

*sttJtistično znaČi/nil razlika 

cRR= klinični odgovor, pCR= p,1to!oiki popoln odcovor, BCS= konzervir,1Joča oper.1cij,1 



Prvi red zdravljenja pomenopavznih bolnic s hormonsko 
odvisnim metastatskim rakom dojk 

'./<-:-;:�":'?�: .. ->R•ii���-� 

:j:(/\-: ?��,;:�) : :j�t�����): 5�i,Jl:f-���r��5�:::-

Nabholz et al 21 Anastrozole 171 

JClinOncoJ2000 17 Tamoxifen 182 

Bonnetere et al 33 Anastrozole 340 

J Ciin Oncc,i 2000 33 Tamoxif1m 328 

Mouridsen et al 30 letrozole 453 

JC/inOnco/2003 20 Tamoxifen 454 

Examestane 182 Paridiens et al 46 

Tamoxifen 189 JClillOm:oJ2001 31 

o 

*statistično znati/na r,ufika 

� .� 
............. , ........ 
... )11,,,, ... 

59• 11.1• 

46 5.6 

56 8.2 

56 8.3 

49• 9.4• 

38 6.0 

66· 9.9• 

49 5.8 

Drugi red zdravljenja pomenopavznih bolnic s hormonsko 

odvisnim metastatsklm rakom dojk 

(po predhodnem zdravljenju s tamoksifenom) 

Buzduetil 

Cancl!r1993 

Anastrozol,lm1 

Me1estrol.acetilt 

Domberonowski et ;al Letrozo!, 2.5 me 

JC!inOnco/1993 Megestrolacetat 

Buzduetil 

JC/inOnco/2001 

Kilufm,1nn eta\ 

JClinOnco/.2000 

Letrozol,2.Smc 

Me1estrolacetat 

Exemestan,2Sm1 

Me1estrol1cet.11t 

* statistično zna61na razlika 

o 
........... ._ 
W''"�J-· Y'-"'-�:..-

--

263 

253 

174 

189 

199 

201 

"' 

403 

13 

12 

24• 

16 

32 

30 

15 

12 

42 

40 

35 

32 

53 

47 

37 

35 

27• 

23 

25 

22 

29 

26 

28 

Fulvestrant v zdravljenju pomenopavznih bolnic s hormonsko 

odvisnim metastatskim rakom dojk 

Ho-1/eral 

JC02D04 

Robertson era/ 

Raziskava FIRST 

JC02009 

Osborne era/ 

JC02002 

Chi.iet.il. 

Ruisk.iv.i EFECT 

The 8reast2008 

Brrghrtal 

Raziskavo FACT 

SABCS2009 

Brez az um Fulvestr,rnt vs 

.idjuv,rntno pred t.imoks[fen 

2:12mes . 

Bruozt.im Fulvestr.intvs 

.idjuvantno pred .in.astrozol 

U2mes . 

t.im Fulvestrant vs 

.inastrozol 

nesteroldnlA! Fulvestr.intvs 

dopolnilno 

hormonsko 
zdravljen je 

eksemesun 

Anastrozolvs 

Fulvestrant+ 

anastrozol 

*stat,stično značilna raz/Jka 

o 

587 

205 

400 

693 

514 

54.3· 

62.0 

72.5 

67 

43.5 

40.9 

32.2 . 

31.5 

55.1 

55.0 

31.6 

33.9 

" 

35.5 

19.2 

16.5 

29.1 

27.2 

33.6 

31.8 

6.8 

8.3 

le nldosefen• 

14.2 

5.4. 

4.1 

,., 

8.1 

10.2 

10.8 



Izbor hormonskega zdravljenja metastatskega 

raka dojk 

~ • prOgeštini · -

Zaključki 

■ 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 razširjene

bolezni. 
O

o,.-�,,· ... �·--w, 
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Prvi raziskavi s trastuzumabom, faza II 

• Faza 111, 46 bolnic, močno pretretirane 

- izbor IHC pozitivnih, če je bilo obarvanih vsaj 25% celic, nejasna 

merila 

• ORR 11,6% {1 CR, 4 PR) 

• Faza 112, 222 bolnic, 2. in 3. linija 

- izbor HER2 pozitivnih {2+ ali 3+) na osnovi sistema ocenjevanja O, 1+, 

2+, 3+, pri čemer je bil 3+ rezultat pri srednjem do močnem 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 BaselgJ J et JI J Chn Oncol 1996.1413) i37-744 2 Coblcigh Metal J Ciin Oncol 1999. 1i(9) 
2639.2648 3 Smith IE Ant1-C.:incer Orugs 2001.12(4) SJ-S10 



Zdravljenje HER2 pozitivnega raka dojk 

Zgodnji rak dojk 
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• 
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o 
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• TrJstu.1um.1b, 
,wrturum.Jb 

- NEOSPHERE 
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- SCIRG006 

FlnHer 

PACS-04 

(NOAH) 

• Lap.:1t/nlb, trastu111m.1b 

- ALLTO 

• T,.:,stururr!.3b, trov.xlwm.1b 

- BETH 
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Metastatski rak dojk 
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č: 

• 
. Tr,-i,,luzum.:ib . Trasluzum.:ib 

H0648g - GBG26 - M77001 . L.1pdlinib - TAnOEM - EGF100151 

. L.-ipt1llnib . Llp.11in1b, 

- EGFJ00S trastuzum.Jb - EGF104900 





Zdravljenje HER2 pozitivnega raka dojk 

Zgodnji rak dojk Metastat
,...
ski rak dojk 
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m ·o Dopolnilno "' 
"' 
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..-: 
a. � "' Ol 
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• 
a. 
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. Tr,utuzum.ib . Truslu.mm.ib 

- NOAH - HERA 

• L-1p.ilin1b, tr.tstuzum.1b - NSABP.BJ1 

- NeoALLTO 

- Gcp.irqunlo 
• Tr.J!1tuzum,1b, 

pertulum.lb 

- HEOSPHERE 

NCCTGN9831 
- 8CIRG006 
- FinHer 
- PACS-04 

(NOAH) 
• L�pJtinlb, lr.1SIUZUtn.lb 

- AUTO 

• Trasturumab, OOvacJ.zum.Jb 

- BETH 

a:: 

• 
a. 
• 

. Tro1stuiu1n.1b . Trastuzum.ib - H0648g - GBG26 - t.177001 . Liipalm1b - TAnOEM - EGF100151 

. LJpallnib . L.lp.1lln1b, 
- EGFJOOS tr.:istuzumab 

- EGF1O490O 

Zdravljenje po progresu s trastuzumabom 

.. ... , • '-''m "• .. t' 

.. 

• �·�n•1-�)·•·• 
/,� l.,p,1fif11b 

u�

� ��� 
��h-

·:L,f)ld1n,b 

.... ��lr.Uh'f5ii 

''l!n-2011 

ORR(%) 13,9 23,7 

p=0,017 

TTP oz. 4,3 

II 
6,2 

PFS' 

(meseci) 
p=0,00013 

os 15,3 II 15,6 

(meseci) p=0,177 

t ll 

27,0 

(n'"71J ,. 

48,1 

p=0,0115 

5,6 8,2 

p=0,0338 

20.4 25,5 

p=0,257 

(n-1-46) (1t"1-il 

6,9 10,3 

p=0.46 

8,1' 12,0· 

p=0,008 

9,5 14,0 

p=0,026 

1 Cameron Det al Breast Cancer Res Treat 2008,112 533-543 2 von M1nckw1tz et al JChn Oncol 

2009 J Chn Oncol 2009:21( 12) 1999-2006 3 Slackwell et al SABCS 2009 ab 61 



Zdravljenje HER2 pozitivnega raka dojk 

Zgodn11 rak dojk 
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Preživetje brez ponovitve bolezni (DFS) 

DFS Mediana spremljanja, leta 

HERA1 CTx➔H 1 leto >-O-< 4 

8-31 / N98312 AC-•PH ,o-, 

BCIRG 0063 AC� TH l-0-< 

BCIRG 0063 TCarboH >-O-< 5 

NOAH4 CTx I H➔H 1 leto.a..b ____, n=228 

FinHer6 VH / TH-•CEFc n=231 5 

PACS-046 CTx-+H 1 letoJ n=528 4 

Bolje Bolje brez 
trastuzumab HR trastuzumaba 

•Temelji na manJši podskupini bolnic s HER2 poz1t,vnim rakom doJk; 'EFS 
'DDFS; 

1 Qanm letal SI GaUen 2009 .1b25. 2 Perez EAet al ASCO 2007 ab 512. 3 Slamon Det al 
SABCS 2009 ab 62 4 Gianni Letal SABCS2008 ab 31 5 Joensuu H et al J Ciin Oncol 
2009.27 5685-92 6 Sp�mann i.1 et al J Ciin Oncol 2009.27 6129-34 

Celokupno preživetje (OS) 

HERA1 CTx-+H 1 leto 

HERA2 CTx-,H 1 leto 

B-31 / N98313 AC-•PH 

BCIRG 006' AC-• TH 

BCIRG 0064 TCarboH 

---o---

-o---

>-O--< 

-0---

Bolje 
trastuzumab HR 

Mediana spremljanja, leta 

�- annhzn. b1cz vpliva croc-..sovcric 

3 .J11al1Za. vpltV crossoverJa 

BolJe brez 
trastuzumaba 

1 Smith IE et al Lar'IC\?t 200i.369 29 -36 2 Gianni Let .11 St Gallcn 2009 abstr 25 3 Perez EA et 
al ASCO 2007 abstr 512 4 SJamon etat SABCS 2006 abslr 52 



Priporočila za določanje HER2 

• Leta 2007 je združenje ASCO/CAP (American Society of Clinical 
Oncology and College of American Pathologists) izdalo nova priporočila 
za opredelitev HER2 pozitivnega statusa 

- IHC pozitivno (3+): močno obarvane cele membrane v> 30% celic 

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

• Kriterij HER2 pozitivnosti v dopolnilnih raziskavah s trastuzumabom 

- IHC pozitivno (3+): močno obarvane cele membrane v> 10% celic 

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

WOllf AC el .it J Ciin Oncol 2007.25(1) 118-145 Perez E et al SABCS 2009 abst 701 



DFS (preživetje brez bolezni) glede na nov 
odčitek IHC 

Podskupina , ... N 

A 847 
3•1HC{>l0¾) 

C 738 

A 146 
lHCO, 1.2+ 

C 155 

A 847 
>30¾3• 

C 738 

A " 
>10-30"43+ 

C 31 

A 110 
S 10% 

C 124 

PRIORJ+ IHC A 883 

(>10�) C 769 

A 110 
PRJORJHC 0.1.2+ 

C 124 

ttdogodk� lf:llEJ 
231 

0.59 0.47-0.73 
124 

37 
0.63 0.38-105 

28 

231 
0.59 0A7-0.73 

"' 

0.40 0.09-1.75 
3 

29 
0.61 0.35-1.08 

25 

0.58 0.47-0.72 
127 

29 
0.61 0.35-1.08 

25 

DFS 
• 

$let 

74.0 
<0.0001 

84.2 

76.0 
0.07 

86.0 

74.0 
<0.0001 

84.2 

n.2 
0.18 

96.8 

75.7 
0.09 

83A 

74.2 
co.0001 

84.7 

75.7 
0.09 

83.4 

Perez E et al SABCS 2009 abst701 N=1.886 

Odprta vprašanja 

• Učinek trastuzumaba se zdi primerljiv ne glede na stara ali nova 
priporočila 

- HER2 pozitiven rezultat glede na prejšnja priporočila glede HER2 
pozitivnega rezultata je lahko kriterij za dopolnilno zdravljenje 

- potrebni so podatki iz novih raziskav 
• V raziskavi trastuzumaba in lapatiniba (MCCR RC0639) so 

centralno retestirali 118 bolnic za HER2 status' 

- ��fi��ii�
i boljše ujemanje med lokalnimi in centralnimi laboratoriji 

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

1 Perez E el al SABCS 2009 abst 701. 2 McCunough A el al ASCO 2009 absl e11527 







Določanje statusa 

hormonskih receptorjev in HER2 

- metodološki aspekti

S. Frkovi6 Grazio

Onkološki Inštitut, Oddelek za patologijo 

Določanje statusa HER2 

pri karcinomu dojke 

- DNA: FISH. CISH, RT-PCR, Southern blot 

- mRNA: RT-PCR, Western blat 

- protein: IHK, Northern blat

IHK in FISH: 

- primerni za arhivsko tkivo 

- ohranjena morfologija tkiva 

- priporočeni za diagnostično 
določevanje

Appropriate laboratory auay method1 
III( ,1tlll flSl·I""" mi: t111.· l<drniqui.·,) r�"Cotut11cmktt 
fur lkh:nuinlug /JER.:! !M,11u�. C111u:i.tly, !hc 

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

Stara priporočila za dolčanje HER2 
Velika Britanija NEQAS 2004 

- algoritem določanja

- minimalni obseg preiskav
(vsaj 250 na leto za IHK) 

(vsaj 100 na leto za FISH)

- invazivni karcinom

- uporaba notranjih kontrol

- način vrednotenja

- standardizirane metode

l!!!!P 
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Priporočila ASCO in CAP 

Priporočila za določanje HER2 

ASCO & CAP 

2007 

Joum.u. Of' Gu1,1CAL QNO')LOGJ ASCO SPlClAl AIITICLE 

Am�u.-�n Xl<..ittt· of dini�.i! Onu•li>l,')-·,Colk••;I.! o! Amerk;i11 
!1J!ho!ogi� Guidt-lin(" ltn()ml\llilJ�tm1h for llunun 
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Najprimerjneši algoritem določevanja HER2 

Zagotavljanje optimalne kvalitete preiskav, kvalitete 
interpelacije in načina 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 uspešen 

2. Ne glede na metodo (IHC ali FISH) je rezultat 
določanja lahko: 

Negativen HER2 (negative) HER2 test- IHK 0/1+, FISH r <1.8) 
Dvomljiv HER2 (eguivocal) 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 

Določanje HER2 na 01 

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

o 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) 



Določanje HER2 na 01 

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

FISH 

FISH + 

o 

(N=2630) 

2614 
(99,4%) 

16 � 
(0,6%) 

V literaturi: 

1+ 2+ 3+ 

(N=1312) (N=518) (N=642) 

1275 414 46 
(97,2%) (79,9%) (7,2%) 

� 37 104 596 
(2,8%) (20,1%) (92,8%) 

2-8% IHC 0/1 + je FISH+ 

5-22% IHC 3+ je FISH -

Določanje HER2 na 01 

Total 

(N=5102) 

4349 
(85,2%) 

735 
(14,8%) 

Stopnja pomnožitve gena HER2 

glede na rezultat HercepTesta 

22 

20 

" 

;:::-115 

. ,. 

