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ABSTRAKT 

Většina gastrointestinálních stromálních nádorů (GIST) je charakterizována přítomností 

aktivačních mutací v genech KIT a PDGFRA (80 – 85 %). Ve skupině KIT/PDGFRA 

nemutovaných GIST (10 – 15 %) byly detekovány mutace v genech BRAF, KRAS, defekty 

v komplexu SDH nebo fúze FGFR1::TACC1, ETV6::NTRK3. Cílená terapie Imatinib 

mesylátem (IM) znamenala významný průlom v terapii GIST. Výrazným problémem 

cílené terapie je vznik primární nebo sekundární rezistence. Biologické chování GIST je 

nepředvídatelné. Stanovení proliferační aktivity vybraných markerů proliferace a 

senescence umožní objektivizovat riziko agresivního chování nádoru. Cílem první části 

naší práce byla mutační analýza genů KIT a PDGFRA a detekce sekundárních mutací u 

pacientů s progresí onemocnění. V 83.5 % vzorků jsme detekovali primární mutace 

v genech KIT a PDGFRA. U 16 pacientů s progresí onemocnění jsme prokázali přítomnost 

sekundárních mutací (v 29 progresivních ložiscích – 69 %). Potvrdili jsme výraznou 

intranádorovou a rovněž internádorovou heterogenitu sekundárních mutací. Cílem druhé 

části práce byla analýza alterací ve skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST. V této 

skupině GIST jsme prokázali defekty v podjednotkách SDH komplexu, mutace v genech 

BRAF a NF1 a alterace v genech AKT1 a ATR. Předmětem poslední části práce bylo 

stanovení exprese mRNA hladin vybraných markerů proliferace a senescence. Zjistili jsme, 

že expresní hladiny vybraných markerů (Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT) jsou vhodnými 

markery pro stanovení proliferace nádoru a určení maligního potenciálu GIST. Navíc jsme 

zjistili korelaci mezi vyššími hladinami mRNA proliferačních markerů Ki-67, TPX2 a 

hTERT a kratším přežitím u pacientů s GIST (EFS a OS).  
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GIST, mutace genů, rezistence k terapii, nádorová heterogenita, proliferační markery 

 



 
 

ABSTRACT 

Most of gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are characterized by activating mutations 

in the KIT and PDGFRA genes (80 – 85 %). Mutations in the BRAF, KRAS, defects in the 

SDH complex or FGFR1::TACC1, ETV6::NTRK3 fusions were detected in the group of 

KIT/PDGFRA non-mutated GISTs (10 – 15 %). Targeted therapy with Imatinib mesylate 

(IM) marked a significant breakthrough in treating GISTs. A significant problem with 

targeted therapy is the formation of primary or secondary resistance. The biological 

behavior of the GIST is unpredictable. Determining the activity of selected markers for cell 

proliferation and senescence will enable the objectification risk of tumor behavior's 

aggressivness. The aim of the first part of our work was the mutational analysis of the KIT 

and PDGFRA genes and the detection of secondary mutations in patients with disease 

progression. We detected primary mutations in KIT and PDGFRA genes in 83.5 % of 

samples. We also demonstrated the presence of secondary mutations in 16 patients with 

progression of disease (in 29 progressive lesions – 69 %). We confirmed significant 

intratumor and also intertumor heterogeneity of secondary mutations. The aim of the 

second part of the thesis was the analysis of alterations in the KIT/PDGFRA non-mutated 

GISTs. In this group of GISTs we demonstrated defects in the SDH complex subunits, 

mutations in the BRAF and NF1 genes and alterations in the AKT1 and ATR genes. The 

purpose of the last part of this work was the determination of mRNA expression levels of 

selected markers of proliferation and senescence. We found that expression levels of 

selected markers (Ki-67, TPX2, TOP2A and hTERT) are suitable markers for determining 

tumor proliferation and malignant potential of GIST. Additionally, we found a correlation 

between higher mRNA levels of proliferation markers Ki-67, TPX2 and hTERT and 

shorter survival in GIST patients (EFS and OS). 
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SEZNAM ZKRATEK  

AKT v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related protein 

BL Burkittův lymfom 

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog 1 

CSF-1 Colony-Stimulating Factor-1 

DNA kyselina deoxyribonukleová 

ETV6 Ets variant 6 

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor 

FLK-3 FMS-like Tyrosine Kinase-3 

hTERT lidská telomerázová podjednotka 

IGF1R Insuline like growth factor 1 receptor 

IHC imunohistochemie 

Ki-67 proliferační marker Ki-67 

KIT V-Kit Hardy-Zuckerman 4 Feline Sarcoma Viral Oncogene 

LMS leiomyosarkóm 

MLPA Multiplex Ligation – Dependent Probe Amplification 

NF1 neurofibromatosis-1 

NGS sekvenování nové generace/masivní paralelní sekvenování 

NTRK Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase 

PCR polymerázová řetězová reakce 

PDGFRA receptor pro růstový faktor podobný destičkovému faktoru 

PIK3CA Phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide 

RAS Rat Sarcoma 



 
 

RNA kyselina ribonukleová 

RQ RT PCR kvantitativní Real Time PCR 

SDH sukcinát dehydrogenáza 

TOP2A topoizomeráza 2A 

TPX2 TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis) 

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

WHO Světová zdravotnická organizace 
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1. ÚVOD 

1.1. Gastrointestinální stromální nádory (GIST) 

Gastrointestinální stromální nádory (GIST) tvoří skupinu mezenchymálních nádorů 

vznikajících v gastrointestinálním traktu (GIT) (Miettinen et al., 1999a). GIST tvoří 

nejpočetnější skupinu nádorů mezenchymálního původu v této lokalizaci (Hirota, Isozaki, 

2006). Ze všech nádorů lokalizovaných v rámci GIT však GIST tvoří méně než 1 % (Gupta 

et al., 2008). Určení přesného původu těchto nádorů se podařilo objasnit s příchodem 

imunohistochemických (IHC) vyšetření a elektronové mikroskopie. Prostřednictvím těchto 

metod se ukázalo, že GIST vykazují ultrastrukturální znaky a expresi buněčných markerů 

typických pro Cajalovy intersticiální buňky (ICC) (Kindblom et al., 1998). ICC jsou 

buňky, které navozují a usměrňují převod vzruchu a následně kontrakce hladkých svalů 

v rámci GIT (Li, Raut, 2019). 

Po stránce exprese proteinů jsou GIST nejlépe charakterizované expresí 

transmembránového proteinu KIT (CD117) (Heinrich et al., 2003a). Exprese proteinu KIT 

je detekována až v 95 % GIST (Miettinen, Lasota, 2006). Skupina GIST s expresí 

povrchové molekuly CD117 zahrnuje jednak KIT mutované GIST, KIT nemutované a 

rovněž GIST s mutacemi v genu PDGFRA. Mutace v genu KIT neovlivňují expresi 

proteinu KIT, ale jeho funkci (Lasota, Miettinen, 2008). CD117 je citlivým a specifickým 

markerem GIST, jeho exprese však není přítomna u všech GIST. Ve skupině GIST 

s mutacemi v genu PDGFRA je exprese proteinu KIT slabá nebo fokální (Corless et al., 

2005). Dalším specifickým diagnostickým markerem GIST je protein DOG1. Označení 

DOG1 je akronymem pro název „discovered on GIST 1“, tj. „objeven u GIST“ (Miettinen 

et al. 2009). Protein DOG1 je kódovaný genem DOG1 a plní roli chloridového kanálu. U 

GIST se setkáváme s cytoplazmatickou a rovněž membránovou pozitivitou proteinu DOG1 

(Ríos-Moreno et al., 2012). Kombinace obou diagnostických proteinů DOG1 a CD117 

v IHC panelu umožňuje stanovit diagnózu u více než 98 % GIST (Wu et al., 2019). 

Většina GIST vzniká na podkladě aktivačních mutací v genech KIT (75 – 85 %) nebo 

PDGFRA (10 – 15 %) (Li, Raut, 2019; Miettinen, Lasota, 2013). Nejčastěji (v 95 %) se 

setkáváme s tzv. sporadickými GIST. Sporadické GIST postihují převážně dospělé 

pacienty ve středním věku (nad 40 let). Mutace genů KIT a PDGFRA jsou v této skupině 

GIST získané. Vzácně se můžeme setkat s familiární formou GIST charakterizovanou 
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zárodečnými mutacemi genů KIT a PDGFRA. Mutace se pak vyskytují jak v nádorových 

buňkách, tak i ve všech ostatních buňkách organismu (Postow, Robson, 2012; Tornillo, 

Terracciano, 2006; Zhao, Yue, 2012). Familiární GIST jsou charakterizovány autozomálně 

dominantní dědičnosti s vysokou penetrancí. Prvotně byly zárodečné mutace 

identifikovány v exonu 11 genu KIT. Následně byly zárodečné mutace popsány i v dalších 

exonech genu KIT (13 a 17) a rovněž v genu PDGFRA, nebo v genech NF1 

(neurofibromatosis-1), případně v genech SDH komplexu. Pacienti s familiárním GIST se 

obvykle prezentují mnohočetnými primárními nádory v rámci GI traktu a dalším 

charakteristickým znakem – hyperpigmentací  kůže (Steigen, Eide, 2009). Familiární GIST 

většinou vykazuje indolentní chování na rozdíl od sporadických GIST (Caram, Schuetze, 

2011). Přehled IHC vyšetření a molekulární analýzy u GIST poskytuje Obr. 1.  

 

Obr. 1 Přehled imunohistochemického a molekulárního vyšetření u GIST. Modrou přerušovanou čárou 

je označená skupina KIT/DOG1 pozitivních GIST. Plná oranžová čára určuje skupinu GIST s mutovanými 

geny KIT a PDGFRA. Šedé přerušované čáry vyznačují zastoupení GIST se somatickými a zárodečnými 

mutacemi. 

Upraveno dle Wu et al., 2019 

Vzácně je zaznamenán výskyt GIST v dětském věku. Vznik GIST u dětí (6 – 14 let) a 

mladých dospělých (15 – 24 let) bývá často spojen s jinými syndromy, většinou s 

neurofibromatózou typu I (von Recklinghausenova nemoc), nebo vznikají jako součást 

Carneyovy trias (GIST, chondrohamartom plíce a paragangliom), nebo syndromu Carney-
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Stratakis (GIST a paragangliom) (Samelis et al., 2007). GIST postihující děti představují 

odlišnou klinicko-patologickou a molekulární skupinu nádorů s indolentním průběhem 

onemocnění a s mnohočetnými ložisky v žaludku (Agaram et al., 2008a; Cypriano et al., 

2004). Charakteristickým znakem je také nižší výskyt mutací v genech KIT a PDGFRA, 

kolem 15 % (Janeway, Weldon, 2012). 

Více než 80 % GIST je primárně lokalizovaných v GIT a vyskytují se v celém jeho 

rozsahu. Vzácněji se setkáváme s přítomnosti nádorů v extragastrointestinální lokalizaci, tj. 

v omentu, mesenteriu, retroperitoneu, ve žlučníku a v močovém měchýři (Miettinen et al., 

1999b; Reith et al, 2000; Sakurai et al., 2001; Yamamoto et al., 2004; Zhao, Yue, 2012). 

Převážná část nádorů v rámci GI traktu se nachází v žaludku (60 %), obvykle ve fundu 

(Miettinen et al., 2005). Druhou nejčastější lokalizací je tenké střevo. Konkrétně ve 30 % 

je popsaný výskyt GIST v oblasti jejuna a ilea, v menší míře v duodenu – 5 % (Miettinen, 

Lasota, 2013). Ve 4 % se setkáváme s přítomnosti GIST v tlustém střevu. Vzácný je GIST 

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

Mikroskopická struktura GIST je variabilní a v zásadě rozpoznáváme varianty 

vřetenobuněčné, epiteloidní – připomínající až epitelové nádory, a smíšené (Miettinen et 

al., 1999a; Zoundjiekpon et al., 2014). Vřetenobuněčné varianty se vyskytují nejčastěji (70 

%). Ve většině se jedná o nádory s protáhlými vřetenitými buňkami, uniformní, téměř bez 

jaderných atypií. Epiteloidní varianty GIST (přítomny přibližně u 20 % GIST) jsou 

obvykle buněčné a jsou tvořené kohezivně rostoucími polygonálními buňkami 

s nezřetelnými buněčnými hranicemi. Menší část GIST (10 %) vykazuje znaky smíšeného 

typu, u kterých se společně vyskytují buňky vřetenité a epiteloidní. Z hlediska 

biologických vlastností se vřetenobuněčné a epiteloidní varianty zásadním způsobem 

neliší. V každé skupině prognóza onemocnění závisí především na proliferační aktivitě 

nádoru a na jeho velikosti. 

Klinická prezentace GIST je široká. Přibližně 70 % pacientů s GIST je symptomatických. 

20 % nevykazuje žádné příznaky a 10 % GIST je zjištěných náhodně při pitvě (Gupta et 

al., 2008). GIST mají tendenci odtlačovat přilehlé, sousedící struktury, aniž by došlo 

k jejich destrukci. V tomto ohledu mohou GIST narůst do velkých rozměrů dříve než se 

klinicky projeví některým z typických  znaků (Gupta et al., 2008). Nejčastějším 

symptomem GIST je krvácení na základě ulcerace sliznice související s nádorem. Přibližně 

10 – 30 % GIST má klinické znaky maligního nádorového onemocnění. Základním 

klinickým znakem je pak metastazování. GIST nejčastěji metastazují do jater (50 – 60 %) 
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a/nebo na peritoneum (20 – 43 %). Vzácně mohou metastazovat i do regionálních 

lymfatických uzlin (10 %). Ve výjimečných případech metastazují do plic nebo do kostí 

(10 %) (Gupta et al., 2008). 