� 12 

[ 10 

.S! 8 

: l5 

1 FISH + primeri 1 

,. 2+ 3+ 
HorcopTost 

Algoritem za FISH 

F!SHr>2.2•� 

>Ckopijger-.l-ief-2 
flSHr<1.8■1i 

<'lkopijger-.H■r-2 



Algoritem za IHK 

dvomljiv 
(rt2pr;m..-.,;za1t1<,pijo) 

Določanje HER2 na 01 

Delež HER2 pozitivnih IC 

in/ ali 

1799/5102 I 

115,6%1 

Določanje HER2 na 01 

2 x 'dvomljivo' 

• IHK 'dvomljivo' & FISH 'dvomljivo'

• HecepTest poz (2+) & FISH količnik 1,8 - 2,2

& 

17 / 2071 (0,3%)1 
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Priporočila ASCO in CAP 

IHK 3+ / FISH- in 

IHK O ali 1+ / FISH+ 

1 i.cordant 1w1l1s(il'ICJ+/FlSJ-l-t1{tative or!HC < H/FISJ-1-
positivc) have alro L�m describro, and 1rere obs,,tved in appro�:i
nmkly ,J",, mnong !.:'O�, �\llients screene:! centrnll)' (LabCorp. 
Btu·li11�1 11, NC wilh b th 111e1hocls lor el i�ibililr for a cl inicil trial 
·,,ilh u\stuzutnnb.") 1-Jowever. dinirnl ou,;otne ·daw for Lhese 1wo
µroup. m 11 tret mailable. We antic ipJte ,1nd recommend 1.ha1 such
:1rn1lrses will lx> fonhc tningascorrelaLives tudi� flhe brge prosfX'(
tive r:u1do111i7.ed dinical trials of lrJstuzutrnb.
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Tkivna mreža 

Določanje HER2 na 01 

Vzorčenje za diagnostične TM 
- 6 vzorcev posamezne biopsije
- premer vzorca 0.6 mm
- vsaj 2 področji invazivnega karcinoma



Določanje HER2 na 01 

TM pri določanju HER2 

1. Ocena primernosti vzorca
na preparatu HE

2. "Slepo" vrednotenje preparatov IHK in FISH-a

Določanje HER2 na 01 

Skladnost rezultatov FISH: 

TM vs. cela rezina 

• 71/72 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) 

Določanje HER2 na 01 

Skladnost rezultatov IHK: 

TM vs. cela rezina 

• 94/97 97% 
(kappa: 0.901) 

skladnih rezultatov 

• 94/109 86% (Bhargava 2004) 

• 51/54 93% (O'Grady 2003) 



ASCO/CAP 2007 

Optimalni postopki za zagotavljenje kakovosti 

Začetna validacija (pred diagnostično uporabo testa) 

- na vsaj 25 - 100 vzorcev 

- skladnost z validiranim testom > 95% 

Redna kontrola kvalitete 

Revalidacije 2x letno 

Vzdrževanje opreme 

Uporaba standardnih operativnih postopkov 

Redno izobraževanje in preverjanje usposobljenosti 
tehničnega osebja 

Redno izobraževanje in preverjanje usposobljenosti 
patologov 

Revalidacija ob vsaki spremembi postopkov 

ASCO/CAP 2007 

Ravnanje s tkivom 

• Čim krajši čas od odvzema do fiksacije
• Debelina 5 do 1 O mm

• Fiksacija v formalinu 6 do 48 ur

• Evidenca časa do fiksacije in trajanja fiksacije
za vsak vzorec

• Rezine preiskane v največ 6 tednih

ASCO/CAP 2007 

Priporočene metode za diagnostično določanje HER2 

, :,::ff.: it" :�: · ·�,.�.�.i_:_·-�·· 
���·� ·-- -�-

,,,_.,.,,. ·\_ .• '.':4, 



ASCO/CAP 2007 

Optimalni način kontrole kakovosti 

interna kontrola kakovosti 

- pozitivne / negativne kontrole 

- ustrezne kontrole z različnim 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 Ciin Oncof 2007; 25/1 ): 118 
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Vrednotenje IHK reakcije 



Spremembe pri vrednotenju IHK 

Do 2007 

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

Pozitivno (2+): 
šibko ali zmerno obarvane 
cele membrane v> 10% 

Pozitivno (3+): 
močno obarvane cele 

ASCO/CAP 2007 

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

Dvomljivo (2+): 
šibko ali zmerno obarvane 
cele membrane v> 10%; 
močno obarvane <30% 

• Pozitivno (3+): 
močno obarvane cele 
membrane v > 30% celic 

IHK rezultati 01 

poz (3+) 12,6% (64215102) 

dvomljivo (2+) 10,2% (51s15102) 

neg (1+) 25,7% (131215102) 

neg (O) 51,5% (263015102) 

Mayo Glinic, 1575 cases 
13% IHC score 3+ 
Saitama Cancer Center, 1482 cases 
13% IHC score 3+ 
MSKCC New York, 3655 cases 
11% IHCscore3+ 
UH Leuven, 1362 cases 
11% IHC score 3+ 

IHK določevan·e HER2 na tkivnih mrežah 

Kpoz
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FISH za določanje HER2 

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

Ohranjena morfologija tkiva 

1. Razločevanje 
- karcinomskih in nekarcinomskih 
- tumorskih ali netumorskih celic 

2. Razločevanje in situ in 
invazivne kopomnente tumorja 

Sonde za FISH 

Sonde so praviloma v parih!! 

Ena je označena s fluorokromom, ki 

sveti zeleno in druga s fluorokromom, ki 
sveti rdeče 

Jedrna DNK je kontrastirana z barvilom 
DAPI, ki sveti modro 

Vrednotenje preparata temelji na 

oceni števila ali medsebojnega položaja sond 



FISH za določanje pomnožitve HER-2 

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

Večje število kopij Her-2 je lahko posledica anevsomije 
kromosoma 17 in ne pomnožitve gena 

Priporočena uporaba sonde za gen HER-2 in centromer 
kromosoma 17 (PathVysion HER2 Probe Kit) 

KROMOSOM 17 

Načini označevanja sonde 

Tipi detekcijskih molekul: 
1. Radioaktivni označevalci
2. Molekule, ki jih dokažemo s protitelesi (CISH, SISH)
3. Fluorokromi (FISH)

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

Vrednotenje FISH-a 

Do 2007 

Signale HER2 in CEP 17 
preštejemo v vsaj 20 jedrih IC in 
izračunamo k

j
l'"nik (r = ratio) 

• Negativno: < 2 
• Pozitivno: r 2: 

ASCO/CAP 2007 

Signale HER2 in CEP 17 
preštejemo v vsaj 20 jedrih IC in 
izračunamo k�(r = ratio) 
N · no:� 

vomljivo· r = 1,8 - 2,2 
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 CEPI 7. 
(D) Coamplification of HER2 
and CEP17. 

More than 95% of breast 
cancers correspond to 
cateqories A and B, either 

clearly HER2 amplified or 
clearly not amplified 

Količnik HER2 / CEN 17 � distribucija vzorcev {n = 6182) 

614; 10% 
---ir---

88% jasno amplificiranih ali 
jasno neamplificiranih 

a Ratio <1.4 

■ Ratio 1,4-4 

□ Ratio >4 

FISH rezultati 01 

• FISH+ 14,8% (753t5102) 

• FISH - 85,2% (4349/5102) 

MSKCC New York, 3655 cases*: 

14.7% FISH+ 
•Am J Ciin Psthof 2005: 123:541 



Določanje HER2 na 01 

Količnik HER2 / Cen17 

<0,8 0,8•1,2 1,3•1,7 1,8-2,2 2,2-4,0 •U-8,0 >8,0 

Kollčnlk HER2I Cen17 

FISH 

Slabosti: Prednosti: 

Draga oprema 

Dražje kemikalije 

Dolg postopek 

Kvantitativni rezultati 

Objektiven sistem vrednotenja 

Dobra ponovljivost med 
laboratoriji in ocenjevalci 
{kapa večinoma >0.95) 

Mikroskopski pregled z oceno 
dolgotrajnejši kot pri IHK 

JOLIRN.>J. OF CLL�ICAL ON IJJGY 

Boljša korelacija s prognozo (?) 

Boljša napoved odgovora na 
trastuzumab (??) 

SPECIAL ARTICLE 

Guidcline� for Hum.111 EpidernMI Growth Factor Rlxeptor 2 
Testing: Biologic and �1dhodologic Consitkr:itiom 
,.,..iMS,1.t"',j.llllff:1..r/_liM,-M.S. l!.l""'-':T.iJ.':l::i.i�II-.JU�1Miif � 

Pregled literature in kritični pristop k priporočilom iz leta 2007 

FISH priporočen kot primarni test 



Guidelines for Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 
Testing: Biologic and Methodologic Considerations 
J Ciin Oncol 2009; 27:1323-33 

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

Her2 gene amolification 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 IHC on formalin-fixed tlssues 
(frxation, espec1ally ethanol exposure and antign retrival methods, nonspecific 
binding in crush artefacts area, tissue border, cutery artefacts) 

FISH analysis is bolh relatively independent of tissue fixation and highly 
reproducible betv.ieen laboratories 

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: results of an 
international proficiency-testing ring study 

Modem Pathology (2007) 20, 5M-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 Toronio, Canada; 
Histogenex, Antwerp, Belgium; 

De'part. de Pathol, Centre Jean-Perrin, Clermont-Ferrand, France; 

Institute fur Pathol, Klinikum Kassel, Germany; 
F Hoffmann-La Roche Ud, Basel, Switzerland; 

Roche Diagnostics GmbH, Germany 
Depart. of Pathol., Netherlands Cancer Institute. Amsterdam, The Netherlands 

!! 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 
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Analysis of immunohistochemistry C D E 

AI E E E N 6() concordance: categorization 

A2 N N N N 100 of specimens and consensus among 

A3 ., testing centers Specimen Center 

M 100 ,,, ., N: negative (O or 1 + ); 

A6 N N 6() E: equivocal (2+ ): 

" 100 P: positive (3+ ). 

AI N N 6() 

A9 100 

AIO N N N 100 
AII N ., Each testing center, including the sendillQ 
Al2 N 6() center, analyzed the HER2 status of set A 
Al3 N 100 specimens by immunohistochemistry using 

A" N ., the HercepTest kit (DAKO), according to 1h 
AIS ., manufacturer's instructions 

Al6 100 

"' N N ., 
A!8 100 

,',J9 6() 

A20 N 100 



Analysis of equivocal immunohistochemistry specimens 
using FISH: mean HER2:CEP17 ratios 

Case - CcntcrB Center C Center O Center E 

A5 1.1 1.48 2.15 1.7 1.31 

A6 0.9 1.2 1.3 1.0 1.23 

A8 2.7 1.73 2.5 1.8 2.91 

Ali No signal 1.31 1.3 1.4 1.33 

Al2 1.2 1.14 1.2 1.2 1.47 

Al4 1.2 1.05 1.5 1 1.26 

AIS• 'i Amplificd 4.37 >4 4.5 5.51 

Al7 1.3 2.1 1.7 1.09 1.42 

Al9 1.2 1.72 1.3 1.65 1.0 

FISH analysis of set B $pecimens was carried out by each testing center, including lhe 
sending center, using the PathVysiont kit (Vysis/Abbott, IL, USA), according to the 
manufacturer's instructions and recommendations for scoring. FISH scores were based on 
the rabo of HER2:CEP17 signals and were categorized as negative (ratio <2) ar 
positive (ratio >2.0). 

., 

IHC - HER-2 NEQAS 
(HercepTest na DCL) 

) ISH - HER-2 NEOAS ) 

____ ,..., 

� 
": 

------------< 40 i 

CISH 

■ število sodelujočih - delež ustreznih rezultatov 
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FISH 

• rezanje parafinskih rezin/ sušenje

• deparafiniranje in hidriranje

predobdelava

proteoliza

• fiksacija in dehidracija

• denaturacija / hibridizacija

• pohibridizacijsko spiranje

• kontrastiranje, pokrivanje in označevanje preparatov

Kriteriji za interpretacijo FISH-a 

fiksacija 6 do 48 ur 
invazivni karcinom (ne DCIS !) 
vsaj 20 jeder v dveh ločenih področjih tumorja 

Preiskava zavrnjena / ponovljena 
► >25% signalov prešibkih za vrednotenje 
► neustrezen rezultat v kontroli 
► >10% signalov v citopazmi 

močna avtofiuorescenca 
► slaba resolucija jeder 

Dvomljiv rezultat: 
, dodatne celice 
, ponovitev 
, IHK 
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j NEQAS - ISH SHEMA za HER-2 
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NEQAS celične linije 

' 
.. 

..2 2.00 

� 1.00-1---- ------l 

R.tlo /MDA-MB-175(1+) ell Lin.) 

:uo -1 kolienk od 0.7• do 1.41 

l-- -- - - -----< •NOmi<,-10�> 

1 O / Her-2 ni ampllficiran 1 

7 9 11 

Run No 

Raticl(MDA-MB-231 (Of c.n Lino) 
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Ratio (SK-BR-3 (3+) Cell Line) 

7,00 
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1.8 

Ratio (MDA-MB-435 (2+) Cell Line) 

1 količnik od 1.69 do 3.121 
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0,50 

0,00 
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lm unohistokem ija 

• rezanje parafinskih rezin / sušenje

• deparafiniranje in hidriranje

• predobdelava za razkrivanje in obnovo antigena
(različni načini!)

• imunohistokemijsko barvanje (različni protokoli!)

• kontrastiranje

• dehidriranje, bistrenje, pokrivanje in označevanje
preparatov

1 mu noh istokem ija 

Prednosti: 

Dostopna in izvedljiva v
večini laboratorijev 

Zmerna cena 

Hitrost 

Slabosti: 

Težavna standardizacija 

Občutljiva za nepravilno 
ravnanje s tkivom 

Ponovljivost med ocenjavalci 
in laboratoriji ni optimalna 
(kapa 0.67 do 0.74) 

Subjektivno vrednotenje 
rezultata IHK reakcije 



Težave pn IHK (formalisko fiksirani, v parafin vklopljeni vzorci) 
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- razlike glede na sestavo tkiva (stroma / tumorske celice/ maščevje) 
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različn i test i 

nespecifična vezava 
- zlasti v igelnih biopsijah 
(področja mehanskih artefaktov) 

- robn i deli tumorja 
(fiksacija, sušenje, termični artefakti) 

- pozit ivna reakciJa v normalnem tkivu 
(oddaljenost od tumorja? le močna?) 

f1fe
0
to

r
�

z
t:��l����k6�: fri��ii��eb�K

a
;i:kcije za 50%) 

PRI VEČINI TEH TEžAVAH NAM NE POMAGA UPORABA KONTROL!! 

Kriteriji za interpretacijo IHK 

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

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

Preiskava zavrnjena / ponovljena 
, neustrezen rezultat v kontroli 
, artefakti zajemajo večino vzorca 

;. citoplazemska reakcija zakriva 
membransko 
močno obarvno normalno tkivo 

Dvomljiv rezultat: 

► FISH 
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1 Artefakti - igelna biopsija 1 



Celična linija 
poz (3+) 

Celična linija 
neg (1+) 

Celična linija 
neg (O) 

Premočna predobdelava 

Fig 2. lmmunohistochemistry (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 cul section. (B) HER-2 staining on a 
6-month-old section (same section as in A). 
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Učinek izsušitve rezine po HIER - lažno negativna reakcija 
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1 HercepTest 01- ocena O 1 
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Herceptest 



HE Herceptest 
2 
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PR ER 
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HE 

2 

Herceptest 

2 

Htest = 1+ Htest = O 



HER-2 FISH 

2 

Količnik = 2.1 Količnik = 1.0 

Določanje statusa ER in PR 

pri karcinomu dojke 



Določitev H R 

Biokemija 
Velik vzorec 
Sveži zmrznjen vzorec 
Radioaktivnost 
Tehnično zahtevna metoda 
Draga 
Homogenizat vseh celic in ne 
samo tumorskih 

IHK: 

Velikost ni omejitev 
Fiksiran/ v parafin vklopljen 
Ni radioaktivnosti 
Cenejša 
Ocena HR v tumorskih celicah 
E�na 

IHK je danes priporočena metoda dOločanJa statusa HR 
(priporočila NHS UK. ASCO/CAP, NCCN ...... ) 

Problemi z IHK določanjem statusa HR 

Kaj je problem ? 
- Nezanesljivi rezultati, zlasti visok delež lažno 

negativnih

Obsežnost problema ? 
- ne poznamo natančno !

- rezultate poznamo le za laboratorije, ki skrbijo za 
kakovost (rezultati različnih shem kakovosti), vodijo
evidence napak, sodelujejo v kliničnih študijah (s 
centralnim določitvam statusa markerjev)

- poznamo tudi nekaj "javnih škandalov" -
40% lažno negativnih ER (400/1000 bolnic) v 
področju Newfoundlanda in Labradorja -
200 bolnic toži !

Priporočila ASCO in CAP 

Priporočila za določanje ER in PR 

ASCO &CAP 

2010 
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Priporočila, ki naj bi prispevala k izboljšanju stopnje zanesljivosti: 
- kaj testirati? 
- kako in s čim testirati? 
- kako zmanjšati variabilnost rezultatov? 
- kaj je pozitivno? kako poročati? 
- kako izvajati kontrolo kakovosti? 



Starost 

rezine: 

2 tedna 

Priporočila ASCO in CAP 

Kaj testirati? 

• Obvezno vse invazivne karcinome

• Priporočljivo tudi DCIS

• Širokoigelne biopsije (multipli stebrički),
če se skladajo s tumorjem v resektatu
(glede gradusa in tipa)

Optimalno ravnanje s tkivom 

čas med kirurško odstranitvijo in začetkom 

fiksacije manj od 1 ure 

• fiksativ: 10% puferirani formalin

• razmerje volumnov fiksativa/vzorca - 10:1

• čas fiksacije: > 6 h in < 72 h

• rezine pobarvane znotraj 6 tednov

• podatki morajo biti dokumentirani!

Vpliv starosti tkivne rezine na 

antigenost ER 



Priporočila ASCO in CAP 

Standardizacija IHK baNanja 

uporabljamo reagente in protitelesa, katerih specifičnost, 
senzitivnost ter klinična napovedna vrednost so dobro 
dokumentirane 

testiranje in validacija na lastnem materialu; revalidacija 
pri kakršnikoli spremembi postopka 

• če uporabljamo drugačne reagente oz. protitelesa, morajo 
biti rezultati vsaj v 90% skladni s klinično validiranim 
testom pri ER/PR+, oz. v 95% pri ER/PR-

uporaba pozitivnih in negativnih kontrol pri vsakem 
barvanju 

kontrolo naj sestavljajo tkiva z različnimi nivoji ekspresije 
antigena 

.,. 

100% 
60-70% 

Bx 7987/09 ER (1.2sxJ 

Priporočila ASCO in CAP 

Vzdrževanje opreme 

• Uporaba standardnih operativnih postopkov

• Redno izobraževanje in preverjanje
usposobljenosti tehničnega osebja

• Redno izobraževanje in preverjanje
usposobljenosti patologov



Priporočila 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 uspešnosti ukrepov

• periodične analize lastnih rezultatov

Priporočila ASCO in CAP 

Ocena (ER in PR) 

Pozitivno 
� 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 

Določimo: 
- delež pozitivnih (kvantitativno ali semikvantitativno) 
- intenziteto reakcije (povprečno) 

Odčitovalci vzdržujejo svojo kompetentnost in konzistentnost 
ter ju dokumentirajo 

H-score

• vrednosti od O do 300

• % celic x 3 (močno pozitivno)+% celic x 2
(zmerno pozitvno) +%celic x 1 (šibko
pozitivno)



Proportl.on O 1- 11100- 2- 1110 -3- 113-4 � 213- 5 � 1 
Scoro(PS) 

••• 
��� O • nogolivo 1 • wook 2 • in1ormod 3 • strong 

Total Score (TS) = PS + IS (range0•8) 

Example of Scoring 

Estroge nskl receptorji 

60% 

y------r-
-

-- ---
-
-�--

-
-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-_-__::;----- - ------,5'n.,..,.-, 

50% 

40% 

30% 

20% 
14,1% 

82,7% - >10% - (73,8% >70��) __ 

3,3% 1-10% 

14,1% 0% 

12,5% 

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100 

•1. pozitivnih jodGr 



50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

Progesteronski receptorji 

65,8% __ >10%_ (45,2',• >70%) -
10,0% 1-10% 

24.4% 0% 

10.0% 9.1% 

29,6% 

---5:5,r,------------------------------------6;5%----------
, 3.7% 3.1% 3.0% 1,8% 3.5% 

1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-100 

'/, pozitivnih jodor 

Rezultat testiranja zavrnemo, testiranje ponovimo, če: 

rezultat na zunanji kontroli ni ustrezen 

• artefakti zajemajo celoten vzorec 

Rezultat zavrnemo, testiranje ponovimo na drugem vzorcu, če: 

je bil vzorec dekalciniran z močno kislino 

v vzorcu ni normalnih epitelijskih elementov in/ali normalne 
kontrole na istem stekelcu 

je rezultat ER-/PR+ 

dobimo negativen rezultat na tumorju nizkega gradusa oz. 
pri tubularnem, mucinoznem ali lobularnern karcinomu 

ER& PR 

70% ,------,,
00
,�,"'"'..-

..,
- - - - ------------- - -- --, 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

-----------:t.6..8%.. ______________________________ 176%. _____ _ 

----------n------------�-;�-----------n-----
0% +---'---L--�-L---'--�------�--'---L-----4 

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

n = 2000; 2006-2008 



"Algoritem" testiranja 
• invazivni karcinom (obvezno)

• DCIS (priporočljivo)

• validirana metoda določitve (preanalitski pogoji standardizirani, 

protitelo, predobdelava, metoda, aparat), zadostno število
preiskav, izkušeno oseblje, interni in eksterni

nadzor kakovosti in spremljanje rezultatov

./ � 
HR negativni 
(cca 20%) 

Ponovitev I potrditev če je: 
- nizek gradus 
- lobularni karcinom 
- tubularni / mucinozni karcinom 

ER NEQAS 

tmn,ul'IOCytothfmistry v 

DISTRIBUTION OF SCORES 

.. -�-;;�:�-;-·-----! 
IW!O-t= _,iol'\, -·• 

�1----------1---1 '•+--------
•.,_ _____ _

' ' ' • • • '!l 1: 1:1 • • 1e w • • ::a.
-

13-20 sprejemljivo 

10-12 mejno 

s 9 slabo 

PR NEQAS 

OISTRIBUTION OF SCORES 

- -- - - - - - - --
HR pozitivni 
(cca 80%) 

- kvantifikacija (delež, score ... ) 

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

i:1-------
!•t-------
•••+-------

i 1 1 • • • • 1t • • • I( • •  .. • 

-

r,....,...,7if�-{lo,__ 

13-20 88% 

10-12 9% 

S9 2% 

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

�5 P.tri7:E.�RK�('JK�K:C.S. AglrtlR.ni5f.��(l:ltb.l!ie"-UOl!:I} 
ruti�� 

13-20 sprejemljivo 

10-12 mejno 

s 9 slabo 

13-20 83% 

10-12 13% 

:s;g 4% 
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j šibka reakcija 

1 PRzmerno + 1 šibka reakcija 

§:=] 
l 1ažno pozitivno 1 

I 

1 PR negativen tumor 

1 šibka reakcija 

,. 
, . .
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lmmunocytochemistry 

Ad,,a,,c•!>Ollu0!11;o,lnlMHllng 
o,9�Md by 1,11( 141!0AS ICC & 
,1SHMdfrilotoc�k.S.•"39'1"1 

torr,.,th&<ctetl>lit. 

�J,.!QU,CCtl'l\>lHYWttSc,•11N 15 
_.,, .. ,......,,_h,,Oe<l'OC!t 

1 udeležen�ev .� oceno 
1 

spreieml11vo 

rT,_,b_le_4_._P_nn_,_'"i�An_t_,b_od�y_P_rog�••_te_r_on_e_r _e<_•�Pl_or_s_(P_R_) _ __ _  ,,/ 
Anti>od'/ details N V." 

�e< '"J..J28..UC (done PR 68) 

D>l<o ME& (cton. PgR 636) 

OJ.ktJK1004 (doneP\]R 1294}ph.-wm0x E.RIPRkit 

,-..:�.u1,:.-,1rJt.m'ldc:n RJ.l-390.S rclclM 14.6) 

" 

123 65 

100 

l'iePlt:l:ken:/l.4b\•�klnRM-9102-S(doneSP2)itlbhiimonodonlll 30 
¼.'X/7 

f'�.Jf'.,1sb,�BmNCL-PGR-�B(dontl6 .. S6.N.77) 12 100 

�.,r� ao� NQ..-PC;,R.J12<c:tone 16) 4::. .. 

l'\ol.�.Jf�l!bi � NCL--PGR (done 1A'3J 55 

.,.,,.. .?i77 (dane 16 + SAN27l 100 

-t'ttCW'\'P..?97i!(don!:H!) 18 "' 

t.Jt_'U(I'"' ?575,(tb',e 1,!6J 50 

'ffl:f.YU 7«J.2'816!doo:et6J 13 n 

r.111nl 76Q..?.;E6{cbr IE2)ritbbl:monodooJ( !2 67 

2)�1n:ttrogen [done PR 2C5J t&-0172 

D:wt nol:t.lbmitedor� 33 

1 DOLOČITEV STATUSA HR NA ONKOLOŠKEM INŠTITUTU 1 

ER�PR· ER+/PR+ ER<iPR- ER-PR+ 
"' "' "' % 

'r""=o�"�"="-="=-=��----, 
' r

=

=o�"�'-=-- ----1 
O OAf,;O�R�O!iell 

t--- - - - - ---< 
ON<O/>gRMJ$6Q 

- ,-�

- - - - ---< 
O t-""-0�"''-'-""'- - - ---i 

2 DAKOl'gR�� 

-

t--
�

- - - ----i 

--2. t-""°-�"''-·--- - ----i 

DN<OPgR� - t--�--- - ---i 

___!. t-""-0�""-'---- - ---i 
OMOptR�05eo - t--�-------< 
{W(OP;RM� 



Labvision SP2 (ER-/PR+) (0/40) DAKO PgR (ER- /PR-) (0/0) 
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kontrola 
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.. 

Tµmor 

. 

1 
ONKOLOŠKI INŠTITUT - 829 določitev / 1 leto 
- ER-/PR+ skupno 72 (8,7%) - 6 na mesec 
• na patologa 1 na mesec (6/6) 

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

kvart.il N % % % 

4 167 10,2 73,1 7.8 

2005 1 241 4,6 81,7 6,6 

2 215 7,0 71,2 8,4 

3 206 13,1 75,2 6,3 

1 
X LABORATORIJ - 200 določitev/ 1 leto 
-ER-/PR+ skupno 19 (8,7%J-- 1,5 na mesec 
* na patologa 1 na 4 mesece 

Loto/ ER -/PR- ER+/PR+ ER+IPR-

kvartal N % '/, '/, 

4 50 10,2 73,1 7,8 

2005 1 50 4.6 81,7 6,6 

2 50 7,0 71,2 8,4 

3 50 13,1 75,2 6,3 

-· 
' . 

. 

.. ... -: . . . 
. 

--

. 