1.2. KIT a PDGFRA mutované GIST 

Proteiny KIT a PDGFRA (plateled derived growth factor receptor alpha) řadíme mezi 

transmembránové receptorové tyrozinkinázy (RTK). RTK jsou důležitými mediátory 

signalizačních drah, které přenášejí extracelulární signály do nitra buněk. Výsledkem 

přenosu signálu je aktivace intracelulárních procesů, které kontrolují buněčnou proliferaci, 

diferenciaci, přežívání a/nebo programovanou smrt buněk. Patologické změny genů, které 

kódují RTK – amplifikace, delece nebo mutace – vedou ke konstitutivní aktivaci receptorů 

a představují významný mechanismus nekontrolované RTK signalizace (Burger et al., 

2005).  

RTK KIT a PDGFRA jsou členy rodiny RTK proteinů podobných receptoru pro 

destičkový růstový faktor (PDGFR – plateled-derived growth factor receptor). Tato 

skupina RTK je také označována pořadovým číslem III. Společně s proteiny KIT a 

PDGFRA patří do této skupiny i proteiny PDGFRB, CSF-1 a FLK-3 (Daum et al., 2006; 

Fassunke et al. 2010; Heldin, Lennartsson, 2013; Judson, 2008; Lennartsson, Rönnstrand, 

2012; Wardelmann et al., 2004).  

Zástupci RTK rodiny III. se vyznačují strukturální homologií sestávající ze tří základních 

částí: extracelulární, transmembránové a intracelulární. Extracelulární část tvoří 5 domén 

podobných molekule imunoglobulinu. Intracelulární část představuje juxtamembránová 

oblast a dvojice tyrosinkinázových (TK) domén propojených krátkým kinázovým inzertem 

(Daum et al., 2006; Heldin, Lennartsson, 2013; Lennartsson, Rönnstrand, 2012; 

Wardelmann et al., 2004). TK1 je místem, kde se na intracelulární část proteinu váže ATP. 

TK1 doména se proto často označuje jako ATP vazební doména. Za přenos fosfátu 

zodpovídá TK2 doména. Přenosem fosfátu dochází k aktivaci proteinu, proto tuto doménu 

označuje rovněž jako tzv. aktivační místo. Extracelulární část je s intracelulární částí 

proteinu propojena sekvenčně jednoduchým hydrofobním transmembránovým úsekem 

(Lasota, Miettinen, 2008; Maleddu et al., 2009; Steigen, Eide, 2009). Přehled 

strukturálního složení RTK rodiny III. poskytuje obr. 2. 
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Obr. 2 Přehled strukturálního složení RTK rodiny III. Extracelulární část (doména) je u RTK KIT a 

rovněž u PDGFRA tvořená 5 imunoglobulinu-podobným doménami. Juxtamembránová oblast je 

lokalizovaná těsně pod buněčnou membránou. Tyrozinkinázové domény 1 (TK1) a 2 (TK2) jsou spojeny 

krátkým inzertem. TK1 doména je místem vazby ATP. TK2 doména představuje aktivační místo. 

Upraveno dle Bauer et al., 2021 

I když celkový mechanizmus aktivace rodiny RTK III. třídy a jejich příslušných signálních 

drah je podobný, jednotlivé receptory jsou exprimovány v rozdílných typech buněk a s tím 

souvisí i jejich rozdílná funkce (Heldin, Lennartsson, 2013).  

RTK KIT je důležitým receptorem při vývoji melanocytů, zárodečných buněk, žírných 

buněk, hematopoetických kmenových buněk a ICC (Hornick, Fletcher, 2007). Receptor 

PDGFRA zprostředkovává proliferaci a diferenciaci mezenchymálních buněk a 

podpůrných buněk glie v CNS. 

Aktivace proteinů KIT a PDGFRA probíhá za fyziologických podmínek prostřednictvím 

ligandů, tedy příslušných růstových faktorů. Ligandem pro protein KIT je růstový faktor 

kmenových buněk (SCF – stem cell factor) (Ali, Ali, 2007; Li, Raut, 2019), pro protein 

PDGFRA je to růstový faktor PDGF (plateled derived growth factor).  

Systém receptorů a ligandů PDGFR/PDGF zahrnuje 2 receptory (PDGFRA a PDGFRB) 

a 4 ligandy (PDGFA, PDGFB, PDGFC, a PDGFD). Obecné schéma aktivace RTK KIT 

prezentuje Obr. 3. 
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Obr. 3 Schéma aktivace RTK KIT. RTK KIT je aktivována vazbou specifického ligandu, tj. vazbou 

ligandu SCF (Stem cell factor). Navázáním ligandu SCF dochází k dimerizaci proteinů KIT. Přiblížení 

proteinů vede k aktivaci (prostřednictvím autofosforylace) intracelulárních domén (označených modře) a k 

následnému spuštění přenosu signálu do jádra buňky. Aktivační mutace v genu KIT (eventuálně v genu 

PDGFRA u receptoru PDGFRA) způsobí konstitutivní aktivaci receptoru, nezávislou na přítomnosti ligandu.  

Volně upraveno dle www.gistsupport.org  

1.2.1. Mutace v genech KIT a PDGFRA 

V roce 1998, Hirota et al. (1998) zjistili, že podstatná část nádorů označovaných jako GIST 

obsahuje mutace v genu KIT. V roce 2003 byla ve skupině GIST bez přítomnosti mutací 

v genu KIT zjištěna přítomnost aktivačních mutací v genu PDGFRA kódujícího příbuznou 

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

Mutace v genech KIT a PDGFRA jsou vzájemně exkluzivní. Nádory s mutacemi v genu 

KIT nemají mutován gen PDGFRA a naopak (Samelis et al., 2007). Existují ovšem 

výjimky. Typy mutací v genech KIT a PDGFRA jsou u GIST značně variabilní. Zahrnují 

delece, substituce (bodové mutace), duplikace (často ve smyslu interních tandemových 

duplikací – ITD), inzerce a složitější delece-inzerce, duplikace-inzerce a delece s inzercí 

invertovaných komplementárních sekvencí, tzv. delece-inverze (Lasota, Miettinen, 2008). 

Onkogenetické mutace genů KIT a PDGFRA aktivují prostřednictvím konstitutivní 

fosforylace příslušné RTK KIT a PDGFRA. Kontinuální, na přítomnosti ligandu nezávislá 

aktivace RTK KIT a PDGFRA vede k neregulovanému spuštění signálních drah 

http://www.gistsupport/
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RAS/RAF/MAPK, JAK/STAT3 a PI3K/AKT/mTOR, které podporují nádorovou 

proliferaci nebo přežívaní buněk (Lasota, Miettinen, 2008).  

Mutace v genech KIT a PDGFRA můžeme rozdělit z několika hledisek. Podle lokalizace 

mutací v uvedených genech rozlišujeme mutace regulačních domén receptorů 

(extracelulární a juxtamembránová doména) a mutace enzymatických domén (TK1 a TK2) 

(Lasota, Miettinen, 2008). Z hlediska předpovědi chování se nádoru na cílenou terapii 

inhibitory TK, se nádory s mutacemi v regulačních doménách receptorů považují za 

senzitivní na terapii. Nádory s mutacemi v enzymatických doménách jsou méně citlivé, 

případně rezistentní. Podle času a způsobu vzniku dále rozdělujeme mutace v genech KIT a 

PDGFRA do dvou kategorií. Do první kategorie patří mutace diagnostikované u 

primárních nádorů před zahájením terapie Imatinib mesylátem (IM). Tyto mutace 

označujeme jako primární mutace, a souvisí s patogenezí vzniku a rozvoje GIST. Druhou 

kategorii tvoří mutace detekované v průběhu léčby pacienta s GIST a podílejí se na vzniku 

získané rezistence těchto nádorů na terapii IM (sekundární KIT nebo PDGFRA mutace). 

Sekundární mutace detekujeme většinou ve vzorcích metastáz nebo u nádorů lokálně 

recidivujících. Primární i sekundární mutace postihují stejnou alelu (Lasota, Miettinen, 

2008). 

Frekvence mutací v genu KIT u GIST je 80 – 85 % (Antonescu, 2011; Bauer et al., 2021; 

Corless et al., 2004). Gen KIT tvoří 21 exonů a mutace mohou vzniknout v kterémkoliv 

z těchto exonů. Typická je však kumulace mutací v exonech 9, 11, 13 a 17. Exon 9 kóduje 

extracelulární část proteinu KIT, exon 11 intracelulární juxtamembránovou oblast, exon 13 

první intracelulární tyrozinkinázovou doménu (TK1) a exon 17 kóduje druhou 

intracelulární tyrozinkinázovou doménu (TK2) (Bombac et al., 2020). Mutace genu 

PDGFRA se kumulují v exonech 12, 14 a 18, které jsou homologní s exony 11 

(juxtamembránová oblast), 13 a 17 (intracelulární TK1, respektive TK2 domény) genu KIT 

(Daum et al., 2010; Rubin, 2006). Výskyt mutací v genu PDGFRA u pacientů s GIST se 

pohybuje v rozpětí 5 – 8 % (Corless et al., 2005). Nejčastějším místem výskytu mutací 

v genu PDGFRA je TK2 doména, konkrétně exon 18. Bodová záměna p.D842V, která je 

typicky přítomna v exonu 18 je nejčastěji detekovanou mutací. Vyskytuje se v přibližně 65 

% nádorů s mutací v genu PDGFRA (Szucs et al., 2017). Mutace, které jsou lokalizované 

v exonech 12 (kóduje juxtamembránovou doménu) a v exonu 14 (kóduje ATP-vazebnou 

doménu, tj. TK1 doménu), jsou méně časté. Přehled frekvence výskytu a lokalizací mutací 

v genech KIT/PDGFRA přehledně znázorňuje Tab. 1. 
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Tab. 1 Přehled frekvence a lokalizace mutací v genech KIT a PDGFRA 

 

Volně upraveno dle Brćič et al., 2021; Lasota, Miettinen 2008; Mathias – Machado et al., 2022 

1.2.2. Cílená terapie inhibitory RTK 

Imatinib mesylát (IM) je selektivním inhibitorem tyrozin kináz ABL, BCR-ABL, KIT a 

PDGFR (Demetri et al., 2002). IM jako cílený inhibitor RTK KIT a PDGFRA neinhibuje 

aktivační místo kináz, ale interaguje s ATP vazebným místem těchto proteinů (Antonescu, 

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

použitým v klinické praxi, konkrétně v terapii refrakterní chronické myeloidní leukémie, 

CML (Druker et al., 1996). Následně byl IM aplikován v terapii pokročilého GIST 

(Breccia, Alimena, 2009; Joensuu et al., 2001). Na základě úspěšné klinické odpovědi se 

IM stal terapeutikem první volby u léčby neoperabilních, recidivujících a metastatických 

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

2009). Terapeutická odpověď pacientů na IM závisí na mutačním stavu genů KIT a 

PDGFRA (Antonescu et al., 2005; Debiec-Rychter et al., 2005; Saponara et al., 2015). 
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Pacienti s mutacemi v exonu 11 genu KIT odpovídají na terapii nejcitlivěji. Pacienti navíc 

po klinické stránce vykazují delší dobu do další progrese (EFS) a celkové přežívání 

v porovnání s pacienty s mutacemi v exonu 9 genu KIT, nebo s nemutovanými geny 

KIT/PDGFRA je delší (Heinrich et al., 2006). Naproti tomu, pacienti s aktivační mutaci 

p.D842V v exonu 18 genu PDGFRA, jsou na terapii IM primárně rezistentní (Heinrich et 

al., 2006). Molekulární klasifikace GIST s ohledem na predikci terapeutické odpovědi IM 

je tedy nevyhnutná pro identifikaci pacientů, kteří mohou profitovat z cílené léčby 

(Saponara et al., 2015). 

U pacientů s progresí onemocnění na terapii IM, je doporučeno zvýšení terapeutické dávky 

IM ze 400 mg/den na 800 mg/den. V roce 2006 byl v II. linii léčby metastatického nebo 

recidivujícího GIST zaveden širokospektrý inhibitor TK Sunitinib malát (SM, Sutent, 

SU11248, Pfizer Inc., New York, NY, USA), který inhibuje receptory KIT, PDGFRA, 

PDGFRB, VEGFR, FLT3, a RET (Bauer et al., 2021; Kikuchi et al., 2012). SM byl 

aplikován v případě intolerance IM, při výskytu vážných nežádoucích účinků na terapii 

IM, nebo při neustupujícím onemocnění způsobeným rezistencí na terapii IM. Účinnost 

SM závisí na lokalizaci primárních a sekundárních mutací, podobně jako je tomu u IM. SM 

je efektivní u GIST s mutacemi exonu 9 genu KIT, nebo u GIST s nemutovanými geny KIT 

a PDGFRA (Lasota, Miettinen, 2008). V případě přítomnosti sekundárních mutací je SM 

účinnější v terapii GIST se sekundárními mutacemi v exonech 13 nebo 14 genu KIT (TK1 

doména, ATP vazebné místo), než se sekundárními mutacemi v exonu 17 genu KIT (TK2 

doména, aktivační místo) (Kikuchi et al., 2012; Serrano et al., 2019). Dalším inhibitorem 

TK je Regorafenib (RE, BAY 73-4506, Stivarga®) (George et al., 2012). Jedná se o 

multikinázový inhibitor se širokým spektrem účinnosti (Ettrich, Seufferlein, 2018). 

Blokuje RTK KIT, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, TIE2, FGFR1, RET, RAF1, BRAF a 

receptory PDFGR (Liu et al., 2020). Byl zaveden ve III. linii terapie u pacientů s progresí 

onemocnění GIST na IM, nebo SM (Wilhelm et al., 2011). V případě výskytu 

sekundárních mutací je účinnější při mutacích v exonu 17, eventuálně 18 genu KIT 

(Napolitano, Vincenzi, 2019). Inhibiční účinek RE u pacientů s GIST je výsledkem přímé 

inhibice receptorů KIT a PDGFRA, ale rovněž inhibice signálních drah RAF/ERK/MEK. 

Charakteristickým znakem TK inhibitorů I., II. a III. linie je specifická účinnost jen na 

určitou skupinu sekundárních mutací (Serrano et al., 2019). Heterogenita sekundárních 

mutací a jejich selektivní inhibice pomocí výše uvedených TK inhibitorů tvoří molekulární 

základ selhání terapie u pacientů s progresí onemocnění (Serrano, George, 2020). 



19 
 

Schematický přehled senzitivity nebo rezistence jednotlivých vybraných sekundárních 

mutací na terapii SU nebo RE po selhání terapie prostřednictvím IM poskytuje Obr. 4. 

 

Obr. 4 Schéma citlivosti TK inhibitorů po selhání terapie IM. Schematický přehled typických 

sekundárních mutací po selhání terapie IM s jejich frekvencí a předpovídanou aktivitou na imatinib mesylát 

(IM), sunitinib malát (SM) nebo regorafenib (RE). Zelené čtverce prezentují senzitivitu a červené rezistenci 

na podávané terapeutikum. Mutace p.D816 u regorafenibu (RE), u které je čtverec zbarvený společně 

červeně a zeleně indikuje přítomnost rezistentní aminokyselinové záměny (např. mutace p.D816V je vysoce 

rezistentní na všechny TKI). 

Upraveno dle Serrano et al. 2019 

TK inhibitory IM, SM a rovněž RE inhibují kinázovou aktivitu KIT u jednotlivých 

imatinib-rezistentních subklonů jenom částečně v souvislosti s jejich příslušných 

inhibičním profilem (Serrano, George, 2020). Recentně jsou tedy v terapii pokročilého 

eventuálně neoperabilního GIST zavedeny nové cílené inhibitory Ripretinib a Avapritinib 

(Al-Share et al., 2021; Blay et al., 2021). Ripretinib (RI, DCC-2618, Qinlock®) je tzv. 

„switch-controle“ inhibitorem kináz KIT a PDGFRA, který inhibuje plné spektrum mutací 

v genech KIT a PDGFRA (Serrano, George, 2020). V terapii heterogenně rezistentních 

nádorů je to významný a inovativní přístup. Ripretinib se reverzibilně váže na dvě domény 

(switch control), které kontrolují přechod mezi neaktivní a aktivní konformaci kinázy. 

Konkrétně se jedná o inhibiční místo na juxtamembránové doméně (kódované exonem 11 

genu KIT a exonem 12 u genu PDGFRA) a aktivačním přepínačem na aktivačním místě 

(kódovaným exony 17 a 18 genu KIT a exony 18 a 19 genu PDGFRA) (Schaefer et al., 
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2022). Vazbou na obě domény současně udržuje kinázy KIT nebo PDGFRA v neaktivní 

formě a dosahuje inhibici širokého spektra primárních a sekundárních mutací spojených 

s rezistencí. Avapratinib (AV, BLU-285, Aykavit®) je kinázový inhibitor I. třídy (Schaefer 

et al., 2022). TK inhibitory II. třídy (IM, SM, RE a RI) se vážou na KIT/PDGFRA kinázy 

v jejich neaktivní formě. U Avapratinibu je to přesně naopak, váže se na aktivní formu 

kinázy (Kelly et al., 2021). Avapratinib byl schválen pro terapii pacientů s neoperabilním 

nebo metastatickým GIST nesoucím mutace v genu PDGFRA, zahrnujíce rovněž primárně 

rezistentní mutaci p.D842V v exonu 18 genu PDGFRA (Bauer et al., 2021). Přehled 

recentně indikovaných TK inhibitorů schválených pro léčbu GIST společně 

s mechanizmem účinku poskytuje Tab. 2. 

Tab. 2 Přehled TK inhibitorů používaných v léčbě GIST 

 

Volně upraveno dle Al-Share et al., 2021 

1.2.3. Primární a sekundární rezistence 

Primární a sekundární rezistence na terapii IM se staly hlavním klinickým problémem 

v onkologické léčbě GIST (Gupta et al., 2008) GIST jsou obecně rezistentní na 

chemoterapii a rovněž na radioterapii. Z tohoto důvodu až do zavedení IM jako cíleného 

inhibitoru RTK, nebyla pro pacienty s neoperabilním nebo metastatickým GIST dostupná 

žádná efektivní terapie (Gupta et al., 2008). Nicméně, u mnohých pacientů podstupujících 

terapii IM, se objevuje rezistence na uvedenou terapii (Bickenbach et al., 2007). Medián 



21 
 

vzniku rezistence na terapii IM s následnou progresí onemocnění je přibližně 24 měsíců 

(Verweij et al., 2004).  

Z hlediska klasifikace rezistence rozeznáváme dvě formy. Časnou rezistenci, nazývanou 

také primární, a pozdní, nebo-li, získanou (sekundární) rezistenci (Wang et al., 2009). 

Primární rezistence je definována jako progrese onemocnění v průběhu prvních 3 – 6 

měsíců od začátku terapie IM (Nishida et al., 2016a). Vyskytuje se přibližně 15 – 20 % 

pacientů (Heinrich et al., 2006). Hlavním důvodem vzniku této formy rezistence je mutační 

stav genů KIT nebo PDGFRA (typ mutace a/nebo lokalizace primární mutace) (Gounder, 

Maki, 2011). 

S primární rezistencí nejčastěji souvisí mutace v exonu 9 genu KIT, mutace v genu 

PDGFRA (zejména mutace p.D842V v exonu 18), nebo naopak absence mutací jak v genu 

KIT, tak v genu PDGFRA (Gounder, Maki, 2011; Nishida et al. 2016a). Exon 9 genu KIT 

kóduje extracelulární doménu, která za normálních okolností inhibuje dimerizaci receptoru 

KIT. Mutace v exonu 9 způsobí sterickou překážku, která nedovolí IM pevně se navázat na 

katalytickou doménu receptoru (TK1 doména). V případě genu PDGFRA exon 18 kóduje 

aktivační „smyčku“ (TK2 doména). Bodová mutace p.D842V v exonu 18 vede k 

substituční záměně na tomto místě a ke vzniku stabilně aktivní konformace proteinu. 

Uvedená aktivní konformace receptoru na vazbu IM a jeho inhibiční vlastnosti 

neodpovídá.  

Sekundární rezistence vzniká v průběhu terapie u pacientů, kteří prvotně na terapii 

odpovídali, případně u nich došlo ke stabilizaci onemocnění. V průběhu několika měsíců 

na terapii u nich následně dochází ke vzniku rezistence a progresi onemocnění. Časové 

rozmezí vzniku sekundární rezistence se pohybuje v rozpětí 6 až 24 měsíců od začátku 

terapie IM. Existuje několik mechanizmů odpovědných za vznik sekundární rezistence 

(Bickenbach et al., 2007). 

 Hlavním mechanizmem vzniku získané rezistence je přítomnost sekundárních mutací 

(Guo et al., 2009). Sekundární mutace se vyskytují u 50 – 70 % pacientů s progresí 

onemocnění (Antonescu et al., 2005; Liegl et al., 2008). SM vznikají v průběhu léčby 

pacienta s GIST a prezentují se ve formě jednoduchých substitucí. Přítomnost 

sekundárních mutací zjišťujeme u pacientů, kteří měli detekovány primární mutace v genu 

KIT, v menší míře také u těch, kteří měli primární mutace lokalizovány v genu PDGFRA. 

Důvodem nižšího výskytu sekundárních mutací v genu PDGFRA je méně častá přítomnost 
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primárních mutací v genu PDGFRA. U pacientů s nemutovanými geny KIT/PDGFRA 

sekundární mutace nebyly prokázány (Liegl et al., 2008). Stručný přehled mutací 

zodpovědných za sekundární rezistenci poskytuje Tab. 3. 

Tab. 3 Přehled sekundárních mutací 

       

Upraveno dle Heinrich et al., 2008 

Sekundární mutace se téměř výhradně vyskytují ve stejném genu a na stejné alele jako 

primární mutace (Antonescu et al., 2005; Chen et al., 2005; Ordog et al., 2015). Typicky se 

nevyskytují ve vzorcích nádorů před terapii IM nebo u primárně rezistentních nádorů 

(Antonescu, 2008). 

Rozlišujeme dva možné mechanizmy vzniku rezistence na terapii IM. Při prvním 

mechanizmu, sekundární mutace specificky interferují s vazbou IM, aniž by ovlivnily 

konformaci RTK KIT. Uplatnění uvedeného mechanizmu je charakteristické pro první TK 

doménu proteinu KIT (TK1) (Gramza et al., 2009). Při druhém mechanizmu dochází na 

základě přítomnosti sekundárních mutací ke stabilizaci aktivní konformace proteinu KIT. 

Aktivní konformace následně zabraňuje vazbě IM. Stabilizace proteinu v aktivní 

konformaci je typická pro sekundární mutace lokalizované ve druhé TK doméně (TK2) 

proteinu KIT (Antonescu, 2008). Výsledkem je kumulace sekundárních mutací v TK 

doménách (TK1 a TK2).  

Sekundární mutace ATP vazebného místa přímo inhibují vazbu IM na intracelulární část 

proteinu KIT. Sekundární mutace p.V654A (exon 13 genu KIT) vede ke snížení vazebné 

aktivity IM na základě změny a následné modifikace trojrozměrné konformace ATP 

vazebného místa receptoru (Bertucci et al., 2006; Lim et al., 2008; Tamborini et al., 2006). 

Sekundární mutace v exonu 14 genu KIT, konkrétně p.T607I, je často označovaná jako 

„strážce brány“ – gatekeeper. Tato mutace je zodpovědná za tvorbu sterické překážky pro 
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vazbu IM (Nishida et al., 2008). Nejčastěji se sekundární mutace vyskytují v aktivačním 

místě kinázy (TK2). Mutace v tomto aktivačním místě (exon 17 genu KIT) destabilizují 

inaktivní formu RTK (protein KIT je konstitutivně aktivován) (Nishida et al., 2008). 

U jedné třetiny pacientů rezistentních na terapii se sekundární mutace neprokáží. Na 

mechanizmu vzniku sekundární rezistence se tedy podílí i jiné molekulární principy 

(Antonescu, 2008; Antonescu, 2011; Bickenbach et al., 2007). Kromě již uvedených 

sekundárních mutací patří mezi časté mechanizmy sekundární rezistence amplifikace genu 

KIT a/nebo PDGFRA a následující nadměrná exprese daných proteinů. Jedním z 

dalších mechanizmů získané rezistence je aktivace alternativních RTK, např. AXL 

(Gounder, Maki 2011).  

Mimo uvedené mechanizmy změn struktury nebo funkce receptorů KIT a PDGFRA, patří 

k  mechanizmům získané rezistence také chromozomální modifikace, histologická 

modifikace nádoru, popřípadě změny ve farmakokinetice IM ovlivněné dostupnosti IM v 

organizmu (Maleddu et al., 2009). Přehled mechanizmů vzniku sekundární rezistence 

poskytuje Tab. 4. 

Tab. 4 Přehled mechanizmů sekundární rezistence 

    

Upraveno dle Maleddu et al., 2009 
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Nepříznivým znakem sekundární rezistence je také velká heterogenita sekundárních mutací 

(Antonescu et al., 2005). Sekundární mutace se mohou u jednoho pacienta lišit co 

do počtu, nebo typu jednak v rámci jednoho nádorového ložiska, či metastázy, ale mohou 

se lišit i mezi jednotlivými metastázami i ve stejném orgánu (Ordog et al., 2015). Rozdílné 

sekundární mutace v rozdílných metastázách u stejného pacienta poukazují na rozdílnou 

klonální evoluci sekundárních mutací (Wardelmann et al., 2005). Heterogenita 

rezistentních mutací nádorové populace v jedné jednotlivé metastáze a v rámci 

mnohotných metastáz, tedy „mezi“ metastázami (tj. každá nádorová léze může podstoupit 

individuální klonální evoluci) může být u jednotlivých pacientů značná. Heterogenita může 

kolísat od dvou do pěti sekundárních mutací v rozdílných metastázách, nebo i vznikem 

dvou rozdílných mutací v jedné metastáze (Liegl et al., 2008; Wardelmann et al., 2006). 

Molekulárně-genetická analýza provedená z jednoho metastatického ložiska tak nemusí 

představovat skutečný mutační stav nádoru (Gramza et al., 2009). Důvodem výrazné 

heterogenity sekundárních mutací je dlouhotrvající terapie IM, která vede ke klonální 

selekci rozdílných rezistentních nádorových subklonů. Uvedený proces nazýváme rovněž 

„získaná polyklonální rezistence“ (Antonescu, 2011). Přerušení terapie při aktivní progresi 

onemocnění může vést k akceleraci nádorového růstu (citlivé klony jsou eliminovány) 

(Antonescu, 2011).  