-

1 

� 

ER-PR+ ER- PR+ 

% N 

9,0 15 

-
7,1 17 

-
13,5 29 

5.3 11 

1 

� 

ER-PR+ ER- PR+ 

% N 

9,0 5 

-
7,1 4 

13,5 7 

5,3 .________2_ 

Prediktivni / prognostični marker 

• Klinično validiran

• Koristen

• Tehnično validiran

o



Klinično validiran 

identificira skupino bolnikov s signifikantno razliko v: 

odgovoru na terapijo / ponovitev bolezni / preživetju 

pomen dokazan v multiplih randomiziranih študijah 

Koristen 

marker se resnično uporablja v klinični praksi 

- pomemben za odločitev o načinu zdravljena bolnika

o 

o 

Tehnično validiran 

Ustrezna: 

- specifičnosti

- senzitivnosti

- reproducibilnosti

Kalibriran glede na kliniko 

Standardiziran način ocene/ poročanja 

Zagotovljen ustrezen način kontrole kakovosti 





Pomen mutacij za sistemsko 
zdravljenje bolnikov z 

Gastrolntestinalnimi Stromalnimi 
Tumorji 

Branko Zakotnik 
OIL 

Vsebina 

■ Standardno sistemsko zdravljenje

■ GIST: molekularna patogeneza

■ Rezistenca

- Primarna

- - Sekundarna

■ Analiaza mutacij: koncepti in strategije

■ Mutacije c-KIT kot napovedni dejavnik

■ Povzetek in zaključek

Zdravljenje 

■ Standardno zacetno zdravlJenJe razseJanega ali neoperabilnega 
GIST-a Je imatinib mesilat z zacetno dozo 400 mg/dan, ob 
progresu 800mg/dan. Zdravljen Je drugega reda: sunitinib SOmg/d 4 
tedne, 2 tedna O mg/dan ali kontinuirano 37,5 mg/dan. 

■ 12-14% bolnikov je primarno rezistentnih na imatinib' "· pri 40 % se
razv,Je sekundarna re21stenca v 2 letih'·' 

■ Srednje preživetje brez prog resa 19-23 mesecev in preživetJe 49 
mesecev' kažeta. da je nujna racionalna obravnava teh bolnikov z 
upoštevanjem vseh novih dognanj molekularnih mehanizmov rasti in 
rezistence z možnostjo uporabe novih tarcnih zdravil 

■ To potrjuje tudi zadnja analiza podatkov ameriške raziskave kjer 
poroca/o o skoraj 5 letnem srednjem preživetju5• Prav tako 
ugotav jamo. da Je srednje preživetje pri bolnikih z razsejanim GIST, ki 
smo jih zdravili v SloveniJi od leta 2001 (n=51) 66 mesecev•. 

'Ceme:n GO H at NEJM 2002. :Van Glabekkeet al JC02005. 'Ver.,eetJ J et al lancet 2004. "Van 
Gt.abe:.i.�e el al ASCO :?OOi. �bs#10004. '.Blanke CD el al JCO 2008. ·Repar A e1 al OnkOlogtJ3 2C08 



GIST: molekularna patogeneza 

■ Ključni dogodek pri maligni transformaciji je v večini
primerov mutacija gena1.2

- KIT: 80%-85% 1

- PDGFRA: 5%-7%2

- Wild-type: 12% 1

■ 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 

I.Corle-s.�Clt-131 JC1nonco1 =oo-i.Z:J8IJ..Jlt:S 

:?.H�MCctol SO!'l'ICO :ro3.:99i0&-710 
3. Treni JC cl <11 Curr O� Oncol. :OOS.18 38&-395 

Strukturne variante TK tarč pri 

GIST-u 

I(iT 

� 

1 dominantna 
i'DGFR_\ 

posameznem 

bolniku - mesta 

mutacij se med 

bolniki razl,kuJejo 

/ 
1J 

· faon9(S0,)-SE�S 1J1J

. Exon 11 (76�,) -3E'<SITJ\ 'E

- faon 13 (l'o)- ,E�S

-- Exon 17(1�.)-RES 

� 

� 

'AILD TYPE KIT 1n 
POGFR ..... (13 l 

F'.E::::�L-\..\T 

MEMBRANA 

Exon 12 (O 3�,)- SE�S 

CITOPLAZMA 

--- faon !S ( 6�0)- RES 

SENS (D842V) 



Mehanizem d elovanja T 

Tyrosine 

N N

�
XJr

N 

N , 1 
o 

' 
lmatinib 

Subslrato 

SIGNALNI 
KOMPLEKS 

Goldman J NE 

Tvroslno 

n I J 

Tyroslne 

SubSlrate 

4: 1084-6 



Primarna in sekundarna rezistenca: 
Definicija 

Sekundarna 
Primarna rezistenca1 ,2 (pridobljena) rezistenca1 ,2 

■ Ni odgovora na zdravljenje ■ Odgovor na zdravljenje 

■ Zgodnji progres ■ Progres po 6 mesecih 

- V 6 mesecih zdravljenja 

1 .-onMetv�Metdl H•m.irolCncolC-tnNonhAm �.19547-564 
2 E!LJyJY CI <ll AM Oncol :-oos.1e 566-578 

Možni mehanizmi rezistence na TKI 

■ Primarna rezistenca

- mutacije na K/Texon 9 (odvisna od doze) in 17, 
PDGFRA exon 18;0842V6

, WT 

■ Sekundarna rezistenca

Mutacije K/Tali PDGFRA kinaze1
•
5

. Najpogostejša oblika 
pridobljene rezistence (exoni 9. 11, 13, 14, 17) 

Prekomerna ekspresija ali amplifikacija KIT or PDGFRA 

gena1·3 

Aktivacija intracelularnih signalnih poti neodvisnih od 
KIT1 ·3 

1 Chenllet&l Cu,rOncolRep :-OOS:i:!'93-:99 4 AA!onescuCRetal C-WJC;mRe-s.:oo5.114\s:?-1190 

2 F1etchetJAfl aL Proc AmSoc QnOncd. :.'003,z:!815. 5 Oe-bl(lC-R}'Chler Metal Gastro"nt"rology 
Absl 3Zi5 :-OOS.1 :S 2;0-z;g 

11 

3.\'Jard�ME�al Ct11C.1nR�s �.l21743-l7-l9 6 HewlthMCetal JC111Oncol 2006.�44764-4n4 12 



Analiza mutacij: koncepti in strategije 

■ Pomen primarnih c-KIT in PDGFRA mutacij za:

- napoved odgovora

- napoved prognoze

■ WT, c-KIT in PGFRA negativen GIST

- IGF1R

■ Pomen sekundarnih mutacij za sekundarno
rezistenco na TKI 

Phase III Trials 
Genotype vs Progression-Free Survival 

(AII Doses) 

A 

� o.s 

e o.s 
.s 
·: 0.4 

t 0.2 

SWOG S0033 EORTC/ISG/AGITG 

30 

He1nnch et al. J Chn One Oeb1ec-Rychter et al Eur J Cancer 

2008, 26(33) 5360-7 2006, 42(8):1093-103 

13 
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In vitro Cell Line Data Suggests Reduced 
Sensitivity to lmatinib far KIT Exon 11 

L576P Mutation 

• lmahnib 

111 Dasatinib 

" Nilotinrb 

101 1lf11 1oJ ta' 

DrugconcentrallonlognM 

b 
Bs,,f3KJV"HO 

• lmatinib 

• Da:satinib 

• Nik>tinib 

,01 1r 1� 10 .. 
Drug concemndon log nM 

Anton�cu et i1I lnt J Cancer 121 257-:&l (2007) 



GIST želodca: retrospektivna analiza 

---- �-------- --- -_ I _ # Cases 
1 

% ���:::ive 

K/TExon 11 deletion : 72 15.3% 
-- -- ----- -•- ·- . -

1 
KIT Exon 11 point mutation 36 

1 
0% 

Miettinen et .il. Am J Surg Pathol 29:52-68. 2005 

Povzetek: Pomen različnih genotipov TK 

■ Napoved odgovora na imatinib
- KIT exon 11 napoveduje najboljši 

odgovor
• Podatki na celičnih linijah in

retrospektivna analiza kažejo na
manjšo občutljivost L576P (delecija) 

- KIT exon 9 boljši odgovor in daljši čas 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 IGF1Rexpr

�
•

.· 
...... � 

411111111111, \ 
- - --::,('-· : .. 'j
'<t::.-� �-/· 
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Agaram et al. Gene s, Chro�omes & Cancer 47 853--859. 2008 
Agaimy et al. J Cltn Pathol :'009.62.613-616, 1009 



IGF1 R pri WT GIST 

■ IGF1 R ekspresija je povečana za faktor 10 pri
otroških GIST-ih v primerjavi z odraslimi1 

■ IGF1 Rje izražen in aktiviran pri večini WT 
GIST odraslih2 

■ V posameznih primerih amplifikacija IGF1 R

■ Ni IGF1 R mutacij2
■ In vitro raziskave kažejo, da je lahko IGF1 R

terapevtska tarča pri GIST-u2 

1 Agaram et al. Chn Canccr Res.earch 2008 
2 Tam el al . PNAS 2009 

T)!Osine Knu• lrhbta:s: 
ATP .tritagonists: 

PNP-,l.[)W,42 (1'bvriis) 
BMS-53$92•(&;,td ....... Squtt>) 

OSl·906(0SQ 
Ncn-ATP .tntagcnisls: 

lNSM18 (hs�) 

25 



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

e t9 V654A, 0816H 
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Exon 17 Exon 18 

Klnase actlvatlon loop 

Heintich et al. J Cl;n Oncol. 2006.24.4164-4774. 

Second-Line Tyrosine Kinase Inhibitor 
Sunitinib Versus Placebo: TTP 
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- Sunitin1b (n = 207) 
Median 27 .3 wc-cks 

- Placebo (n = 105) 
Mc-di.:m 6.4 wecks 
HR = 0.33 
95% CI, 0.23.0.47 
P<0.0001 

Number at rlsk 
Sumtinlb 
P/xcbo 

12 18 24 30 36 42 48 54 
Time, weeks 

207 106 67 53 34 18 5 
105 36 9 1 0 0 

0..'metn GO et .il L�ncot ::X:OUS8 1329-1338 

Second-Line Tyrosine Kinase Inhibitor 
Sunitinib Versus Placebo: Overall Survival 

100 ........... 
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� 80 'S>'\ .... ___ 
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70 ,,.,. 

o: 60 

� 50 

� 40 Sunitin1b (n :o 207) 

<JJ 30 Placebo {n = 105) 

� 20 HR = 0.49 
95% CI, 0.29-0.83 

/; 10 P=0.007 
o 

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 

Numbc?r of paticnts .3t rlsk Months 
Sunit1n1b 207 167 117 97 71 50 31 11 1 o 

PlaccbO 105 85 57 43 31 22 13 3 o o 

OemetnGOelal L<!Met :000?681�1338 
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Sunitinib 4 on / 2 Off Schedule 

Robert C et III
„ 

Lm,cet Oncof 2005;6:491 



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 tumorji lahko poleg te še mutacijo v 
aktivacijski zanki (activation loop domain) 

■ Zaradi heterogenosti rezistence bo potrebno uporabiti nove 
terapevtske strategije 12-3 

- Kombinacija TKI 
- lnhibijorji KIT/PDGFRA oncoproteinske ekspresije 

(hsp90) 
- Inhibitorji intracelularnih (downstream) poti 

1.SWyJVetalASC0:'008 3. \tl.1pnorAJJCinOncoJ�. :OOS{M;iy 20.uppl;ab,.tf 10503) 

2 DL.me.z H. Et al ASCO :'006 
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Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST) 
- patologija in imunohistokemija

Matej Bračko, 
Oddelek za patologijo 

Onkološki inštitut Ljubljana 

GIST 

• Najpogostejši mezenhimski tumor GITa

lncidenca: 1 O - 20 / 1.000,000

želodec 60-70%
tanko črevo 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, najverjetneje onkogenetski dogodek
pri vecini GISTov

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

• Fiziološke funkcije, povezane z aktivacijo KiT
so preživetje celice, proliferacija, migracija,
diferenciacija in apoptoza



KIT POGFRA 

GIST: obnašanje 

• del GISTov (-30%) se obnaša agresivno

• ta delež je višji pri tumorjih tankega
črevesa

• daleč najpogostejši lokalizaciji metastaz:
peritonej in jetra

• kasni recidivi niso redki

GIST: napoved obnašanja 

Verejtnost Velikost (cm) Število mitoz 
agresivnega poteka (na 50 PVP) 

zelo majhna s 2 s 5 

majhna > 2 s 5 S5 

srednja S5 6-10 

> 5 s 10 S5 

velika >5 >5 

> 10 katerokoli 

katerakoli > 10 

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



\III0OC nu.k'\ S1« (',astric Duo<k.'f1u111 Jtjunmn/ilcum Rt..-ctum 

,·5 50 
-:'I 50 
• � ... o 

,,o 

.� 50 

�·so 

5 50 

5 50 

l!Pr 

IIPI 

111'1 

111'1 

IIPI 
111'1 

111'1 

111'1 

� i:111 '1,JOe Nonc 

- :_.-.,.
,,, cm \tery low (1 <:>-.) Low (8.J•.1 

>�<I O l,H L.,w () fl••) 

•III cm M0Jt.r.1lc. (10'"•) lligh (J-1••1 

--:! c-m Noneh 

�5"'-1 O ('til 

>10 c-m 

\loJcr.uc t 10�.1 

lliµh (55�-.t 

lligh (k6"•l 

lligh (50"•1 

Noric Nonc 

Lo,.,. (4.J••) low ou·., 

Modcn:ilc (24111.) 

lligh cs2•.1 lligh (57-;.) 

lligh" lligh (5•1�.) 

ll1gh {7J-.) lligh (52"■1 

lfigh 1ss•.1 

lligh (9°';,) lligh (71'!;.) 

"lkli11t'd 1,mc11t••""' 
11111""'--rth1N.Jct11h 
�tm111ffinumh(rofo,•u 

1111: t:11,k K b!,,;.rJ "'' \hcui1�1 
tt1I.S(1mnJ)�.,,f':.1hul::tll)b 
p2:i l.b• l\l!oC'J m lol'f:-�" 
r..11< ... -11r cf 1,0�, Ja>4nc.. ,-:?9 
•flWI MllcMH ... 141 dltOJcr�!. 
anJ 111 nxtaJ(;rsrs[35,1>11J 

GIST: patologija 

• vretenastocelični tip 70% 

• epiteloidni tip 20% 

• mešani tip 10% 







GIST: imunohistokemija 

• KIT (CD117)

• CD34

• aSMA

• S-100 protein

• Desmin

• Keratin

A difuzna citoplazemska 

95% 

60-70%

30-40%

5% (običajno fokalno) 

5% (običajno fokalno, 

največkrat v KIT-negativnih 

epiteloidnih GISTih želodca) 

1-2% (šibko, fokalno)

8 fokalna 



GIST: imunohistokemija 

• obseg in vzorec IHK reakcije na KIT ne

korelirata z vrsto mutacije in uspešnostjo

zdravljenja s TKI

- izjema: GISTi s šibko/fokalno ali negativno
reakcijo na KIT so pogosteje KIT "wild type" ali

pa imajo mutacijo PDGFRA

GIST: zdravljenje 

• kirurgija

• radioterapija in kemoterapija neuspešni

• inhibitorji TK (imatinib, sunitinib) pri

napredovali bolezni (inoperabilni tumorji,

metastaze)

GIST: zdravljenje 

• Ali bo zdravljenje s TKI učinkovito?