Komplexnost sekundárních mutací, tj. variabilita množství i lokalizace sekundárních 

mutací (u jednoho pacienta mohou být přítomny mutace v exonu 13 a rovněž i v exonu 17 

genu KIT) je závažným problémem pro cílenou biologickou léčbu s ohledem na jejich 

rozdílnou senzitivitu. Terapeutické nasazení jednotlivého kinázového inhibitoru naráží na 

neschopnost terapeutického zásahu na všechny mutované klony.   

 Pacienti, u kterých byla zjištěna primární (mimo mutaci p.D842V) nebo sekundární 

rezistence, mohou být zařazeni k terapii vyšší dávkou IM (pokud vyšší dávkování IM 

nebylo aplikováno již předtím). Následně při progresi na terapii IM a u sekundárních 

mutací v exonu 13 genu KIT je doporučeno podání inhibitoru II. generace (SM). V III. 

linii, při progresi nebo intoleranci IM eventuálně SM, je schváleno podání RE (Caram, 

Schuetze, 2011).  

U RE byla potvrzena citlivost při přítomnosti sekundárních mutací v exonu 17 genu KIT. 

Recentně byl pro velkou škálu sekundárních mutací v genech KIT a PDGFRA zaveden 

switch-pocket inhibitor ripretinib. Pro mutace v genu PDGFRA včetně primárně rezistentní 
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mutace p.D842V je aktuálně schválen inhibitor I. třídy, avapritinib. Přehled terapeutického 

účinku jednotlivých inhibitorů na specifické sekundární mutace poskytuje Tab. 5. 

Tab. 5 Přehled senzitivity sekundárních mutací na TK inhibitory 

 
Upraveno dle Mathias – Machado et al., 2022 

Problémem progrese onemocnění je kromě primární a sekundární rezistence také selhání 

úplné eradikace nádorových buněk v nádorovém ložisku, popřípadě eradikace kmenových 

nádorových buněk. Ke kompletní eradikaci nádorových buněk nedochází ani při 

dlouhotrvající terapii inhibitory RTK. Inhibitory RTK selhávají v eradikaci nádorových 

buněk v 95 – 97 % případů. Rozpětí redukovaných nádorových buněk může totiž kolísat 

od více než 90 % až po méně než 10 %. Absolutní eradikace nádorových buněk dosud 

nebylo nikdy dosaženo (Corless, 2014; Ordog et al., 2015). Přežívající nádorové buňky 

jsou metabolicky v klidovém stadiu a neproliferují. Jejich výstup z buněčného cyklu je 

však reverzibilní (Ordog et al., 2015). Přetrvávání nádorových buněk navzdory pokračující 

terapii pomocí inhibitorů RTK umožňuje selekci klonů se sekundárními, na terapii 

rezistentními mutacemi. Přežívání nádorových buněk i u imatinib-senzitivních mutací je 
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umožněno přítomnosti skupiny buněk s nízkou expresí proteinu KIT, nebo buněk, u 

kterých vznikla ztráta exprese proteinu KIT (označení KIT-low/KIT-). Ačkoliv inhibitory 

RTK mohou kontrolovat diferenciaci, přežívání či proliferaci KIT+ buněk, nemohou 

odstranit imatinib-rezistentní KIT-low/KIT- kmenové buňky. Tyto buňky se následně 

stávají zdrojem relapsu onemocnění. Vznik sekundárních mutací rezistentních na IM 

v přežívajících prekurzorech může umožnit jejich diferenciaci v KIT+ buňky a tím jejich 

nekontrolovatelný růst. Předpokládaný model procesu přetrvávání nádorových buněk a 

klonální selekce buněk se získanými mutacemi uvádíme na Obr. 5. 

    

Obr. 5 Model klonální selekce buněk se získanými mutacemi. KIT+ nádorové buňky s expresí proteinu 

KIT a senzitivitou na terapii. KIT- představují buňky s nízkou expresí, nebo se ztrátou exprese proteinu KIT, 

které neodpovídají na terapii. Pokračující terapie ovlivní vznik sekundárních mutací v části perzistujících 

buněk (růžově značený kruh s KIT- buňkami). Tyto KIT- imatinib-rezistentní buňky se mohou diferencovat 

v KIT+ buňky a nekontrolovatelně růst. Stávají se tak následně zdrojem relapsu onemocnění. 

Upraveno dle Ordog et al., 2015 

1.3. KIT a PDGFRA nemutované GIST 

Z terapeuticko-indikačního hlediska byl donedávna nejvýznamnější a nejčastěji sledován 

mutační stav genů KIT a PDGFRA. Molekulární identifikace přítomnosti a lokalizace 

primárních mutací, výskyt sekundárních mutací při progresi onemocnění (s tím spojená 

primární a/nebo získaná rezistence na cílenou terapii IM), byly dlouhodobě důležitým 

cílem molekulárně-genetické analýzy GIST. V posledních letech se velice zajímavou a 
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z terapeutického hlediska otevřenou kapitolou stávají GIST, u kterých nebyly zjištěny 

mutace v genech KIT/PDGFRA.  

GIST bez přítomnosti mutací v genech KIT/PDGFRA tvoří u dospělých přibližně 10 – 15 

% případů (Antonescu, 2011; Astolfi et al., 2020; Nannini et al., 2014; Pitsava et al., 

2021; Wang et al., 2015). U mnohem vzácnějších pediatrických GIST je převážná většina 

nádorů KIT/PDGFRA nemutovaných (85 %) (Boikos et al., 2016). 

Dospělí pacienti s GIST s nemutovanými geny KIT/PDGFRA reprezentují heterogenní 

skupinu bez konkrétního vztahu k anatomické lokalizaci nebo ke klinické prezentaci. 

Pediatrické GIST reprezentují odlišnou klinicko-patologickou a rovněž molekulární 

skupinu nádorů s charakteristickou lokalizací v žaludku, multifokálním výskytem, 

rozvojem převážně u dívek a s nemutovanými geny KIT/PDGFRA (Antonescu, 2011).  

Historicky se GIST bez přítomnosti mutací v genech KIT/PDGFRA označují jako wild-

type (WT, KITWT/PDGFRAWT, nebo KIT/PDGFRA nemutované) (Astolfi et al., 2020; 

Nannini et al., 2014). Obecně jsou pacienti s KIT/PDGFRA nemutovanými geny méně 

senzitivní k terapii inhibitory TK (Antonescu, 2011). Molekulární biologie skupiny 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST je různorodá a svědčí o přítomnosti heterogenních 

podskupin s rozdílnými molekulárními odchylkami (Nannini et al., 2014; Nishida et al., 

2016a).  

20 – 40 % pacientů s nemutovanými geny KIT/PDGFRA vykazuje ztrátu funkce některé 

z podjednotek SDH komplexu. Označované jsou následně jako GIST s defektem SDH 

komplexu (Astolfi et al., 2020; Wang et al., 2015). 15 % GIST ze skupiny KIT/PDGFRA 

nemutovaných vykazuje přítomnost mutací v genech BRAF/RAS nebo v genu NF1 (Li, 

Raut, 2019). Označení této skupiny jako RAS-P mutované GIST je odkazem na RAS-

signální dráhu (RAS-pathway).    

Zbývající skupina GIST je označovaná jako KIT/PDGFRA/SDH/RAS-P nemutované, nebo 

taky „quadruple“ WT (qWT), tj. „čtyřnásobně“ nemutované GIST. Tato specifická skupina 

GIST se vyznačuje transkripčním profilem, který se výrazně liší od jiných typů GIST. 

Konkrétně, qWT vykazují nadměrnou expresí NTRK2 a rodiny ETS-transkripčních faktorů 

(ERG), které mohou hrát roli v patogeneze této skupiny GIST. Popsány byly přestavby 

genu NTRK, konkrétně NTRK3::ETV6, nebo FRGR1 (FGFR1::HOOK3 a 

FGFR1::TACC1) (Brenca et al., 2016; Shi et al., 2016). Mimoto byly u této skupiny GIST 

identifikovány somatické mutace v genech TP53, MEN1, MAX, CHD4, FGR1, CTDNN2, 
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CBL, ARID1A, BCOR a APC (Brčić et al., 2021). Pro úplnost a zpřehlednění problematiky 

heterogenity KIT/PDGFRA nemutovaných GIST slouží Obr. 6. 

 

Obr. 6 Přehled KIT/PDGFRA nemutovaných GIST. Nejpočetnější skupinu KIT/PDGFRA nemutovaných 

GIST tvoří podskupina GIST s defektem v některé z podjednotek SDH komplexu. V dalších podskupinách se 

setkáváme s přítomnosti mutací v genech pro intracelulární molekuly z MAPK signální dráhy (mutace 

v genech BRAF, NF1, nebo ze skupiny RAS). V části KIT/PDGFRA nemutovaných GIST, bez alterací 

v předchozích skupinách, označovaných rovněž jako „quadruple“ (čtyřnásobně) nemutované GIST byly 

identifikované mutace případně fúze v široké škále genů. 

Upraveno dle Nannini et al., 2017 

Přibližně jedna třetina až polovina všech KIT/PDGFRA nemutovaných sporadických GIST 

je spojena s poruchou v některé z podjednotek sukcinátdehydrogenázového komplexu 

(SDH) (Mou et al., 2018, Wang et al., 2015). GIST s defektem SDH zahrnují většinu 

pediatrických GIST (mladší než <18 let) a malou část GIST diagnostikovaných u mladých 

dospělých (rozpětí věku 18 – 30) (Gill et al., 2011). GIST, které jsou součástí syndromů 

CT (Carneyho triada) nebo CSS (Carney-Stratakis syndrom) reprezentují specifickou 

skupinu GIST s defektem SDH komplexu (Carney et al., 1977; Carney 1999; Carney, 

Stratakis, 2002; Stratakis, Carney, 2009).  

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

tvoří 4 proteinové podjednotky: SDHA, SDHB, SDHC a SDHD, které jsou kódovány 

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

al., 2015). Podjednotky SDHA a SDHB představují hlavní katalytickou doménu SDH. 
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Podjednotky SDHC a SDHD utvářejí komponentu pro ukotvení a zachycení celého 

komplexu na vnitřní membránu mitochondrie (Wu et al., 2019). SDH komplex se účastní 

na procesech Krebsova cyklu prostřednictvím své podjednotky A (SDHA), která 

zodpovědá za proměnu sukcinátu na fumarát (Niinuma et al., 2018). 

                            

Obr. 7 SDH komplex. SDH komplex je součástí Citrátového cyklu (Krebsův cyklus, cyklus 

trikarboxylových kyselin) a současně se účastní přenosu elektronů v rámci dýchacího řetězce 

v mitochondriích. 

Upraveno dle Niinuma et al., 2018 

Přítomnost inaktivačních mutací, nebo poškození kterékoliv z podjednotek SDH komplexu 

(SDHA, SDHB, SDHC, nebo SDHD) způsobí ztrátu proteinové exprese podjednotky 

SDHB (Beadling et al., 2013; Ibrahim, Chopra, 2020; Miettinen et al., 2011). Všechny 

mutace v podjednotkách SDH komplexu jsou tedy spolehlivě detekovány ztrátou exprese 

SDHB podjednotky (Gill et al, 2011; Miettinen et al, 2011). Zatímco ztráta proteinové 

exprese SDHB (IHC SDHB-) může být ovlivněna defektem v kterékoliv z podjednotek 

SDH komplexu, proteinová exprese podjednotky SDHA (pozitivita/negativita) je 

ovlivněna změnou pouze v genu SDHA (s přítomnosti inaktivačních mutací v genu SDHA) 

(Schaefer, Fletcher, 2018). Mutace v genu SDHA se vyskytují u přibližně 30 % SDHB 

negativních GIST (Mou et al., 2018; Pitsava et al., 2021). Alterace v SDH komplexu, které 

nejsou ovlivněny přítomnosti mutací v genech SDHA, SDHB, SDHC, nebo SDHD, mohou 

mít utlumenou aktivitu epigenetickým mechanizmem. Jedním z těchto mechanizmů je 

hypermetylace promotorů genů SDH komplexu (Ibrahim, Chopra, 2020; Pantaleo et al., 

2014). U Carneyho triády byla prokázána hypermetylace promotoru genu SDHC, která je 
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považována za epigenetický mechanizmus vzniku nádoru u tohoto syndromu (Gill, 2018; 

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

Mutace v genech SDH komplexu kromě nádorové transformace vedou rovněž k poruše 

funkce mitochondriálního komplexu II (v řetězci transportu elektronů), a následně 

k narušení oxidativní fosforylace. Ovlivnění fyziologických mechanizmů oxidativní 

fosforylace způsobí hromadění sukcinátu (je znemožněno jeho odbourávání se na fumarát) 

v rámci Krebsova cyklu. Nahromaděný sukcinát inhibuje degradaci HIF1α (Hypoxia 

inducible factor alpha) a tak vzniká efekt pseudohypoxie i za normálních podmínek 

oxidace tkání (Selak et al., 2005). Nadměrná akumulace HIF1α spouští v jádrech buněk u 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST transkripci růstových faktorů IGF1R a VEGFR 

(Tornillo, 2014; Wang et al., 2015). Zvýšená exprese IGF1R je tak přítomná u všech GIST 

s defektem SDH komplexu (na rozdíl od KIT/PDGFRA mutovaných GIST) (Chou et al., 

2012; Mou et al., 2018). Táto skupina GIST je v důsledku vysoké hladiny IGF1R méně 

citlivá na terapii IM. Na druhou stranu, nadměrná aktivace růstových faktorů IGF1R a 

VEGFR je slibným terapeutickým cílem skupiny GIST s defektem SDH komplexu (Tarn et 

al., 2008; Wang et al., 2015). 

Skupina KIT/PDGFRA nemutovaných GIST bez defektu SDH komplexu zahrnuje GIST 

s mutacemi v genech BRAF, RAS a NF1. GIST s mutacemi v uvedených genech 

BRAF/RAS nebo NF1 můžeme definovat jako „RAS-signální dráhy“ mutované GIST 

(Ravegnini, Ricci, 2019).  

S mutacemi v genu BRAF se setkáváme u přibližně 4 – 13 % KIT/PDGFRA nemutovaných 

GIST (Mathias-Machado et al. 2022). Protein BRAF je intracelulární kinázou, která hraje 

důležitou roli v signální dráze RAS-RAF-MEK-ERK (Davies et al., 2002). Pacienti 

s mutacemi v genu BRAF jsou molekulární skupinou GIST, která profituje z terapie 

selektivními inhibitory BRAF (Huang et al., 2013). BRAF mutované nádory jsou totiž 

rezistentní na inhibici prostřednictvím IM. Substituce p.V600E byla rovněž identifikována 

u pacienta se získanou rezistenci na terapii IM a absencí definovaného mechanizmu jejího 

vzniku (Agaram et al., 2008b). Sekundární mutace v genu BRAF tak mohou představovat 

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

Mutace v genu KRAS (eventuálně v genech NRAS, HRAS) se u pacientů s GIST vyskytují 

ve výrazně nižší míře než je tomu ve skupině GIST s mutacemi v genu BRAF. Frekvence 

mutací se pohybuje v rozpětí přibližně 1 – 11 % KIT/PDGFRA nemutovaných GIST. 
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Celkově jsou ovšem mutace v genu KRAS jedním z nejčastěji (30 %) mutovaných 

onkogenů v nádorech. Prevalence výskytu mutací v genu KRAS se ovšem v rámci 

jednotlivých typů nádorů výrazně liší (Wang et al., 2022). 

Další podskupinou KIT/PDGFRA nemutovaných GIST s alteracemi v RAS signální dráze 

jsou pacienti, u kterých se GIST vyvine v souvislosti s onemocněním neurofibromatózou 

typu 1 (NF1). Podle očekávání mají buď somatické mutace v genu NF1 nebo ztrátu 

nemutované NF1 alely. Výsledkem obou těchto molekulárních změn je aktivace signálních 

drah prostřednictvím MAP kinázové dráhy (Antonescu, 2011; Corless, 2014). GIST 

asociované s NF1 se typicky vyskytují v tenkém střevě a jsou často nízkého rizika s 

klinicky indolentním průběhem (Caram, Schuetze, 2011; Daum et al., 2010; Nishida et al., 

2016b; Zhao, Yue, 2012). Ačkoliv pacienti s metastatickým GIST, které jsou součásti 

syndromu NF1 typicky exprimují povrchovou molekulu CD117, z terapeutického hlediska 

se u nich setkáváme s horší odpovědí na terapii IM (Mathias-Machado et al. 2022; Ylä-

Outinen et al., 2019). Pro přehled uvedené problematiky je v Tab. 6 uveden přehled 

molekulárních skupin KIT/PDGFRA nemutovaných GIST.  

Tab. 6 Molekulární skupiny KIT/PDGFRA nemutovaných GIST  

 

Upraveno dle Liu et al. 2020 

Algoritmus molekulární diagnostiky pacientů s GIST zahrnuje mutační analýzu genů KIT a 

PDGFRA. Následné IHC vyšetření exprese SDHB podjednotky umožňuje ve skupině 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST rozlišit 2 podskupiny GIST. GIST s defektem SDH 

komplexu, eventuálně bez defektu SDH komplexu. Vyšetřením přítomnosti mutací, 
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případně epigenetických změn v podjednotkách SDH komplexu definujeme další 

podskupiny GIST, nebo syndromy. Přehledné schéma algoritmu vyšetření a klasifikace 

GIST poskytuje Obr. 8. 

 

Obr. 8 Schéma vyšetření a klasifikace GIST. CT – Carneyho triáda, CSS – Carney Stratakis syndrom.  

Volně upraveno dle Brčić et al., 2021 

Jednotlivé molekulární skupiny GIST s nemutovanými geny KIT nebo PDGFRA, jsou 

definovány svými specifickými klinicko-patologickými charakteristikami. Názorný 

přehled jednotlivých histopatologických a klinických znaků v daných podskupinách 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST poskytuje Obr. 9. 
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Obr. 9 Klinicko-patologické znaky KIT/PDGFRA nemutovaných GIST.  

Označení SDHB+/- označuje IHC pozitivitu nebo negativitu. Rovněž je tomu tak u IHC IGF1R+/-. 

Charakteristiky označené otazníkem určují znaky, u kterých aktuálně chybí dostatečné množství informací 

pro přesnou definici. 

Upraveno dle Pantaleo et al., 2015 

Recentně se skupina KIT/PDGFRA/SDH/RAS nemutovaných GIST stává velice zajímavou 

z molekulárního, klinického i terapeutického hlediska. Navíc se jedná důležitou skupinou 

z pohledu výzkumného zaměření. Prostřednictvím mutační analýzy a technik NGS byly 

detekované již výše uvedené mutace a fúzní transkripty (Obr. 6). Přehled alterací u 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST je ovšem značně rozsáhly a zahrnuje navíc geny 

FGFR1, ARID1A, ARID1B, SUFU, ATR, LTK, PARK2, a ZNF217 (Boikos et al., 2016; 

Brčić et al., 2021; Tang et al., 2016). Celkově s fúzními transkripty NTRK3::ETV6, 

FGFR1::HOOK3, FGFR1::TACC1 (Brenca et al., 2016), somatickými mutacemi v genech 

TP53, CHD4, CTDNN2, CBL, BCOR, NTRK2, COL22A1, APC (Pantaleo et al., 2017; Shi 

et al., 2016), eventuálně v genech MEN1 a MAX (Pantaleo et al., 2017) můžeme definovat 

více než 20 molekulárně-genetických podtypů GIST (Mou et al., 2018). Význam a role 

těchto genů v patogeneze vzniku GIST musí být ovšem ještě vymezeny. Nicméně, u 

některých KIT/PDGFRA/SDH/RAS nemutovaných GIST mutace, nebo epigeneticky 

podmíněné změny ještě detekovány nebyly.     

V literatuře se setkáváme s návrhem na vhodnější označení skupiny tzv. „nemutovaných“ 

GIST, které jsou tvořené přibližně 20 podtypy jako „neklasifikované“ GIST. Historicky 

používaný termín „nemutované“ GIST v souvislosti s poznatky o přítomnosti mutací ve 

všech výše uvedených genech neodpovídá skutečnosti, že se jedná o nemutované GIST. 

Přesnějším a vhodnějším temínem pro uvedenou skupinu by bylo označení 

„neklasifikovaný“ GIST.  

Kromě identifikace těchto skupin GIST má navíc zjištění příslušných molekulárních 

alterací v jednotlivých skupinách „neklasifikovaných“ GIST výrazný dopad na prognózu 

pacienta. Důležitým aspektem identifikace alterací je možnost poskytnutí potencionálního 

terapeutického cíle v rámci personalizované a precizní terapie (Alkhuziem et al., 2017). 

Přehled možných terapeutických cílů u jednotlivých molekulárních alterací shrnuje Tab. 7. 

Tabulka poskytuje jednak souhrn terapeutik používaných u GIST a mimo terapii GIST a 

jednak podle současných znalostí dostupných klinických studií zahrnujících GIST.  
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Tab. 7 Přehled terapeutických cílů 

   

Legenda: IM – imatinib mesylát, SU – sunitinib malát, RE – regorefenib,  

Upraveno dle Alkhuziem et al., 2017 

1.4. Prognostický význam markerů proliferace a senescence 

GIST vykazuje širokou škálu rozdílného biologického chování v rozsahu od benigního po 

maligní. Předpovědět maligní potenciál onemocnění pouze na základě klinického projevu 

nádoru a patologických nálezů kromě metastáz je obtížné. Jeden faktor, nebo dokonce 

kombinace dvou faktorů pro spolehlivé předpovídání maligního potenciálu nedostačuje. Při 

odhadu biologického chování nádoru se v rámci patologického zhodnocení využívá 

několik parametrů. Mezi dva nejdůležitější prognostické faktory patří velikost nádoru a 

mikroskopickým vyšetřením stanovená mitotická aktivita (Bertolini et al., 2008; Miettinen, 

Lasota, 2001). Nádory o velikosti menší než 5 cm jsou obyčejně benigní, zatímco nádory 

větší než 5 cm se považují za rizikové nebo za maligní. Nicméně i nádory menší než 5 cm 

mohou metastazovat (Koon et al., 2004). Mitotická aktivita pod 5 mitóz/5 mm2 je běžně 

považována jako limit pro předpoklad benigního chování nádoru. Odhad má však svá 

rizika, protože malé procento mitoticky neaktivních nádorů později metastazuje. Vysoký 

mitotický index naopak předurčuje maligní chování nádoru, nízký mitotický index 

nezaručuje příznivou prognózu (Miettinen, Lasota, 2001). V průběhu let byly několikrát 
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navržené a revidované kritéria pro kategorizaci a hodnocení biologického rizika GIST 

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

nádorů měkkých tkání a kostí, 5. vydání – WHO, 2020). Rozdíly mezi jednotlivými 

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

Tab. 8 Přehled klasifikací prognostického rizika u GIST 

    

Legenda: NIH – National Institutes of Health, AFIP – Armed Forces Institute of Pathology, MI – mitotický 

index, cm - centimetr 

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

Tab. 9 Prognostické znaky u GIST dle WHO 2020 
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Legenda: číslami s procenty je označena početnost progrese onemocnění (metastázy nebo úmrtí) u 

jednotlivých parametrů v daných lokalizacích zjištěných při dlouhodobém sledování.  

Upraveno dle Miettinen, Lasota, 2006 a WHO 2020 

Recentně rovněž pozorujeme snahu o rozšíření kritérii a klasifikace GIST o zahrnutí 

stanovení specifického mutačního genotypu nádoru (Brinch et al., 2022; Hølmebakk, 2021; 

Rutkowski et al., 2021). Navzdory propracovanému systému prediktivního hodnocení 

GIST se setkáváme s případy, které svým chováním neposkytují možnost predikce 

biologického chování. Rozhodující je určení biologického chování a možné predikce rizika 

zejména u případů hodnocených ve skupině nízkého a velmi nízkého rizika. Nevyhnutnou 

se tedy stává cesta ke standardizaci jednotlivých faktorů proliferace nádoru, případně 

procesů maligní progrese. Jednou z cest je objektivizace biologického rizika GIST 

s využitím molekulárně-genetických metod. 

Vyšetření proteinové exprese proliferačních markerů v histopatologickém vyšetření tak 

mohou doplnit vysoce citlivé a reprodukovatelné metody kvantitativní RT PCR, které 

poskytnou objektivní hodnocení predikce biologických vlastností GIST. Kvantitativní 

metody, založené na sledování expresních hladin mRNA vybraných proliferačních 

markerů v reálném čase, umožňují zjistit jejich přesné počty kopií nebo koncentrace.  

Stanovili jsme si za cíl zjistit mRNA expresní hladiny proliferačních markerů Ki-67, 

TPX2, TOP2A a telomerázové podjednotky hTERT ve skupině GIST v porovnání 

s onemocněními s předpokládanou nízkou, respektive vysokou proliferační aktivitou 

(leiomyosarkom vs. Burkittův lymfom) a ve skupinách benigních a maligních GIST 

s ohledem na určení rizika agresivního chování se nádoru.    

1.4.1. Proliferační marker Ki-67 

Protein Ki-67 je široce využívaným makrem pro zjišťování proliferační aktivity 

nádorových buněk. Protein Ki-67 plní důležitou roli jednak v průběhu mitotického dělení 

buněk, ale rovněž v interfázi buněčného cyklu. V průběhu buněčného cyklu se jeho 

distribuce v buňce dramaticky mění. Lokalizace Ki-67 koreluje s jeho rozdílnou funkci 

v těchto fázích. Při mitotickém dělení je protein Ki-67 nezbytný pro formaci 

perichromozomální vrstvy (PCL). Jedná se o ribonukleoproteinovou vrstvu, která obaluje 

kondenzované chromozomy. Na druhé straně, je protein Ki-67 v průběhu interfáze 

nezbytný pro normální distribuci heterochomatínu (Sun, Kaufman, 2018). 
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Exprese proteinu Ki-67 je úzce spojena s proliferací nádorových buněk (Li et al. 2022). 

Slouží pro zjišťování odhadu biologického chování nádorů a rovněž predikce subpopulace 

pacientů, kteří budou odpovídat na terapeutický zásah. Po klinické stránce, exprese Ki-67 

koreluje s metastatickým postižením. Navíc exprese Ki-67 je významně vyšší u maligních 

nádorů s nízce diferencovanými nádorovými buňkami (Li et al., 2014).  