• odvisno od vrste mutacije, odgovor lahko

da le molekularnogenetska analiza



C 

GIST-CD\17• 

--;;;., 

GIST: diferencialna diagnoza 

• "pravi" gladkomišični tumorji
leiomiom 

• muskularis mukoze (kolorektum) 

• intramuralni (ezofagus > kolon) 

• uterinega tipa (pri ženskah)

glomusni tumor (želodec) 

leiom iosarkom (t. in d. črevo, 

izjemno redek v želodcu) 

razmerje GIST: gladkomišični tumorji G/T-a > 20: 1 ! 



GIST: diferencialna diagnoza 

• tumorji živčnih ovojnic in melanocitov

- GI schwannom

- metastatski melanom

- primarni GI svetlocelični sarkom



GIST: diferencialna diagnoza 

• ( mio )fibroblastni tumorji

- intraabdominalna fibromatoza ( dezmoid)

inflamatorni miofibroblastni tumor

- inflamatorni fibroidni polip (Vanekov tumor)
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inflamatorni fibroidni polip (!EE) 
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KIT-pozitivni tumorji 

mastocitom/mastocitoza 

seminom 

pljučni mikrocelularni karcinom 

granulocitni sarkom 

} zakt;,ao;jo/ 
mutacijo KIT 

melanom, svetlocelični sarkom (30-50%) 

ES/PNET (50%) 

nevroblastom (30%) 

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) 

večina "wild type" GISTov je IHK pozitivnih na KIT 

večina IHK KIT negativnih GISTov ima mutacijo PDGFR

med IHK KIT negativnimi GISTi je določen delež 
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 neučinkovito 



pozitivna IHK reakcija na KIT ne pomeni, da 
gre za GIST 

resnična ekspresija v nekaterih tipih tumorjev -
v večini teh tumorjev ne gre za aktivacijo ali 
mutacijo KIT, zdravljenje s TKI ni uspešno 

lažno pozitivna reakcija (pogosta pri nizkih 
dilucijah protitelesa in prekomernem razkrivanju 

antigena - HIER) 

najpogostejša napaka, odkrita v 
konzultacijski praksi MSKCC*: 

5% mezenhimskih tumorjev GIT na osnovi 
napačno interpretirane (lažno pozitivne) IHK 
reakcije na KIT prvotno napačno 
diagnosticiranih kot GIST (dejansko pa je šlo za 
fibromatozo, leiomiome, leiomiosarkome, 
neklasificirane sarkome ... ) 

•Antonescu CR. Mod Pathol 2008; 21: S31-S36 

Novejša protitelesa 

• PDGFRA: rezultati na parafinskih rezinah
niso reproducibilni

• PKC-theta: izrazito ozadje, omejena
specifičnost

• Nestin: potrebna nadaljna evalvacija

• CA 11: obetavno, 95% senzitivnost,
pozitivnih 50% KIT-negativnih GISTov

• DOG1: preizkušen, senzitivnost in
specifičnost vsaj takšna kot pri KITu



DOG1 

• komercialno dosegljiv (Novocastra, klon K9)

• preizkušen na seriji 1168 GISTov in 672 drugih
tumorjev*

• 95% senzitivnost, neodvisno od vrste mutacije

• - polovica KIT-negativnih GISTov je DOG 1 +
polovica DOG 1-negativnih GISTov je KIT+

• negativen pri drugih tumorjih, ki so praviloma ali
pogosto KIT+ (melanom, seminom, Ewingov
sarkom, granulocitni sarkom)

• pozitiven pri >10% leiomiomov uterinega tipa

•Miettinen et a/. AJSP 2009: 33:1401-8) 

Sklep 

• prediktivna vrednost imunohistokemije pri
GISTih je minimalna

• imunohistokemija - v povezavi z morfologijo -
pa je ključnega pomena za pravilno
diagnosticiranje GISTov in njihovo razlikovanje
od drugih tumorjev prebavil

•Miettinen et al. AJSP 2009; 33:1401-8) 



EGFR status in zdravljenje 

nedrobnoceličnega raka pljuč 

Prof.dr. Tanja Cufer, dr.med. 

Kran1ska Gora. 2010 

Nedrobnocelični rak pljuč (NDRP) -

Dejstva 

• Rak pl1uc 1e na1pogoste1s1 rak ( ckciJ 1.200 OCO v svetu ,n 1 ZCO v RS/ leto) 
in in naipogoste1š1 vzrok smrtr zaradi raka pri moških 

• :--80% nedrobnocehčrn rak 

• 5-letna pre:'.1vet1a 10-12%. odvisno od stad11a (veC1na bcln1kov 
d1.Jgnost1cJran1h v napredovalih stad1ph 

• Kemcterap11a na bazi platine predstav11a standardno zdrav!1en1e pn vseh 
Coln1k1h. razen v Stad11u 1 

• Kemoterapqa podal1ša preZ:1vet1e pri napredovalem NORP . :n :a okoli 6% 
1:bol1Sa S-letno preZ:1vet1e pri operabilnem NORP 

• Kernoterap11a Je dosegla SVOJ plato 

-�(.!).� 
-�:tri-:, 

-�:Oft: 

-r.,lJ 



Preizkušena zdravila za tarčno zdravljenje 
NDRP 

• Proti- EGFR zdravila

- TKls (gefitinib, erlotinib)

- MAb (cetuximab)

• Anti-angiogena zdravila

- Bevacizumab



EGFR in NDRP 

• EGFR je izražen pri več kot 80% bolnikov z NDRP
NSCLC

• lzraženost EGFR pomeni slabo prognozo

• Prekomerna izraženost EGFR spremeni celico v 
odvisno od ligandov 

• EGFR predstavlja tarčo za zdravljenje 

Artc>.1ga. Scm1n Oncol 2003 

EGFR status 

• EGFR izraženost proteina (IHC)

• EGFR pomnožitev gena (FISH,

CISH)

• EGFR mutacije (PCR)



FLEX raziskava faze III Cetuximaba pri 

napredovalem EGFR pozitivnem NDRP 

• Dodatek cetuximaba k standardni KT prvega reda 
(C1splat1nivinorelbin). brez značilnega vpliva na PFS značilno 
izbolJša celokupno preživetje, ne glede na histologiJO 1 

- Srednje OS: 11.3 vs 10.1 mes (P= .04) 

- 1-letno preživetje: 47% vs 42% 

- Brez značilne razlike v času do prog resa 

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

- Brez značilnih razlik v PFS. RR, or OS 

1 � t-.er R. t.'t .11 L.1�cct :ccg 272 15:5--1531 2 Gat:eme1er u. el JI J Thcr.1c Cr,ccl XC:9 Sun:11 

-��!rJc1 e-:.? J 





Cetuximab 

• Ena pozitivna in 1 negativna prospektivna
randomizirana raziskava

• Še vedno ni molekularnega označevalca, ki bi
omogočil izbor bolnikov in napovedoval
odgovor na cetuximab

• Kožni izpuščaj naj bi napovedoval odgovor

• Potrebne so dodatne raziskave, zlasti
translacijske

Gefitinib - faza II, III raziskave pri predhodno 
obsežno zdravljenih neselekcioniranih 
bolnikih z NDRP 

• IDEAL 1 and IDEAL2 faza II , gefitinib 250 mg/dan je bil 
varen, odgovor na zdravljenje of 12-18% in zmanjšanje
simptomov >40% simptomatskih bolnikov45 

, Pospešena registracija FDA 2003 

• ISEL faza lil , gefitinib vs.placebo pri predhodno 
obsežno zdravljenih bolnikih, značilno višji delež 
odgovorov in čas trajanja odgovora, brez značilne 
razlike v celokupnem preživetju 

, Omejitev uporabe FDA 2005 

Fukuoka et al 2003. Kns et al 2003. Thatcher et al 2005 



Gefitinib vs. docetaxel v drugi liniji 

zdravljenja: metaanaliza 

Four open-label, randomized trials: 
- SIGN (Cufer et al 2006)
- INTEREST (Kirn et al 2008 )

- V-15-32 (Maruyarna et al 2008),
- 1ST ANA (Lee et al 2008 )

F Shepherd, ASCO 2009 



Meta-analysis: Celokupno preživetje (vsi 
bolniki) 

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

INTEREST 1169/1433 pp .......... 1.02 (0.91-1.14) 

V-15-32 306/489 ITT 1.12 (0.89-1.40) 

!STANA 55/161 ITT 0.61 (0.35-1.05) 

SIGN 78/141 ITT 0.97 (0.61-1.52) 

Meta-
1608/2224 • 1.03 (0.93-1.13) 

analysis p=0.5773 

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 

HR (gefitinib vs docetaxel) and 95% CI 

Favors gefitinib � � Favors docetaxel 

UnadJustc-d Cox proportion.:il haza1ds; PP, pcr-protocol 
F. Shepherd. ASCO 2009 

INTEREST: PFS biomarkerji 

Ovcr.lll 
t 

H1gh EGFR-gcne-eopy numbcr ! 
Low EGFR-gcnc-copy numbcr 

t---
EGFR p,otcm exprcssron pos1tive 

� 
EGFR protcm cxp1css1on neg_�� 

i,,_ 
EGFR mutJhon po51tivc� _- ,___. 

EGFR mut.Jt1on negative 
r-K-RAS mubt10n pos1tive 

K-RAS mut.Jhon ncg.1tivc +----4 

o.s 1.0 1.5 2.0 2.5 

HR {gchtm1b vs docel:lxet) and 95".4 CI 
F,1Nours gcf1timb - Favours docctJxcl 

N=1316 

N=158 

N=179 

N=258 

N=87 

N=JB 

N=229 

N=47 

N=203 

Oouillard et al, ASCO 2008 
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IPASS: PFS biomarker"i 

Known mutatian status 

-7
T rc::itmcnt-by-subgroup 
intcr.xtion test p-v.;luc 

EGFR mubtion pos1tivc 
-

EGFR mut.Jtion neg.Jtivc 

Known EGFR.genc--copy numbcr status 

High EGFR--gcnc-copy numbcr 

low EGFR--gcnc--copy numbcr 

Known crpf'('SSJon status 

EGFR cxprcssion pos1tivo 

EGFR cxprcssion negative 

0.25 

-! 
t

� 
---i 

1 0 20 4.0 
HR fqehlln1b vs c.i1bopl.it1n·p.icht,uelJ Jnd 95¾ CI 

} 

} 

} 

p<0.0001 
for EGFR 
mut.Jtion 

p=0.0437 
for EGFR
gcnc-copy 
numbcr 

p--0.2135 for 
EGFR cxpresslon 

Favors gefitinib - Favors carboplatinlpaclitaxel 

ITT popul.illon: CoJ. .in.ilys1s Wllh COVJIIJtes: HR <1 UTiplles J IOWl'r flSk ol proqress1on on gehlln1b 

Fukuoka M ct .11 .. ASCO 2009 

Potrditvene faza III raziskave k IPASS 

• First-SIGNAL (gefitinib vs. GP) 1 

- Azijska populacija, nekadilci 

- Značilno višji RR in daljši PFS z gefitinibom; brez značilne 
razlike v OS 

• NEJ002 raziskava (gefitinib vs. CP)' 

- Azijska populacija, EGFR mu+ 

- Značilno višji RR in daljši PFS z gefitinibom; trend k boljšemu 
OS z gefitinibo ( kljub 89% cross-over v roki z KT) 

• WJTOG 3405 (gefitinib vs. Cis/Doce)' 

- Azijska populacija, EGFR mu+ 

- Značilno višji RR in daljši PFS z gefitinibom; OS še ni 
podatkov 

1 Lee JS et al. J Thorac Oncol 2009. Abs PRSA: 2.lnoue A et al., EJC 2009. Abs 9LBA; 
3 M1lsuduom1 T et ar . Lancet Oncot 2009 

SATURN faza 3 raziskava: Erlotinib proti 

placebo v vzdrževalnem zdravljenju 

napredovalega NDRP 

StrJtdied by EGFR !HC (pos vs 
neg vs mdetermm.JteJ. stage. PS. 

prev,ous reg1men_ smoking 
h1story. reg1on 

Patients with 
sloge lllb/lV NSCLC. 

1 
/ 

Ertotinib 150 mg/day 
(n = 438) 

Treatuntil 
PS 0-1. and 

nonprogression after prior 
platinum-based chemo 

-disease 

(N = 889) 

Placebo 
(n=451) 

progression 

Pnmary endpo1nt PFS (ali pat1ents and 1n pat1ents w1th EGFR IHC-pos1t1ve tumors) 

Secondary end�o1nts OS (all pat1ents and in patients w1th EGFR IHC-pos1t1ve tumors). 
safety. TTP. b1omarker anatyses. Col 

C.1���0 F ct .JI ,\$C0 ;:cog 



SATURN: 

Vsi 

M0Sk1 

.:"cnskc 

Kavk.'.Ul/CI 

AZIJ.Jti 

Adcnok.Jrc1nom 

Sq1.1.1mous<cll 

Nck.ld1lc1 

BtvSi kad1lc1 

K.Jd1Jc1 

PFS glede na klinične lastnosti 

04 

HR (95% CI) 
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Skupna analiza bolnikov z EGFR mutacijami 

zdravljenih v rutrinski klinični praksi z TKI ali 

kemoterapijo 

Pooled median PFS 
(95% accuracy interval) 

Erlotinib (n=365) t"-- 13.2 (12.C}-14.7) 

�;:;: :"�:�·:,: :: : :: :: : :r ::: �:: r:::::: :: :·::��, 
Chemotherapy (n=375) 

T i 
5.9 (5.3-6.5) 

o 6 12 
PFS (months) 

18 

Permutation test for estimated pooled median PFS (1,000 iterations} 

EGFR TKI versus chemotherapy p=0.000 (two-sided} 

'Any line of thcrapy; PFS = progrcssion-frre surv1val 
P.J.Z-Arcs. ct al. JTO 2009;4 

{Suppl. 1}:S352 (Abs. 69.7) 



EGFR-TKI v kombinaciji z kemoterapijo pri 
NDRP 

• Gefitinib ali erlotinib v kombinaciji z platino
vsebujočimi shemami KT

- gemcitabine / cisplatin (INTACT 1 1 , TALENT2)

- carboplatin / paclitaxel (INTACT 23, TRIBUTE4)

, Brez značilnih razlik v preživetju v vseh faza III 
raziskavah, tako z gefitinibom (INTACT 1 and 2) 
kot erlotinibom (TALENT and TRIBUTE) 

'G1accone et al 2004, :Gatzeme1er et al 2004. :Herbst et al 2004: JHerbst 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)

• Amplifikacija MET

Mehanizmi premagovanja rezistence 

• lntermitentno zdravljenje z EGFR inhibitorji

• Dvojna blokada Pl3K in MAPK signalne poti

• Dvojna blokada EGFR in IGF-1 R poti

• MET inhibicija



Gefitinib, Erlotinib 

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

• Izbor bolnikov. ki imajo največjo dobrobit od zdravljenja z gefitinibom 
ali erlotin1bom Je delno možna na podlagi klasičnih klinično
patološk1h podatkov (adenokarcinom, ženski spol. nekadilec) 
predvsem pa na podlagi določanja aktivirajočih mutacij. 

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

• Raziskave učinkovitosti in varnosti anti-EGFRTKI v dopolnilnem 
zdravljeniu raka pljuč so v teku 

• Raziskave kombiniranega tarčnega zdravljenaj z anti-EGFR TKI in 
drugimi tarčnimi zdravili so v teku 

Neželeni učinki anti-EGFR zdravil 

Cetuximab 

• Preobčutljivostne reakcije

• Kožne spremembe

Gefitinib, erlotinib 

• Kožne spremembe

• Driska

• Mukozitis

• Utrujenost

• Kardiotoksičnost

Hladilno mazilo 

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



1980 

2000 

2005 

2010 

4-6 10 

8 30-35 10-15 

12 50 20 

Personificirano zdravljenje, bolniku in biologiji tumorja 

prilagojeno tarčno zdravljenje 





DOLOČANJE EGFR STATUSA 

Izidor Kern 

Bolnišnica Golnik 

zakaj določiti EGFR status 

EGFR 
= receptor za epidermalni rastni faktor (tudi TNFa) 

• transmembranski glikoprotein družina ErbB TK receptorjev 

- ekstracelularno receptorski del 
- intracelularno encimski del (tirozinska kinaza) 

• dva načina inaktivacije
- s protitelesi (cetuksimab, panitumumab, ... ) 
- z malimi molekulami (TKI: gefitinib, erlotinib, lapatinib) 

prekomerna ekspresija v malignih tumorjih
(80% NSCLC)
- prediktivni faktor - aktivirajoče mutacije in amplifikacija gena 

napovedujejo dober odgovor na TKI 
- prognostični faktor - ekspresija pomeni slabšo prognozo, 

aktivirajoče mutac9e pomenijo boljšo prognozo, amplifikacija 
gena pomeni slabso prognozo 



EGFR 
• funkcija (intracelularna signalna kaskada)

• celična proliferacija tumorska rast 

• diferenciacija celice 

• migracija metastaziranje 

• adhezija 

• zaščita pred apoptozo, podaljšano preživetje celice 

• pospešena 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

P13K/AKT 

EGFR 

vezava liganda na Rp ---+ homo/heterodimerizacija � fosforilacija 

RAS/RAFIMAPK 

histogeneza pljučnega raka 

adenokarcinom 

periferni pljučni kompartment (Clara tip PII) 

dve signalni poti, med seboj izključujoči na osnovi ""k◊ 
:::

i,irata, m,tacijo 

nekadilci � kadilci 
G1 adenokarcinom (BAC), papilarm mucinozni adenokarcinom 

th - TKI lh · MEKI 

intermediarni pljučni kompartment 

centralni pljučni kompartment 



EGFR 

• vzhodnjaki, 2, nekadilci, A

• zahodnjaki <18%

• aktivirajoče mutacije so najboljši prediktor TKI

• tumorska proliferacija, angiogeneza, zasevki

• sekundarne mutacije gena EGFR (T790M) ➔
pridobljena rezistenca, izjemoma v primarnem
tumorju

• 20% s pridobljeno TKI rezistenco ima
amplifikacijo gena cMET - vzporedna pot

EGFR status 

EGFR status v randomiziranih študijah 
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določanje EGFR statusa 
• PCR, sekveniranje - določitev mutacij gena za EGFR (v DNA) 

• RT-PCR - določitev RNAza EGFR 

• 1 S H - prikaz količine ONA - števila kopij gena za EGFR, prednost je sočasna 

ocena morfologije 

- F IS H - fluorescenca dražja oprema, izurjenost za oceno, takojšen 

pregled 

- CISH - kromogena (srebrenje, alkalna fosfataza)
običajen mikroskop, enostavna ocena - protokol, trajen preparat 

• imunocito/histokemija - prikaz ekspresije proteina za EGFR 

- različna protitelesa razširjena pozitivna reakcija- ne ločimo med 

normalno in prekomerno ekspresijo 

aktivirajoče mutacije gena EGFR 
- 90%, značilne za
adenokarcinom
(še posebej BAC)

1. kratke delecije v eksonu 19 

2. točkovna muatcija na mestu 

2573 v eksonu 21

(CTG➔CGG) s posledico v 

kodonu 858 (Leu➔Arg) 

druge 

1. G719 mutacija v eksonu 18

2. L861 mutacija v eksonu 21

(n-3303) 

obstajajo številne mutacije gena EGFR, katerih klinični pomen ni znan 
nekatere samo enkrat opisane ("tehnične" mutacije) 
možnost genskega polimorfizma 

!x011 21 

metode določevanja EGFR mutacij 

Technique Sensitivity 

(Y. of mutant DNA.) 

Low senstt1ve 

Direct $equencmg 
TaqMan PCR 
Loop-hybrld mobility shift assay 

Mvdlum sensmve 

Pyrosequencing 
PCR-SSCP 
dHPLC 
Cyc1&ave PCR 
PCR-RFLP tmd !ength analysis 
P,.,1ALDl-TOF MS-based genotyplng 
Scorp1onsARMS -Thera scre&n 
PNA-LNA PCR clamp 

H19h scnsItI�e 

Stngle-molecule sequwncmg 
Mutolnt-enr!ched sequencing 
SMAP 

20 

10 

10 

0.1 

0.1 

0.1 

Mutations identified 

Known and new 
Known only 
Known only 

Known and ne.w 
Known and ne'"'' 
Knovm and new 
Known on!y 
Knov•.-non!y 
Known only 
Known on!y 
Known on!y 

Known and new 
Known on!y 
Known on!y 



detekcija EGFR mutacij 
1. presejalne metode

sekveniranje 
vse EGFR mutacije 
dobro opremljen molekularni laboratorij 
nižja občutljivost. vsaj 25% tumorja v testiranem vzorcu 
usposobljeno, izkušeno osebje 
traja dlje časa 

2. usmerjene, tarčne metode
PCR, ARMS 
poznane mutacije 
hitra, zanesljiva, relativno enostavna 
boljša občutljivost 
višja cena zaradi reagentov?, trenutni monopol 

pogoji za določitev EGFR mutacij 

• celični ali tkivni vzorci - brez ustreznega
vzorca ni nič

• v formalinu fiksirano tkivo, vklopljeno v
parafin

• za PCR je potrebna določena najmanjša
količina DNA tumorskih celic
- USTREZNA KAKOVOST IN KOLIČINA DNA

• celični vzorci - količinsko omejeni,
shranjevanje ostankov primarnega vzorca
( citoblok, zmrznjeno)

interpretacija rezultatov testa 
• POZITIVNO

··=
rezistenčne 
mutacije 

aktivirajoče mutacije
(navedba) 

• NEGATIVNO

:=;:;:::::=:e;:='::· �..--,:;:t::;:::;:;} rezi stenčn e mutacije[] 1 1 1! 1�··1 . NEJASNO,--
"� klinično nepomembne 

aktivirajoče ~
. mutaCiJ·e mutacije 

L.AŽNO NEGATIVN 
premalo DNA 

občuUjivost testa 

L.AŽNO POZITIVNI 
kontaminacija 
vpliv formalina 

preobčutljiv test? 

• NEOPREDELJENO
tehnični problem s testom

(npr.: ni dovolj DNA) 



prvih 100 primerov 

tip karcinoma 

Adenokarcinom 
Epidermoidni 

NSCLC 
karcinom 

mutacija+ 15 

mutacija - 35 

skupaj 50 

"J • .. 

DVOJNA ISH 

1 

31 

32 

SISH 
l •• 1 1 .,; 

. -:·
. . 

·•·.· . ..
. �.

kromosom 7 

o 

18 

18 

amplifikacija gena za EGFR 

korelacija z aktivirajočimi mutacijami !? 

( odvisna od študije, sistema ocenjevanja genske amplifikacije, 

tehnologije za odkrivanje mutacij, vzorčenja tumorja) 

1. med mutiranimi primeri ima 50% tudi

povečano število kopij gena

2. med primeri s povečanim številom kopij
gena je 75% z mutacijo

dodatna uporabna klinična informacija 



povečano število kopij gena EGFR 

1 1 ·-
·· •

.. 
•'' . ' .

" ◄ 

• ; t 

. ·•

slabša prognoza 

ocenjevanje 

• amplifikacija gena

- glede na centromer 

kromosoma 7 

EGFR/Chr7 � 2 

fGHIGEHE 

"""-'ICAT10H 

ECmR1t!COLORAOO 

SCORNGSYSTEM 

11(J1"\) 11(11'\) 

• polisomija gena

(Colorado sistem)

- � 4 kopije � 40% 

tumorskih celic 

-� 15 kopij� 10% 

tumorskih celic 

skupki 

ICK/IHK 

3C6 5B7 



ekspresija gena EGFR 

• ICK/IHK

• nima kliničnega pomena - ni korelacije z
aktivirajočimi mutacijami in odgovorom na
TKI

• številni kloni komercialnih protiteles

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

neustreznost vzorca za določitev 

EGFR mutacij 

• hišni vzorci < 4%

• zunanji vzorci > 13%
RESEKTAT IGELNA 

BIOPSIJA 

13% 8% 

• problemi

- fiksacija 

- velikost vzorca BB, TBB CITOLOGIJA 

- količina tumorja 

- viabilnost tumorja 8% 15% 



odpornost na TKI 
• antiEGFR zdravljenje s TKI podaljša prosti

interval do prog resa za do 1 O mesecev

• sledi relaps bolezni

• določiti vzrok odpornosti v vzorcu tumorja

VZROK REZISTENCE MOŽNOSTI 

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) 

NSCLC 
----

... _ 

l AB CK5/6 CK? p63 

B 
scc + + 

AC + + 

ASCC + + + + 

NSCLC +/- +/- +/-
NOS 

diagnostični algoritem 2 

scc 

LCNEC 

karcinoid 

adenokarcinom 

NSCLC,NOS 

AE 

LCC 

TTF1 

+ 

+ 

+/-



priporočila za določitev EGFR statusa 

• trenutno ni smernic glede izbire vzorca, metode

določevanja mutacij, kriterijev interpretacije

• IASLC/ETOP delovno srečanje Dunaj nov 2009

kdo indicira določitev EGFR statusa 

• lečeči onkolog / pulmolog

• patolog

- indikacija temelji na patološki dg!

- zanesljivost dg NSCLC

- natančnost tipizacije

• kdaj

- ob postavitvi primarne dg pljučnega
karcinoma

- ob postavitvi indikacije za zdravljenje s TKI

- razmisliti o rebiopsiji ob progresu, ponovitvi

koga testirati 

• na začetku selekcioniran pristop

- predvsem adenokarcinome,

- izključen je mucinozni tip

- neskvamozne karcinome

• kasneje verjetno vse nedrobnocelične primarne

pljučne 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 udeleženih v dg in th 

• v isti ustanovi (diagnostika in zdravljenje)
• integriran model (HE in molekularna diagnostika na

istem oddelku)

KAKO 

• dve metodi za določitev mutacij (usmerjena in
presejalna-potrditvena)

• FISH/SISH/CISH
• ocena občutljivosti in kliničnega pomena -

vrednotenje testa

vzorčenje 
vzorci 

1. BB (2-3) 

2. TBB (4-5) 

3. igelne biopsije (2) 

4. kirurški (MC, VATS, resekcija) 

5. citološki (plevralni izliv, FNAB) 

metode bogatenja vzorca 
1. laserska mikrodisekcija 

2. mikro/makro disekcija 

količina 

najbolj dostopno mesto 

histo>cito 

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

fiksacija 
10% (4%) nevtralni pufrirani formalin 

vloga patologa 
izbor vzorcal!III KAJ JE NA VOLJO? 
- cito (brisi, punkcije, izlivi), histo (biopsije, resekcije) 
- vzorec z najvišjim deležem tumorja (>50%), vsaj 200-400 tumorskih 

celic 

nadzor 
- fiksacija
- standardizirani postopki 

sporočanje rezultatov - izvid (iz pato laboratorija) 
- del standardiziranega histo izvida 

• tip tumorja (WHO klasifikacija) 
• kakovost vzorca (velikost, ohranjenost, delež tumorja) 

• uporabljen test za določitev EGFR statusa 

• mutacije (prisotnost, vrsta mutacij, interpretacija - aktivirajoče, rezistenčne, 
neznane) 

- 5-7 dni 

ali testni vzorec ustrezno predstavlja bolnikov tumor 

tumorska banka 



test mutacij gena EGFR 

• izolacija DNA
- količina DNA

- kakovost DNA !

• izbor testa (certificirani testi, validacija)
• sekveniranje

• ARMS 

• dHPLC vedno morajo biti vključeni eksoni 19,20,21 

• drugo

• ponovi testiranje, če gre za dvom

• zunanja kontrola kakovosti, referenčni lab

testiranje 
KRAS 
mutacij 

+ 

ič dodatnih testo 
th: MEKI 

testiranje 
EGFR 

mutacij 

+ 

ič dodatnih testo 
th: TKI 

testiranje 
EML4-ALK 

translokaclje 

+ 

ič dodatnih testo 
th: ALKI 

drugi testi 
IGFR1 
cMET 

Ali si lahko privoščimo molekularno 

tipiziranje v rutini? 