Studie zabývající se expresi proliferačního markeru Ki-67 u pacientů s GIST uvádějí jeho 

nezastupitelnou roli v predikci nepříznivé prognózy tohoto onemocnění, horší odpovědi na 

cílenou terapii IM a rovněž zvýšeného rizika rekurence nádoru (Kadado et al., 2022; Pyo et 

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

1.4.2. Proliferační marker TPX2 

Protein TPX2 (Targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2) je dalším proteinem, 

který je úzce spojený s procesy buněčného cyklu (Heidebrecht et al., 1997). TPX2 patří do 

rodiny proteinů spojených s tvorbou mikrotubulů (Wang et al., 2020). Všichni členové této 

rodiny obsahují konzervovaný TPX2 motiv, kterým interagují s mikrotubuly (Zou et al., 

2018a). Protein TPX2 plní zásadní roli při mitotickém dělení buňky a sestavování dělícího 

vřeténka. Dělící vřeténko je nepostradatelné pro normální průběh dělení (Wittmann et al., 

2000). Zvýšená exprese TPX2 byla pozorována u rozdílných typů nádorů, indikovala růst 

nádoru a tvorbu metastáz a korelovala s nepříznivou prognózou onemocnění (Wei et al., 

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

Enzym Aurora kináza A (AURKA), kterého aktivita je závislá na fosforylaci a na 

přítomnosti proteinu TPX2 (Bayliss et al., 2003), byl identifikován jako nezávislý 

nepříznivý prognostický znak pro riziko progrese pokročilého GIST a rekurence 

lokalizovaného nádoru u pacientů s GIST (Cheng et al., 2021; Yeh et al., 2014). Expresní 

hladiny TPX2 byly rovněž hodnoceny jako ukazovatel prognózy GIST ve studii autorů 

Chen et al. (2018a). Navíc podle uvedené studie může exprese TPX2, společně s dalšími 

geny, sloužit pro predikci adjuvantní terapie.  

1.4.3. Proliferační marker TOP2A 

Gen TOP2A kóduje enzym DNA topoizomerázu, která kontroluje a upravuje topologický 

stav dvoušroubovice DNA v průběhu transkripce. Protein TOP2A je v maximálních 

hladinách exprimován ve fázích G2 a M buněčného cyklu (Nielsen et al., 2020), a je nutný 

pro replikaci DNA a segregaci chromozomů v průběhu mitotického dělení buňky 

(Earnshaw et al., 1985). Podle několika studií souvisí vysoké hladiny TOP2A s horší 



38 
 

prognózou onemocnění v řadě maligních nádorů (An et al., 2018; Chen et al., 2015; Pei et 

al., 2018; Zhao et al., 2020; Zhou et al., 2018). Podle několika studií byly vyšší hladiny 

exprese TOP2A významně spojeny se skupinou GIST vyššího rizika (Bertucci et al., 2012; 

Nowak et al., 2022). 

1.4.4. Marker senescence - hTERT 

Telomeráza reguluje de novo syntézu telomér, konců eukaryotických chromozomů, čímž je 

chrání před ztrátou, fúzí a degradací. Teloméry se skládají z tisíců kopií jednoduchých 

hexanukleotidových opakování TTAGGG. S každým buněčným dělením dochází ke 

zkracování konců chromozomů, až po dosažení kritické délky, kdy dochází k apoptóze 

buňky.  

Mnoho typů nádorových buněk udržuje integritu svých telomér reaktivací enzymu 

telomerázy. Obnovení aktivity enzymu telomerázy vede k prodlužování konců 

chromozomů, což ovlivňuje životnost buňky. Jedná se tedy o jeden z mechanizmů, který 

zaručuje přežití zejména silně proliferující tkáně, jako je tomu u maligních nádorů 

(Günther et al., 2000). Malá část nádorových buněk získává výhodu přežívání 

prostřednictvím alternativního mechanizmu prodlužování telomér. Mezi mechanizmy 

udržování délky telomér patří genetické mechanizmy, jakými jsou mutace v promotoru, 

amplifikace, zárodečné genetické variace, přestavby, nebo epigenetické mechanizmy 

v podobě metylace DNA, případně nekodujících RNA (Gaspar et al., 2018). 

Vyšetření telomerázové aktivity u GIST jako první zjišťovali Sakurai et al. (1998). Autoři 

zjistili spojení mezi telomerázovou aktivitou a stupněm diferenciace těchto nádorů. 

Všechny GIST, které vykazovaly aktivitu enzymu telomerázy, byli nádory s vysokým 

stupněm rizika, velkých rozměrů a špatnou prognózou. Přítomnosti mutací v promotoru 

genu TERT u pacientů s GIST se zabývala práce autorů Campanella et al. (2015). Autoři 

v uvedené studii zjistili přítomnost mutací v promotoru genu TERT u GIST s nižší 

frekvenci (4 %), na rozdíl od nádorů močového měchýře (85 %), gliomů (50 %), nádorů 

štítné žlázy (15 %), nebo melanomů (22 – 85 %). 
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2. CÍLE PRÁCE 

2.1. Primární a sekundární mutace v genech KIT a PDGFRA 

V současné době se setkáváme s velkým rozmachem cílené léčby pomocí 

nízkomolekulárních inhibitorů, protilátek proti specifickým receptorům nebo 

prostřednictvím check-point inhibitorů (inhibitory molekul CTLA-4, PD-1, PD-L1). 

Novotvary GIST jsou nejpočetnější skupinou mezenchymálních nádorů, které jsou 

definovány rezistencí na radioterapii a chemoterapii. Pochopení patogeneze onemocnění 

GIST prostřednictvím aktivačních mutací v genech pro receptorové kinázy KIT a 

PDGFRA vedlo k použití cílené biologické terapie pro pacienty s metastatickým 

postižením, nebo s neoperabilními, případně rekurentními nádory. GIST jsou skupinou 

solitárních nádorů, u kterých byla poprvé použitá cílená terapie pomocí inhibitorů RTK. 

Terapeutická odpověď pacientů na tuto léčbu je závislá na lokalizaci primárních mutací. 

Molekulární analýza mutačního stavu genů KIT a PDGFRA je součástí teraupeuticko-

indikační patologie. Predikuje citlivost nádoru na cílenou léčbu. Sekundární mutace jsou 

nejčastějším mechanizmem získané rezistence. Jejich detekce je klíčová. Pro splnění 

tohoto účelu jsme si vytyčili následující cíle: 

     ● zavést a optimalizovat molekulární vyšetření mutačního stavu genů KIT a PDGFRA  

u pacientů s GIST 

     ● analyzovat spektrum a lokalizaci primárních mutací v genech KIT a PDGFRA 

     ● zavést a optimalizovat metodu pro efektivní skríning mutací, konkrétně ověřit metodu 

analýzy křivek tání s vysokým rozlišením (HRM - High Resolution Melting Curve 

Analysis) 

     ● potvrdit mechanizmus získané rezistence pacientů na terapii inhibitory RTK a 

detekovat sekundární mutace 

     ● v rámci mutační analýzy ověřit platnost teorie, že nádory u jednoho jedince mohou 

vykazovat významnou intranádorovou a internádorovou heterogenitu sekundárních mutací      

2.2. Molekulární analýza KIT /PDGFRA nemutovaných GIST   

Skupina GIST s nemutovanými geny KIT a PDGFRA je výrazně heterogenní. Na jejich 

vzniku se podílí několik genových alterací (mutace v genech BRAF, RAS, změny v genech 

SDH komplexu, fúzní geny ETV6::NTRK3, případně FGFR1::TACC1, apod.). Náš zájem o 



40 
 

tuto skupinu GIST byl podporován nižší terapeutickou odezvou pacientů na inhibitory 

RTK a rozdílným patomechanizmem vzniku navzdory stejné morfologii s mutovanými 

KIT nebo PDGFRA. Pro detekci nových změn je nutné zavést několik laboratorních metod. 

Rozšíření mutační analýzy u pacientů s GIST s nemutovanými geny KIT a PDGFRA 

umožňuje identifikovat nové terapeutické cíle (inhibitory BRAF, MEK, PI3K/mTOR, 

IGF1R). Naším dalším cílem bylo ve skupině GIST s nemutovanými geny KIT a PDGFRA 

provést molekulární vyšetření alterací v dalších genech pro signální molekuly, případně 

fúzních genů pro demonstraci heterogenity této skupiny GIST. Konkrétně bylo naším 

cílem: 

     ● zavést a optimalizovat alelově specifickou PCR (AS PCR), která nám umožní 

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

     ● pokračovat ve spolupráci při detekcí mutací a defektů v genech SDH komplexu ve 

skupině nemutovaných GIST, popřípadě změn v genu NF1 

     ● ve skupině GIST s nemutovanými geny KIT a PDGFRA bez mutací v genu BRAF, 

bez defektů či mutací v genech SDH komplexu, nebo genu NF1 zavést a optimalizovat 

metodiku a následně provést mutační analýzu v dalších vybraných genech, konkrétně 

v genech ze skupiny RAS (KRAS a NRAS – v exonech 2, 3 a 4), v genu AKT1 (exon 2), 

ATR (exon 43) 

     ● rozšíření analýzy KIT nebo PDGFRA nemutovaných GIST o detekci fúzních genů, 

konkrétně ETV6::NTRK3 a TACC1::FGFR1 ve vzorcích cDNA (komplementární DNA) 

pacientů, tj. zavedení a optimalizace metody kvalitativní RT PCR na detekci výše 

uvedených fúzních transkriptů. 

2.3. Expresní analýza mRNA markerů proliferace a senescence 

Určení prognózy onemocnění GIST je založeno na zjištění mitotické aktivity nádoru, 

proliferačním indexu (detekovaného IHC vyšetřením proliferačního markeru Ki-67) a 

lokalizace nádoru. Morfologické určení mitotické aktivity a IHC vyšetření proliferačního 

indexu je objektivně zatíženo intrapersonální a interpersonální interpretací. Naším cílem je 

molekulárně zpřesnit prognózu onemocnění a predikovat biologické vlastnosti nádoru na 

základě vyšetření exprese vybraných proliferačních markerů zahrnutých do procesů 

buněčného cyklu a telomerázové aktivity podjednotky hTERT na hladinách mRNA těchto 

markerů, prostřednictvím velice senzitivní a reprodukovatelné metody absolutní 
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kvantifikace v reálném čase (RQ RT PCR). Při vyšetření exprese vybraných proliferačních 

markerů jsme se zaměřili na dobře popsané a známé procesy v jednotlivých etapách 

buněčného cyklu a specifickou expresí jednotlivých proliferačních markerů v těchto 

etapách. Naším dalším cílem byla: 

     ● příprava plazmidů, ředění a definice standardní řady pro následní změření a sestrojení 

kalibračních křivek proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerázové 

podjednotky hTERT 

     ● změření a sestrojení kalibrační křivky provozního (tzv. „housekeeping“) genu ABL 

     ● analýza expresních hladin vybraných proliferačních markerů a telomerázové 

podjednotky hTERT v skupině GIST, a ve skupinách nádorů s nízkou a vysokou 

proliferační aktivitou (leiomyosarkom vs. Burkittův lymfom), jako kontrolních skupin pro 

určení proliferační aktivity 

     ● zjištění expresních hladin mRNA proliferačních markerů a telomerázové podjednotky 

v definovaných skupinách maligních vs. benigních GIST s úmyslem stanovení 

objektivního rizika maligního chování se nádoru 

     ● analýza křivek přežití 
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3. MATERIÁL A METODY 

3.1. Materiál 

Vzorky pro molekulární analýzu GIST jsme analyzovali v Laboratoři molekulární 

patologie, která je součástí Ústavu patologie a molekulární medicíny 2. lékařské fakulty 

Univerzity Karlovy v Praze a Fakultní nemocnici v Motole v rámci jejich komplexní 

diagnostiky. Kromě těchto vzorků jsme dále molekulárně vyšetřovali externí vzorky (z 

Oddělení patologie Fakultní Thomayerově nemocnici v Krči, Patologie Mladá Boleslav, 

Patologie České Budějovice, z Masarykova onkologického ústavu v Brně, Patologie 

Liberec, Patologie Mělník, Patologie České Budějovice), které byly na náš ústav zaslány 

v rámci konzultačních biopsií.  

Molekulární analýzu vzorků jsme ve velké většině provedli z primárních nádorů 

lokalizovaných v rámci trávicího traktu. V menší míře jsme vyšetřovali vzorky primárních 

nádorů uložených mimo trávicí trubici (extragastrointestinálně). Kromě primárních nádorů 

jsme molekulárně vyšetřili odebraný materiál po recidivě onemocnění a vzorky z metastáz.  

Primární diagnóza GIST se opírala o komplexní morfologické vyšetření a následní 

imunofenotypové vyšetření pomocí imunohistochemie (IHC). Pro molekulární vyšetření 

jsme tedy použili vzorky od pacientů s morfologicky a IHC verifikovanou diagnózou 

GIST. 

Molekulární vyšetření mutačního stavu jsme analyzovali jak na archivním materiálu 

Ústavu patologie a molekulární medicíny, tak na materiálu od nově diagnostikovaných 

pacientů. 