• Gliebermanov princip

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

• Čeprav so stroški z molekularnimi testi
izjemno visoki, so dolgoročno gledano
stroški tradicionalne rutine bistveno
višji.

• Česa smo se naučili pri karcinomu dojke?

ER/PR, HER2



Pomen določanja HER2 pri 
raku želodca 

Janja Ocvirk 

Kurativne možnosti zdravljenja 

nc1rncn ozdrD1.1ilov 

Operacija je edina možnost ozdravitve pri raku želodca pod 
pogojem, da gre za RO resekcijo 

- radikalna kirurgija + lllmfadenektomlja vsaj 01, bolje 02 

Preoperativna ali neoadjuvantna kemoterapija 

- Z namenom povečanja možnosti popolne resekcije in s tem ozdravitve 

- Uporablja se shema ECF 

Pooperativna ali dopolnilna KT +RT 

• Izboljša prei:ivetje bolnikov po radikalni resekciji v določenih stadijih in 
brez oddaljenih zasevkov. 



patients 

CSC arm 

Preoperative chemo 
Surgery 

Postoperative chemo 

3 preoperative 
plus 3 postperative 

cycles of ECF 

Eligible
c( 

..------------, 

Rezultati 

Sarm 

Surgery alone 

Cunningham ot ni ASCO 2005.Abstra,;t 4001 

Neželeni učinki 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 značilno manjši. 



MAGIC trial: pathology staging following 

surgery 

csc s p·value 

Maximum tumour diameter 3cm 5cm < 0.001, Mann 
Med;an [IQRJ (2.0-5.0J (3.5-7.5) Whitney U test 

Extent of tumour (gastric only) 
TVT2 52% 38% 0.009, z7 test 
T3/T4 48% 62% (trend) 

Nodal status (gastric only] 
NO/Nl 84% 76% 0.01, z1 test 
N2/N3 16% 29% (trend) 

Cunningham et al ASCO 2005,Abstrnct 4001 



Dodatek perioperativne KT z ECF učinkovito zmanjša 
tumor, poveča št. RO resekcij, izboljša preživeteje in 
preživetje brez bolezni pri bolnikih z potencialno 
operabilnim karcinomom želodca. 

Cunnmgham Nt-:L\1 �ltfJ(, 

Napredovala bolezen 

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

• Vloga kemoterapije je paliativna 

• Nove kombinacije KT dajejo višje govore, malo CR, čas 
trajanja odgovor in OS sta še vedno kratka

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

• Vloga novih citostatikov :oxaliplatin, docetaxel... in
tarčnih zdravil

NCRI REAL-2 trial 

Patients with 
locally advanced 

ar metastatic 
gastroesophageal 

cancer 

2 X 2 factorial design 

R 
A 
N 
D 
o 
M 
1 
z 
A 
T 
1 

o 
N 

n reported in interim analysis = 204 

n total = 1002 

Epirubicin 
Cisplatin 
5-FU 

Epirubicin 
Cisplatin 
Capecitabine (X) 

Epirubicin 
Oxaliplatin 
5-FU 

Epirubicin 
Oxaliplatin 
Capecitabine (X) 

Primary endpolnt: OS (non-inferiority/superiority) 

Sumpter K er DI Br J Con 2005. 92 1976-1083 



Rezultati REAL 
primarni: 

Kapecitabine ni inferioren 5-FU 

Oksaliplatin ni inferioren cisplatinu 

Tripleti 

Kapecitabine lahko nadomesti PVI 5-FU 

Oksaliplatin lahko nadomesti Cisplatin 

• EOX izbojljša učinkovitost v primerjavi z ECF 





HER2 screening results 

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-positive by FISH andlor IHC 

n 

3,883 

3,807 

3,667 

3,280 

2,857 

810 

HER2-pos1t1v1ty 22.1 % according to protocol (based on 3,667 
successful screenings) 

Bong YJ, ntol JCinOnco/'1009, 27Ab,,,trnct 4666 
Von Cuto.orn E, ot ni J Cb,, Onao/2009; 27 Abo.tr8(1t 4609 

Izbor bolnikov 

Zožitev tarčne populacije z 22,1% na 16.6%1 

�;irgel 

ri�cu;����SH• ..... 
o•IHCJ

�
IHCO/FISH•0< 

.IHCl-/flSH, 

Nel et gibi� 
fcrToG/1 





Napredek v zdravljenju napredovalega 
karcinoma želodca 



Zaključki 

• Trastuzumab je prvo tarčno zdravilo, ki

ima dobrobit na preživetje bolnikov z

napredovalim karcinomom želodca

• Trastuzumab v kombinaciji s KT je nova

možnost zdravljenja za bolnike s HER2

pozitivnim karcinomom želodca

Določanje statusa Her-2 

pri karcinomu želodca 



Tabl" 6. HER2 poS1tiv1ty r,1te in g,tstric cancer: reslJts from a 
�terature :;ur.1ey of Fl�HICISH studies 

4 

9 

RefErence 

ls�•kaw.1 et . .:JI 10 

!:"'.rirn et.:1.1 H 

Brirn Et.J.1.u 

lakehana d .?l 1 

RJsio e-tiJ/U 

'.-V,mg etal 11 

vans el .:!.119 

Yano e! .:!.l.19 

l,mner t!ta./.8 

rechnique 

FISH 

FISH 

FISH 

FISH 

FISH 

HSH 

CISH 

FISH 

CISH 

FISH 

JX)Sitivity, 
n % 

105 18.1 

61 42.6 
Moini vuoki variacij: 

63 19.0 
- različna motodologlja 

352 (_y 
- subjoktivnost ocono 

• različni slstomi oconjov.1nj3 

72 15.3 
• hotorogonost tumorj.1 

97 9.3 

52 17.3 

199 w 
231 17.3 

Total 1033 Me.an 19.2 

Assessment of a HER2 scoring system for gastric cancer: 
results from a validation study 
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1-11\l,:,P..ltt'<.i°'KJI 
�r,ll'llt'ttr 
G•.tde" ' 

Tumour ty� (L.10�11 d,rnific,tbonJ 
lnte1.lN"IJHype,lCle11oc,ll(Kl()f1l.l 
Orff�•type �enoc�rcmom� 
Mlxed-typeM:iel'I0(�1cinom.i 

S-lniple-�. II i"'-) 
(n=168) 

5 (30) 
9J (55,l) 

69(411) 
110.5) 

120(715) 
39(23.0) 
9(55) 

(flncordance belween FlSH and IHC was 
9 l. 5� i11 1/,.' c,·· l.,iable ,ampl.es. Eleveu ,a111ple.., were 
m,·cd a, f!SH+ bul fHC- or equivocal. 

Cm,dusirms: fHC/PISl{J!§:���(�@twerc uLLribuwd to 
ba(ol Lcrul. u1cmbranou� immunoreac.:LiviL · of' glau<lu• 
la,· celi.-, re!>Lliling i11 inco111pletc rnembrnuou.s reanivily 
und/or a higlu,r ratc ur Lumo,1r heLerogeneiLy in 
ga,u:i.c rnLttcer mm pa red wiLh breasl cam:er. WiLh 
111odi.licalio1LS Ln Lhc THC ,cori.n� s ,·,Le111, Lhe Hercep
Tt:.,L' i, con,idered vt1lld for Lhe idemllicalion of 
HER:'+ ;,:aMrk Lumour, loi- Lhi, cli11iu1I. lrial. C-0rrela
i ioi I ol HER 2 ,n,re., wi Lh cli nical oulco111e., wi.ll be 
needcd LO dctennine whi.ch paLient, mighL bencuL fro111 
Lra,Luwniab Lherapv. 



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

HercepTest'M score 

IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+ 

18 5 2 

d100%J 935.7%) 228,3%) 



T.tbl, 4. Con'iEml..li pa0€l recommendations on Hl:R2 scor• 
1nt;torg.utricc.mcer 

R1!!actr.,it-,·diaractemtta Score,cbssification 

No re.1�tMly or membranous 
re,1ctivityll <10% ofce!ls 

Fa!nt1bare►1 perc:eptlble 
membrarxn.r:; reactivity 
m ;,10'% of cel5; c:elh 
.m� reactlve orly 11 part 
of their 1nemb',me 

\,'Jl".i�c to rnoder,1te complete or 
ba.so!ateral membr.1nous 
reacti\'lt)' 111 �10% of 
turnour aolls 

,\,\oderate to stron;: comph:te 
@>.uolateral memb'anous 

readiv1ty �, > 10% of tumour 
"''" 

--

810fXX (not :our,y!ryl sarnples 
""',th c.ohes1Y1: either IHC 31 
andlor 1-1S1➔1 danes are 
:::onsidered positr.-e 
1rre,;pective af �il1!', i e. <10% 

O/negative 

11/negative 

21/equivoc..11 

Skladnost IHK in FISH za Her-2 

pri karcinomu želodca 

v literaturi od 82 - 100% 

Hl111'1on 
PATHOI.OGY 

Evaluation of HER-2 gene status in gastric carcinoma using 
imnwnohistochemistry, fluorescence in situ hybridization, 
and real-tirne quantitative polymerase chain reaction� 

Hin A )(In, HD. '110°, hm Ji Jun,a "S'. Hyt 5«11111 Lu HD, "1D'. Hee E�� Lee HD'. 
Yoon Ky,111t Jtor HD �hD'. llM-KwM9 'tu19 HO. rhl)•·•, Woo Ho )(1'" MD, rhD .. �·• 

!l(III',) 
l(IU!� 

O ,J 
ll(IOC',1 





:Pomen določanja 
mutacij in 
B,: priRDČD 

Doc.Dr. Janja Ocvirk, dr.med. 

Onkološki inštitut Ljubljana 

SES'.IBMSKO ZDRAVLJENJE 

V zdr.n·ljenju razsitjene bolezni uporabljamo več 
citostatiko,· in tarčnih zdravil v različnih 
kombinacijah: 

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



Cctukshuab v 1. liniji mCRC: 
CRYS'fALPFS 

-- ERBITUX + FOLFIRI, nc599 

FOLFIRI, n=5iHI --," 
� HR = 0.851; 95'1'. CI = (O 716-0 908] 

'-� ➔ 15% zmanjšanje tveganja za 

�s.,·c:·.o 
progres 

p= 0.0479 
S.O mo ......__ 1-leto PFS ->� 23% VS 34% 

··-,_�-�·- . '. 1 

61s(mosecl} 
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Prognostični vs napovedni markerji 

Prognostični 

Dajejo informacijo o 
Izidu neglede na vrsto 

zdravljenja 

Napovedni 
Dajejo Informacijo o 
izidu glede na vrsto 

specifičnega . 
zdravljenja . · 

L Nakaterl markerji imajo lahko tako napovedno kot 
prognostično vrednost. 

·----
- --- -- --- - - -- - - �- --· -··········· ·- --- - - -



Pmgnostična vrednost BRAF in 
napovedna KRAS 

111 Raz��kava PETACC 3 

"' 3278 be>lnik()V, stadij JI in Ill CRC 

II! Določitrv lm.Al� in KRI\S mutacij 

• KRAS mutm:ijl' 37<}i,
"BRAF mutadjc: 7.9%
Hrez ra,,Jik glc:dr 11a stadij 11 ali 111
" Multivaria11tua aualiz;i: stadij, stamst,spol, mesto

tumorja, Št. :rnjl'tih hc·:tgavk, C, MSl 
KRAS m� G p.,.D,0016 
BRAF m - 1/.cnsk_i spol p=0,017 
BRAFm - desna stran, stari, Gin !v1SI p <0,0004 



i 

l 

■ KRAS nima prognostične vrednosti na PFS in
OS pri bolnikih stadija II in III,

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

BRAF mutacija ima prognostično napovedno 
vrednost pri bolnikih st. II in III na OS 

Zaključki 

■ Zd1�wljenje mCRC je čedalje bolj zapleteno, saj imamo
na voljo več zdt�wil in njihovih kombinacij, z t�izlično
učinkovitostjo in neželenimi učinki, kar moramo
upoštevati pti odločitvi o zdravljenju, ob PS in sočasnih
boleznih bolnika. Vsekakor pa odločitev o 7..darvljenju
brez dobrega patohistološkega izvida in info1macije o
KRAS ni več mogoča.

■ Določitev mutacije BRAF kot prognostičen dejavnik
pri bolnikih stadija II in III
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Testiranje znanih mutacij v 
genu KRAS 

o 

Srdjan Novakovi<: 

Oddelek za molekularno diagnostiko 
Onkološki inštitut Ljubljana 
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Status KRAS je napovedni d ejavnik za uspešnost zdravljenja z 

EGFR inhibitor ji1 

■ EGFR je prekomerno izražen pri 50-80% bolnikih z rakom debelega 
črevesa, zato predstavlja primerno tarčo za zdravljenje. 2 

■ Zdravljenje z .EGFR inhibitorji je uspešno le pri bolnikih brez mutacij v 
genu KRAS (w,ld type). 

■ Prisotnost mutacij v genu KRAS korelira s slabšim odzivom na 
zdravljenje z EGFR inhibitorji. 

■ 30-40 % bolnikov z metastatskim rakom debelega črevesa ima mutacijo 
v genu KRAS. ' 

• Identifikacija KRAS mutacij pomaga pri izbiri ustreznega 
zdravljenja. 

1l�....,A.�•• JC,,"O.-..ltoet:16·JH-l79 

l.S,.,...1'.�,_. A,.....:mu,,l'OO')a_JO.MO!I 

3 ...... ��u-1HJM.err �;,,,�,1.-cl,l()O!!•"Sl-Ol 

o 
0-..:HXCISKI 
l•.1:.mur 

�j�J.��I\.,_.._ 
-l-1>--�1-

Molekularni mehanizmi in korelacija s slabšim 

odzivom na EGFR inhibitor je 

l"-">Til\J1f 
Of◊'-<:OlUC.Y 
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-
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■ Produkt gena KRAS je GTP-aza, ki posreduje signal iz EGFR 
receptor jo na znotrajcelične tarče. 

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

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

0,�0!,_/)l..l(, 
1, .. n,�11 

�;�:��� 

97 % vseh mutacij se nahaja na kodonih 12 in q 

-·

.. ,.__,, ____ ...... 

o 

"r+ 

-kodon 12 

: M-kodon 13 

··. 

Q',H)(.�I 
!-.;.fllUl 

��·:_. 

Nabor mutacij v genu KRAS na kodonih 12 in 13 

M•.rUociJ• Ocl:rt.,-t.k 

"T -• ,TT GtlV Zl.51'!1, 

�->,,n ,uo 35.07'• 

,�.<,mun 
<•0'-1.,l)l(.lo.,\ 
Ll!l!Lj,U\A --" 
,i.;.,,..,._ .. 

!1'6lll'l'Hl 
vf◊....COl(."Gl 
LJ\.;I.Ll"'"-" ·�·
-��--,

l 
GGC-, G.AC ,uo Z0.62."-

7 najpogostejših variant (98%) 
'4IT •• TGT G12C ,.63"-
UT-•� ,1u U9t. 

"T ·• A6T G12S 5,5,... 

'6T -• CGT "'" 0,96% 

fi..c ·• T" ,u, 0.3,... 

UT-•� ,u, O,lt'li, 

"'-'· •GCC ,uA 0.1� l Redke variante (manj kot 2%) 

UT·•� ,12, 

"-C·•GTC 1.13V 

o 

o.ur. 

0,1911. 
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Obstoječe tehnike, ki so na voljo za testiranje mutacij KRAS 

-:-/>'1:R v real�t".'"p(:Rj: 
Visoko 0bČ1.ltlJ1�c: ?o detckcJJo spec1fočn1h genetskih sprcl'l'IC111b (=j kot l't.) 
No YOljo :.o komercioln, k,tr (KRAS Mutotion Kit-ThcroScrccn DxS) 
IJ.ot.nostpostov1tvelo.stne metode-pot�bno.;cv<1lid4ciJO 

■ Sekveniranje 
Omog,oco.cclotnopr-c:scJai,JCg<no-uporobnozagcncbrcz"yročihtočk" 
Za uspešno detekcijo potrebuj,:rr.o večji 'l. mut1Nlnc DNA (min 20'1..) 
T1p1: metodi po SongerJu, Pyrosequen c1ng 
Komercialni kit. MutcctorII-Tri,nGtn 

• Hibridizacijsko-kolorimetrične metode 
PCR produkt1,k1 vsebujejo biotln sespecifičnovetcjo naoh9enuklcotidc,kisovezon1 r\Clnos1k:1h(rnembrono, 
mikrot,tcrska pldča) Vezne pNduktc dcte.kt1rem o s posebnimi encim, (konJung1ro110 fosfoto2a): 
fotodch:kc1Ja 
Komcrc1alm k1t1. KRAS strip cusoy -V(cnnoLab, MutcctOf' I -TrnnGtn 
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Metodologija testiranja statusa KRAS 

■ Mate.rial, primeren za testiranje.: 
Parafinski vzore;c tkivo primamega tumorja 
Alte motiva: 
Zmrznjen vzorec tkiva primarnega tumorja 

0-.�(lLr;iS.!(1 
1,,\nrU1 
I IU�IJ.\",A '-"l•�I .-. ..,.M,.,..., ........... 

IMl111f'l 
c-O,:.Olcx..� 
l,�J°'t�•V,,\ 
1>.,...._ .. 
'""""':..,._,. 

Parafinski vzorec mdastatskego tkiva {9!:i);. ujcmonJc z vzorcem tkiYO primarnega tun1orja) 
Endoskopska biopSiJ<l (p,-i bolnikih pri ko.tcrih ni bilo oprovlJeno rcsckc,ja) 

■ Delo v laboratoriju: 
patološlq] 1n molekularno biološko analiza vzorca 

o 
o,l,,{)lo<,,., 
h."S.mu, 
llltllt.W,A 
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Tok dokumentov, vzorcev in potek testiranja: 

Klinik : 

odredi testiranje 
KRAS za bolnika 

-.. 

l. 

Na.potnw::ozo 
test,ronJt: 

' 
B+op11Jskivzorcc 

Patolog: s HE-prcporo.t, in 
,zpolnJenzohtcYck 

izbereustre:znt blok s 

� 
tumorskim tkivom 
oceni število tumorskrh celic oh k

2 
d 1 na HE preparatu prvega m �n 2:k:i �0;=,� 

zadnJega reza (naJmanJ 70�) 
izpolni podatke na zahtevku 

o 

Oddelek za molekularno 
diagnostiko: 

·1201ira DNA 1z vzorca 
prejetega tkrvo 
·i2vedc test RT-PCR 
·poda končni tzvid 

·poda zahtevek (z navodili za 
pripravo in zeleno napotnico za 
obračun) oddelku za patologijo 

lt.'\ITTtfH 
OfQ..;(,JllX,Y 
l)ll!ll!A'-1' 
·-
'"""'"""----

Zahtevek za pripravo rezin za testiranje genotipa KRAS 

--_--,- - Kontaktn1podotki 

--- Izpo�ddelek!��.?b �'J.i!n�� 
�likzopotoiog;JO, u�pom,mb�j<. dopotol09�••P"'°'"°" 

'. ::.:�:u·--� 1 1 

h_.,_...,.,.,,,...1,,..r,�- -- ----
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Zelena napotnica za obračun stroškov priprave 
materiala za testiraaje 9enotiea KRAS 

o 

Prosim za določitev reprezentativnega 
vzorca tumorja po navodilih, narez 
dodatnih rezin in pregeld HE preparatov: 

29002 -12X 

10 rezin za 1zo!ocijo DNA in 2 rezini na 
stekelca 

29020 -2x 
dve HE-barvanji 

29011 -2x 
dva pregleda stekelc 

o-.,o .. �, 1-..-Sfll\fl l,ttl'.�1A•,� 
_....._.....,._. 

l11.,11n1TE vf◊'«Olt..X.t LJVl!lU"'-'I.' 
·�· 
'klt-•.k4-" 

Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega 
tkiva za testiranje genotipa KRA?: _ 

l. Pri spreiemu in tehnični obdelavi tkiva upoštevaie standarde 
kakovosti v patologi p: 

o 

• tkivo mora biti fiksirano čim prej 

• optimalno fiksirano v 10% nevtralnem formalinu 

• volumen fiksativa mora biti 5-!0x večji od volumna tkiva 

• tehnična obdelava in vklop tkiva morata biti optimizirana 

01-HX('l'\.t( 1•.1>1r:w 
�!

J

��!"''"' 
....... _...,..._, 

u,.."'>nnm Of◊',(Ol<J<...Y 
111,!I.II"">, ,_, 
·�--...,.... .... 

Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega 
tkiva za testiranj; �enotipo KRAS: 

2. 

• 

• 

• 

Pri pripravi rezin za molekularno biološko preiskavo: 

za vsak vzorec uporabite novo rezilo 

očistite vodno kopel med vzorci 

med rezanjem si nadenite čiste rokavice 

ne postavljajte odrezanih rezin na vroča mesta 

10 
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Navodila za pripravo rezin parafinsko vklopljenega 
tkiva za testiranje genotipa KRAS: 

ltSlffiffl 
<lf0'-C.Ol0(,t 
l/ll!l..jAh.A 
--. ............ _ .. 

Za testiranje patolog določi primeren vzorec tumorja v katerem naj 
bo vsaj 70% tumorskega tkiva 

Pripravite prvi HE preparat (3-5 µm), preden naredite neobarvane 
rezine in ga označite s številko biopsije, oznako bloka in oznako HE - A 

Pripravite 10 neobarvanih rezin debeline 10 µm v epica (skupno 100 µm 
tkiva) in jo označite s številko biopsije in oznako bloka 

Pripravite zadnji HE preparat. potem ko ste naredili nepobarvane 
rezine in ga označite s številko biopsije, oznako bloka in oznako HE - B 

Oba HE preparata preveri specialist patolog in oceni delež 
tumorskega tkiva 

o 
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Potek testiranja KRAS na Oddelku za molekularno diagnostiko 

IzolaciJO DNA 1z tkivnega vzorca 

Merjenje količine DNA v vzorcu in umerjonJe na usterzno koncentracijo 

Izvedbo testa z RT-PCR"" (TheroScreen KRAS mutation kit) 

Analiza rezultatov 

Izdaja izvida 

„ Prndno�t RT-PCR pred 5eltVfll}!fl!limJr 11,'1 voljOJO malo h,lffi0f5k9QR lkiVl'I, vcelicdi paju. prisotnomolo 
nwtirme DNA RT-PCR Je v tem p11m8(u bi:s!V8110bolj obču!ljivl'I metod11 Izvedba je �nY!lll, &krajša so 
časlo!llranjaij1zahtev.:,man1osotiia 

o 
C/';MJt™! 
l,i.TllU! 
l.lllklA""'
_...,_,...,_, 

L-..,nnm 
010'>;CotVC.l 
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Izvedba testa z RT -PCR (TheraScreen KRAS mutation kit) 

holirono DNA bolnika dodorno v rcokcjsko 2. 
mdonicono ploičo 

" 

14 

3. Pri ol'4lizl prlmerjotno količino pornno1cnega produkta v 
posOlrlezni reakciji s količk1o pomotcriego produkta v 
kontrolnlrt;okcfji 

V vsaki jamici poteka reakcijo za 
posamezno mutacijo 

•-- Pozitiwn 

: Kontrola
'--...._ �::-je 

J: .. mutacijo 

---------=-,Ncgot(vnc. 
reakcije 

10 
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Izvid molekularno genetske preiskave določanja 
aenotipa KRAS 
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KRAS mut�!!...Eri slovenskih bolnikih 

o 

ŠtuchJo smo izvedli v lchJ 2009 

Vsebovale,, Je trl sklope; 

oceno specifičnosti in senzit1Vnost1 metode 
oceno. dcleto bolnikov z wt in mutira.nim KRAS genotipom, ter distribucijo po 
mutoCrJCJh 
ocena klinlčne korclodjc z !(RAS genotipom na skupini retrospektivnih 

Vključili smo 273 bolnikov z mctastotllkim rakom debelega črevesa, ki so se zdravili na 
onkološkem Inštitutu od avgusta 2006 do septembra 2009 

Tcst1ro.l1 smo 302 1llorco 

\>'.H>t� 
1,�mu, 

�;:::._. 

tt,,'\nnm 
ot0-..COLUC.Y 
ljl.!llj..V,A 
��--

Ocena specifičnosti metode 

• 30 vzorcev smo poslali na testiranje v referenčni laboratorij 
Inštituta za patologijo LMU MLlnchen 

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

Evropski certifikat kvalitete za detekcijo KRAS mutacij. 

,. 

17 
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Oc-'!na senzitivnosti metode 

Q•,�OLl�KI lv,nrrn 11u•tJ"''·"' 
.......... _.,,.._ ..

IJ,,.-<,ifllJll 
OfO,CCot.QG, 
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•Sen z itivnost metode smo določali na vzorcih, k i so vsebovali n:izlične '- celic ('h.lmors ko 
lini jo HT-29 brez KRAS mutaci j, tumorsko linijo CCL247 z mutacijo p.Glyl3Asp ter 
rnononu klcame cehce) 

•Posnernol1 smo tumors ke vzorce 

•Razpon celtc z mutacijo: 0,05h-30"1. 

o 

Q��� �vnosti metode 

Senzitivnost; 

Ol:A$fCMlip 

,._�nnm 
Of0-."t:OICl(.;.Y 
[llJlll!'i!<I'\ 
l'..,..........-' 
, ....... i.•-··· 

Pro1zvajalec zagotavlja detekcijo 1% mutirane DNA v ozadju genomske DNA, pod 
pogojem, do je v vzorcu DNA ustrezne kvalitete. Naš laboratorijsko določen 
detekcijski limit znaša 2%. 

PoZ1t1•mccnophfikoc1Jšl<cknYUljesl'IIII 
opoz,11 že pn O Z'X. r,iutironc DNA 

Ob n11r-ošč4r\Ju količine 
r,1ut1roneDNAvvzof'C\IK 

omplifikac,jskc krtvulJc 
po.).wijoprcjinpostancjo 

bolj strme 

19 
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KRAS mutacije eri slovenskih bolnikih 

lt. ... mun 
Qf0,..C(ll<J(,,Y l)l5qAM 
·--
, .......... ..._ .... 

:Ris
e

i�'f5�� �l�ik:v
k� .::ii!�1�;n

z:�l�� i�t:?,. bolnikov bre z mutacij v genu 

Distribucija mutacij v genu KRAS pri slovenskih bolnikih 

o..,., .... 
........ ,. ...... , ... 

,_111yn� 

,.,,_ 

, .•• yUYol U,I 

dist.-lbuc,JCI KRAS 111utaci J pn 
slovc.n.sk,I, bcln,k,h se UJC""' z 
tz.slc.dkiobJ4vlJcrn11hfcrofun 

V 95,351. smo zasledili u jemoojc v re zultatih 9enotipizac1Je med primarnim fumorjem ,n 
pripadaJač,m mctastatsk im t kivom. 
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klinična korelacija z KRAS genotipom na skupini 
retrospektivnih vzorcev 
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•a5,7"r. bolnikov brez mutacij v 
genu KRAS se JC odzivalo na 
zdro.vljcnje z ant1-EGFR 
inhibitorji 

•71,◄'X. bolnikov z mutacijo v 
gtnu KRAS se na zdro.vljcnje 
ru odzivalo 
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Študi ia: KRAS mutaciie eri slovenskih bolnikih -zaključki: 

Diagnostična metoda, ki smo jo vpeljali za določanje genotipa 
KRAS je učinkovita in zanesljiva, izvedba pa je enostavna 

Delež bolnikov brez mutacije v genu KRAS, delež bolnikov z 
mutacijo v genu KRAS in distribucija mutacij pri slovenskih 
bolnikih so primerljivi s podatki drugih publikacij. 

Izbira terapije za bolnika na osnovi statusa KRAS je primerna. 

o 

Testirnje KRAS -zaključek 

■ Kdaj? -Čim prej tem bolje. 
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■ Za izvedbo zadostuje arhivski vzorec tumor jo-ponovni invazivni 
postopki niso potrebni. 

■ Test KRAS omogoča kliniku odločitev glede nadaljnega 
zdravljenja - inaividualno za vsakega bolnika posebej. 

■ Izboljšanje učinkovitosti zdravljenja z EGFR inhibitor ji. 

■ Manj nepotrebnih toksičnih stranskih učinkov. 
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