Klinická data od pacientů na terapii v I., II., nebo III. linii cílené biologické léčby jsme 

získali ve spolupráci s primářem MUDr. Zdeňkem Linkem z Onkologické kliniky na 2. 

lékařské fakultě Univerzity Karlovy v Praze a Fakultní nemocnici v Motole. Molekulární 

analýza rozsáhlejších delecí pomocí metody MLPA a detekci delecí, případně substitucí 

v genech SDH komplexu (MLPA eventuálně NGS technologie) byla provedena ve 

spolupráci s MUDr. Alešem Víchou, PhD. Z Kliniky dětské hematologie a onkologie na 2. 

lékařské fakultě Univerzity Karlovy v Praze a Fakultní nemocnici v Motole. 
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3.2. Metody 

3.2.1. Izolace nukleových kyselin 

Celkovou DNA a RNA ze vzorků zmrazené tkáně jsme izolovali trizolovou metodou. 

V prvním kroku jsme k 10 řezům zmražené tkáně o šířce 5 µm přidali 1 ml TRI 

Reagentu (Invitrogen Ltd., Carlsbad, CA, USA). Následní postup jsme provedli podle 

doporučených instrukcí výrobce. 

Nukleové kyseliny (DNA a RNA) pro molekulární analýzu u archivních vzorků 

fixovaných ve formolu a zalitých do parafinu (FFPE – formaline-fixed paraffine-

embedded) jsme izolovali použitím komerčních kitů firmy Qiagen podle protokolu 

výrobce. Konkrétně jsme použili kit QIAamp DNA Tissue FFPE Kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany) pro izolaci celkové DNA a kit QIAamp RNA Tissue FFPE Kit (QIAGEN, 

Hilden, Germany) pro izolaci celkové RNA. Podle velikosti vyšetřovaného vzorku tkáně 5 

řezů o šířce 5 µm, nebo v případě jehlových biopsií (např. punkce jaterních metastáz) 10 

řezů o šířce 5 µm. 

3.2.2. Kontrola kvality nukleových kyselin 

Kvalitu a integritu izolované DNA (u vzorků získaných z archivních vzorků FFPE se 

setkáváme s degradací NK) a její schopnost amplifikovat se v průběhu reakcí jsme 

zjišťovali jednak měřením koncentrace DNA pomocí spektrofotometrické metody na 

NanoDropu ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a jednak 

testováním amplifikace úseků definovaných exonů vybraných genů dle publikace van 

Dongen et al., (2003). Rovněž jsme kontrolovali schopnost amplifikace cDNA 

(komplementární DNA) pomocí amplifikace specifického produktu kontrolního genu ABL. 

Sekvence primerů pro amplifikaci PCR produktu genu ABL jsou uvedeny v Příloze 13.1. 

Výsledky amplifikace specifického PCR produktu (jednak z kontroly kvality a integrity 

izolované DNA a jednak z kontroly schopnosti amplifikace cDNA) jsme vizualizovali na 

1.5 % agarosovém gelu. Na přípravu 1.5 % agarosového gelu používáme tablety 

TopVision Agarose tablets (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 10x TBE 

pufr (Tris-borát EDTA) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Na vizualizaci 

všech specifických PCR produktů jsme použili GelRed®Nucleic Acid Gel Stain (Biotium 

Inc., Fremont, CA, USA). Reakční podmínky (teploty, doba trvání a počty cyklů) kontroly 

amplifikace úseků DNA a cDNA jsou uvedeny v Tab.10.  
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Tab. 10 Přehled reakčních podmínek kontroly integrity DNA a cDNA 

   

3.2.3. Reverzní transkripce 

Reverzní transkripci jsme použili na převedení jednovláknové RNA na dvouvláknovou 

komplementární DNA (cDNA). cDNA jsme syntetizovali použitím 10 µl izolovanej RNA 

v celkovém objemu reakce 20 µl. Reakční směs dále obsahovala 5x koncentrovaný reakční 

pufr pro reverzní transkriptázu, 0.1 M roztok dithiothreitolu (DTT), roztok náhodných 

hexamerních primerů (250 pM), směs deoxyribonukleosidtrifosfátů (dNTP) (100mM) a 

200 jednotek enzýmu MMLV reverzní transkriptázy (Invitrogen Ltd., Carlsbad, CA, 

USA). Reakční směs jsme následně inkubovali při 37°C po dobu 1 hodiny (Kalfusova et 

al. 2016). 

3.2.4. Detekce přítomnosti mutací - sekvenování dle Sangera 

Mutační analýzu genů KIT a PDGFRA jsme uskutečnili amplifikací a sekvenováním exonů 

9, 11, 13 a 17 genu KIT a exonů 12, 14 a 18 genu PDGFRA. Sekvence primerů 

jednotlivých exonů jsme použili z publikace autorů Daum et al. (2007). Mimoto jsme 
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vyšetření mutačního stavu genů KIT a PDGFRA u některých vzorků rozšířili o amplifikaci 

exonu 8 genu KIT, kde se mutace mohou rovněž v menší míře vyskytovat. Navíc jsme 

analýzu obohatili o amplifikaci exonů 14 a 18 genu KIT. V exonech 14 a 18 genu KIT se 

mohou vyskytovat sekundární mutace. 

Kromě toho, molekulární analýzu GIST s nemutovanými geny KIT a PDGFRA jsme 

rozšířili o vyšetření přítomnosti mutací v exonech 11 a 15 genu BRAF, exonech 2, 3 a 4 

genů KRAS a NRAS, exonech 9 a 20 genu PIK3CA, v exonu 2 genu AKT1, exonu 43 genu 

ATR, a fúzních transkriptů FGFR1::TACC1 a ETV6::NTRK.  

U všech výše uvedených genů jsme použili Master Mix PCRBIO HS Taq Mix Red (PCR 

Biosystems Ltd., London, UK) za reakčních podmínek uvedených v Tab. 11.  

Tab. 11 Přehled reakčních podmínek  

     

Tab. 11 Teplota hybridizace (komplementárního nasednutí primerů) se u jednotlivých exonů lišila. Při teplotě 

60°C docházelo k hybridizaci primerů pro exony genů KIT, PDGFRA, KRAS, NRAS, AKT1, ATR, PIK3CA, 

BRAF, a fúzní transkripty FGFR1::TACC1 a ETV6::NTRK3. Teplota 56°C byla optimalizována pro 

amplifikaci exonu 2 genu KRAS. V případě hybridizace primerů pro exon 4 genů KRAS a NRAS jsme použili 

hybridizační teplotu 62°C. 

Sekvence primerů všech výše uvedených exonů uvádíme v Příloze 13.1. Specifické PCR 

amplifikační produkty jsme přečistili pomocí GEL/PCR DNA Fragments Extraction Kit 

(GENEAID Biotech Ltd., New Taipei, Taiwan) podle instrukcí výrobce.  

Asymetrickou PCR amplifikovaných produktů jsme provedli prostřednictvím BigDye® 

Terminator v1.1, nebo v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA). Reakční podmínky sekvenační reakce jsou uvedeny v Tab. 12. 
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Tab. 12 Přehled reakčních podmínek sekvenační reakce dle Sangera                                                 

Sekvenační produkty jsme následně přečistili pomocí NucleoSEQ® Columns (Macherey-

Nagel GmbH&Co. KG, Düren, Germany) na základě doporučení výrobce. Pořadí 

nukleotidů jsme detekovali pomocí kapilární elektroforézy na Genetickém analyzátoru 

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

Zjištěné mutace jsme analyzovali porovnáním sekvence pacientovy vzorky s referenční 

sekvenci exonů uvedených genů získanou z databáze http://www.ncbi.nlm.nih.gov. 

Všechny vyšetřené mutace jsme u každého vzorku pacienta potvrdili opětovným 

(nezávislým) provedením analýzy, tj. opětovnou amplifikací daného exonu a jeho 

sekvenací (Kalfusova et al. 2019).  

Při určování pořadí nukleotidů a detekcí mutací dle Sangera se setkáváme s limitaci 

metody ve vztahu k množství nádorových buněk ve vzorku. Citlivost metody sekvenace 

dle Sangera se pohybuje v rozmezí minimálně 15 – 25 % nádorových buněk ve vzorku (de 

Leng et al., 2016; Smits et al., 2014). Všechny námi vyšetřované vzorky prošly proto 

histologickou revizí a u všech jsme vybrali ty, které obsahovaly více než 20 % nádorových 

buněk.  

3.2.5. Alelově specifická PCR 

Kromě amplifikace exonu 15 genu BRAF a určení jeho mutačního stavu jsme zavedli a 

optimalizovali alelově specifickou PCR pro cílenou detekci mutace p.V600E (jedná se o 

nejčastější substituční záměnu v genu BRAF). Oligonukleotidové sekvence příslušných 

primerů pro alelově specifickou PCR uvádíme rovněž v Příloze 13.1. Reakční podmínky 

alelově specifické PCR uvádíme v Tab. 13. Pro reakční směs jsme použili Master Mix 

PCRBIO HS Taq Mix Red (PCR Biosystems Ltd., London, UK). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tab. 13 Reakční podmínky alelově specifické PCR 

    

Specificitu alelově specifické PCR (amplifikaci mutačně specifického primeru) jsme 

zjišťovali na vzorcích nádorů bez mutace p.V600E. Použili jsme počty vyšetřovaných 

buněk bez mutace p.V600E ve zvolených procentech 30 %, 60 %, 70 %, 80 – 90 % a 90 % 

(Obr. 10). 

 

Obr. č. 10 Specificita alelově specifické PCR. Specificitu alelově specifické PCR jsme stanovovali ve 

vzorcích DNA bez přítomnosti mutace p.V600E v exonu 15 genu BRAF. Pro určení specificity alelově 

specifické PCR jsme zvolili vzorky s histopatologicky verifikovanými procenty vyšetřovaných buněk bez 

mutace: 30 %, 60 %, 70 %, 80 – 90 %, a 90 %. Zkratkou WT označujeme amplifikovaný produkt bez 

přítomnosti mutace (v uvedené reakci jsme použili primer k nemutované alele). Zkratkou MUT je označená 

reakce, kde jsme použili primer k mutované alele. M označuje velikostní marker a sterilní voda je v reakci 

použitá jako negativní kontrola. 

Senzitivitu alelově specifické PCR ve smyslu určení procenta buněk s mutací p.V600E 

v exonu 15 genu BRAF jsme stanovili na hodnotu 1 % mutovaných buněk (Obr. 11). 
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Obr. 11 Senzitivita alelově specifické PCR. Senzitivitu alelově specifické PCR jsme stanovovali ve 

vzorcích DNA s přítomnosti mutace p.V600E v exonu 15 genu BRAF. Pro určení senzitivity alelově 

specifické PCR jsme cíleně zvolili vzorek s histopatologicky verifikovaným počtem nádorových buněk o 

hodnotě 20 % a následně jsme DNA tohoto vzorku naředili, pro dosažení procenta buněk s mutací p.V600E 

o hodnotách 10 %, 5 %, 2.5 % a 1 %. Rovněž jako je tomu u Obr. 10, zkratkou WT označujeme 

amplifikovaný produkt bez přítomnosti mutace (použitý primer k nemutované alele) a zkratkou MUT 

označujeme amplifikovaný mutovaný produkt (použitý primer k mutované alele). Zkratka M označuje 

velikostní marker a negativní kontrolou je sterilní voda. 

3.2.6. Analýza křivek tání s vysokým rozlišením - HRM 

Analýza křivek tání s vysokým rozlišením (HRM – High Resolution Melting) je vysoce 

senzitivní a rychlou metodou pro skríning jednonukleotidových i vícenukleotidových změn 

v DNA v heterozygotním i homozygotním stavu. Základním principem HRM je analýza 

křivek tání s vysokým rozlišením. V průběhu PCR dochází k inkorporaci fluorescenčního 

barviva, které je součástí reakční směsi, do dvouvláknové DNA. Postupným zahříváním, tj. 

zvyšováním teploty vzniklé dvouvláknové DNA dochází k meltingu (denaturaci) 

dvouvláknové DNA na jednovláknovou DNA a postupnému uvolnění fluorescenčního 

barviva. Intenzita uvolněného barviva je snímána fluorescenčním detektorem. Výsledkem 

je křivka tání (Obr. 12), která popisuje závislost intenzity fluorescence na teplotě.  
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Obr. 12 Křivka tání. Křivka tání se skládá z tzv. pre-denaturační (pre-melting) fáze, v průběhu které je 

v reakci přítomna pouze dvouvláknová DNA (dsDNA) a intenzita fluorescence je nejvyšší. Při postupném 

zvyšováním teploty dochází k denaturaci dsDNA a poklesu intenzity fluorescence, tzv. „melt fáze“, tj. fáze 

tání. Tm je teplota tání, která je potřebná pro dosažení disociace dvouvláknové DNA na jednovláknovou (na 

obrázku teplota 84°C). V průběhu tzv. post-melt fáze je v reakční směsi přítomna jednovláknová DNA 

(ssDNA) a intenzita fluorescence je nízká (minimální).  

Přítomnost změny v sekvenci DNA (mutace, SNP, krátké delece, inzerce) má za následek 

výskyt „nekomplementárních“ bází. Taková molekula DNA je méně stabilní a denaturuje 

při nižší teplotě. Tvar křivky tání se v případě přítomnosti alterace v molekule DNA mění 

vůči tvaru křivky nemutované DNA. Přibližný průběh křivek tání mutované a nemutované 

DNA znázorňuje Obr. 13. 

     

Obr. 13 Průběh křivky tání mutované a nemutované DNA. Průběh křivky tání se liší již při 

jednonukleotidové záměně v sekvenci DNA. 

Pro vysokorozlišovací analýzu křivek tání jsme v našem případě použili reakční směs 

obsahující LightCycler 480 High Resolution Melting Master Mix (Roche Diagnostic, 

Mannheim, Germany), 200nM každého z primerů, 5μL DNA o koncentraci 25 ng/ul 

(doporučené rozmezí 5-30 ng/ul DNA) v celkovém objemu 20μL.  

Pro amplifikaci a následní analýzu křivek tání jednotlivých exonů jsme použili primerů 

využívaných na amplifikaci specifických PCR produktů a pro následní určení pořadí 

nukleotidů pomocí Sangera. Analýza křivek tání probíhala na přístroji LightCycler 480 II 

Systém (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Reakční podmínky (teplota, doba trvání 

jednotlivých cyklů a počet cyklů) analýzy křivek tání (HRM) jsou přehledně uvedeny 

v Tab. 14. 
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Tab. 14 Reakční podmínky analýzy křivek tání s vysokým rozlišením  

      

3.2.7. Mutační analýza prostřednictvím Sekvenování nové generace (NGS) 

Určení mutačního statusu prostřednictvím metody Sekvenování nové generace (NGS) 

jsme použili u několika pacientů. Konkrétně pro ověření přítomnosti primárních a 

sekundárních mutací v genech KIT a PDGFRA v některých vzorcích, nebo pro detekci 

přítomnosti fúze NTRK u pacienta s progresí onemocnění na terapii inhibitory TK. Ve 

spolupráci s MUDr. Alešem Víchou, Ph.D. se pomocí metody NGS detekovala přítomnost 

mutací v genech SDH komplexu.  

Metoda NGS využívá principu paralelizace procesu sekvenování, při kterém dochází 

k sekvenování tisíců až milionů sekvencí současně. Výsledkem je rychlé získání velkého 

množství osekvenovaných vzorků najednou.  

Detekci mutačních variant jsme provedli prostřednictvím panelu TruSight® Tumor 26 

(Illumina® Inc. San Diego, CA, USA), nebo speciálního uživatelského panelu genů 

NimbleGen Custom panel (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Recentně v rámci 

personalizované medicíny používáme somatický panel VariantPlex® HS Solid tumor kit 

(ArcherTM Boulder, CO, USA). Pro diagnostické určení přítomnosti fúzního transkriptu 

ETV6::NTRK3 a/nebo terapeutickou indikaci inhibitorů NTRK jsme použili platformu 

Archer FusionPlex Lung V2 kit (ArcherTM, Boulder, CO, USA). Portfolio testovaných 

genů zahrnovalo fúzní geny ALK, BRAF, EGFR, FGFR1, FGFR3, MET, NRG1, NTRK1, 

NTRK2, NTRK3, RET, a ROS1. Získaná data z výše zmíněných panelů jsme analyzovali 

pomocí softwaru Illumina Variant StudioTM 3.0 (Illumina® Inc. San Diego, CA, USA), 
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NextGENe V2.4.2.2 od společnosti SOftGenetics (SoftGenetics, PA, USA), nebo recentně 

softwaru ArcherDX (ArcherTM, Boulder, CO, USA). Získané sekvence byly zvoleným 

softwarem vztaženy k referenční sekvenci GRCh37. Všechny nalezené varianty jsme 

anotovali s variantami v příslušných databázích.  

3.2.8. Příprava plazmidů 

Plazmidy genů Ki-67, TOP2A, TPX2, a telomerázové podjednotky hTERT jsme získali 

klonováním specifických produktů (cDNA jednotlivých transkriptů) uvedených genů do 

pCR®-2.1 TOPO vektoru. Výslední konstrukt jsme následně transformovali do TOP10 

kompetentní bakterie Escherichia coli prostřednictvím TOPO®TA klonovacího kitu 

(Invitrogen Ltc, Carlsbad, CA, USA). Po namnožení transformovaných bakterií E. coli 

jsme purifikovali jednotlivé plazmidy použitím Jetquick Plasmid Miniprep Spin Kit 

(Genomed, Löhne, Germany) podle instrukcí výrobce (Kalfusova et al., 2016). Plazmid pro 

kontrolní gen ABL byl připraven podle postupu autorů Willasch et al. (2009).  

Po izolaci plazmidů jednotlivých genů jsme změřili jejich koncentraci prostřednictvím 

spektrofotometrické metody na NanoDropu ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Na základě znalosti délky rekombinantních plazmidů a jejich 

spektrofotometricky změřené koncentrace jsme získali standardní vzorky plazmidů o 

známém počtu kopií. Pro účely absolutní kvantifikace jsme následně vykonali logaritmické 

ředění plazmidů za účelem sestrojení standardních kalibračních křivek. Plazmidy jsme 

naředili do 1 % Salmon Spermu (nízkomolekulární DNA z lososích spermií, Sigma 

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

3.2.9. Absolutní kvantifikace v reálném čase – RQ RT PCR 

Pro stanovení genové exprese proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A a 

telomerázové podjednotky hTERT jsme použili metodu reverzní kvantitativní 

polymerázové řetězové reakce v reálném čase (RQ RT PCR). Uvedená metoda umožňuje 

detekci amplifikovaného PCR produktu v každém cyklu PCR. U kvantitativní RQ RT PCR 

hodnotíme tzv. „Crossing point“ (Cp), nebo-li „Cycle treshold“ (Ct), tj. cyklus u kterého 

fluorescence amplifikovaných produktů přesáhne fluorescenci pozadí. Nejnižší hodnota Cp 

(nebo Ct) koreluje s nejvyšší expresní hladinou vzorku. 

Konkrétně jsme pro určení přesného počtu kopií proliferačních markerů a telomerázové 

podjednotky hTERT použili metodu absolutní kvantifikace, u které expresní hladiny 
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vyšetřovaného vzorku vztahujeme k sestrojené standardní křivce naředěné plazmidové 

řady daného markeru.  

Standardní křivky mRNA transkriptů proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A, 

telomerázové podjednotky hTERT a kontrolního genu ABL jsme připravili 

z desetinásobného ředění příslušných plazmidů. Koncentrační rozpětí plazmidů 

kontrolního genu ABL představovalo koncentrace od 2.5E+07 kopií/µl do 2.5E+01 

kopií/µl. Rozpětí koncentrace naředěných plazmidů proliferačního markeru Ki-67 bylo od 

1.45E+10 kopií/µl do 1.45E+01 kopií/µl. U proliferačního markeru TPX2 koncentrace 

naředěných plazmidů prezentovaly hodnoty 2.49E+09 kopií/µl až 2.49E+01 kopií/µl, u 

TOP2A hodnoty 7.83E+09 kopií/µl až 7.83E+04 kopií/µl a u telomerázové podjednotky 

hTERT hodnoty 1.8E+10 kopií/µl až 1.8E+01 kopií/µl (Kalfusova et al., 2016). Obr. 14 

znázorňuje amplifikační křivky naředěných standardů proliferačního markeru TPX2. 

  

Obr. 14 Standardní křivky proliferačního markeru TPX2. Obrázek prezentuje standardní kalibrační 

křivky naředěných plazmidů proliferačního markeru TPX2. Plazmidy byli naředěny do 1 % Salmon Spermu 

v desetinásobném ředění. Každé ředění plazmidu jsme provedli v duplikátu. Křivky nalevo představují 

plazmid proliferačního markeru TPX2 o počtu 2.49E+09 kopií/µl. Křivky úplně napravo prezentují počet 

kopií plazmidu TPX2 2.49E+01. NTC, tj. No Template Control představuje negativní kontrolu amplifikace, 

kterou je v našem případě sterilní voda. 

S ohledem na rozdílné množství vstupního materiálu (rozdílné množství buněk, 

nukleových kyselin) je potřebné získané expresní hladiny mRNA proliferačních markerů 

normalizovat k expresním hodnotám tzv. provozního genu (kontrolního, případně 

2.49E+09 kopií/ul 

2.49E+01 kopií/ul 

NTC 
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„housekeeping“ genu). V rámci naši expresní analýzy jsme použili kontrolní gen ABL. 

Exprese genu ABL reprezentuje spolehlivý kontrolní gen pro diagnostické vzorky a rovněž 

vzorky pro sledování minimální reziduální nemoci (MRD) na základě doporučení 

Evropského kodexu proti rakovině (ECAC) (Willasch et al., 2009). Provozní geny jsou 

charakterizovány stabilní expresi (není extrémně nízká, ani extrémně vysoká) a neobsahují 

pseudogeny.  

Nezbytnou součásti absolutní kvantifikace jsou kritéria a parametry, které musí standardní 

kalibrační křivky splňovat. Důvodem je kontrola reprodukovatelnosti a efektivity 

amplifikace. Při přesné amplifikační reakci dosáhneme efektivity 2, tj. množství cílových 

nukleových kyselin (vzorku) by se mělo zdvojnásobit v každém amplifikačním cyklu. 

Sklon křivky („slope“) při ideální amplifikaci nabývá hodnotu -3.3. Reálně, amplifikační 

reakce vykazuje efektivitu nižší než 2. Pro splnění podmínek správnosti a přesnosti 

kvantifikovaného výsledku by hodnoty efektivity neměly být nižší než 1.98.  

Absolutní kvantifikace v reálném čase jsme provedli prostřednictvím detekčního systému 

LightCycler 480 (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). Stanovení expresních hladin 

proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerázové podjednotky hTERT jsme 

uskutečnili pomocí softwaru Universal Probe Library – UPL (Roche Applied Science, 

Indianapolis, IN, USA). Oligonukleotidové sekvence adekvátních sond a primerů uvádíme 

v Příloze 13.1.  

Reakční směs pro zjištění expresních hladin proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A 

a telomerázové podjednotky hTERT zahrnovala FastStart TaqMan Probe Master Mix 

(Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) 500nM každého sense a antisense primeru, 

100nM příslušné LNA sondy a 1 µl cDNA vzorku v konečném objemu 20 µl. Reakční 

směs pro kvantifikaci provozního genu ABL obsahovala 2x TaqMan Universal PCR Master 

Mix (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA), 375 nM každého sense a 

antisense primeru, 250nM hydrolyzační fluorescenční sondy ABL a 1 µl cDNA vzorku 

v konečném objemu 20 µl (Kalfusova et al. 2016).  

Reakční podmínky pro amplifikaci proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A, 

telomerázové podjednotky hTERT a provozního genu ABL přehledně shrnuje Tab. 15. 
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Tab. 15 Reakční podmínky kvantitativní PCR v reálném čase (RQ RT PCR) 

    

Normalizované expresní hladiny Ki-67, TPX2, TOP2A, telomerázové podjednotky hTERT 

byly stanoveny jako poměr expresních hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerázové 

podjednotky hTERT k expresním hladinám kontrolního genu ABL (Kalfusova et al. 2016). 

V rámci RQ RT PCR jsme všechny ředění plazmidů Ki-67, TPX2, TOP2A, hTERT a 

kontrolního genu ABL, negativní kontroly, stejně tak kvantifikaci expresí Ki-67, TPX2, 

TOP2A, hTERT a ABL příslušných vzorků jsme vždy prováděli v duplikátech (Kalfusova 

et al. 2016).   

3.2.10. Statistická analýza 

Statistickou analýzu jsme provedli pomocí softwaru JMP IN 5.1. (SAS Institute, Cary, NC, 

US). Pro zjištění rozdílu mRNA expresních hladin molekulárních markerů ve skupinách 

vzorků GIST, Burkittových lymfomů (BL) a leiomyosarkomů a mezi vzorky maligních a 

benigních GIST jsme použili Kruskal-Wallis neparametrický test. Pro univariatní analýzu 

celkového přežití (OS – Overall Survival) a přežití do progrese (EFS – Event Free 

Survival) ve spojení expresních hladin mRNA molekulárních markerů a benigního, 

případně maligního potenciálu GIST jsme uplatnili Kaplan-Meierovi křivky přežití. Za 

statisticky významnéjsme pokládali P hodnoty menší jako 0.05. 
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4. VÝSLEDKY 

4.1. Molekulární analýza mutačního stavu GIST 

4.1.1. Mutační analýza KIT/PDGFRA mutovaných GIST  

V rámci molekulární diagnostiky vyšetřili 334 vzorků od 289 pacientů. Základní klinicko-

patologické údaje o analyzovaných vzorcích v přehledném souhrnu poskytuje Tab. 16.  

Tab. 16 Přehled základních klinicko-patologických údajů 

        

V případě morfologického hodnocení jsme se u 4 (1.2 %) vzorků setkali s nemožnosti 

určení vzhledu analyzovaného materiálu z důvodu nekrotického rozpadu buněk. V 

převážné většině se nádory vyskytovali v rámci gastrointestinálního traktu (žaludek, tenké 

střevo, tlusté střevo, jícen). V menší míře byly nádory distribuovány mimo 

gastrointestinální trakt, tj. na místech tzv. extragastrointestinální lokalizace (mesenterium, 
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omentum, retroperitoneum). Mimo již výše uvedené oblasti v omentu, mesenteriu a 

retroperitoneu jsme zaznamenali přítomnost nádoru v ovariu. Významný podíl 

vyšetřovaných vzorků tvořili vzorky metastáz (nejčastěji se jednalo o metastázy z jater 

nebo z oblasti břišní dutiny).  

4.1.1.1. Primární mutace v genech KIT a PDGFRA 

Prostřednictvím molekulární analýzy mutačního stavu genů KIT a PDGFRA jsme zjistili 

přítomnost primárních mutací v genech KIT a PDGFRA v 279 vzorcích nádorů od 239 

pacientů. Tab. 17 a 18 poskytují přehled přítomnosti primárních mutací v genech KIT a 

PDGFRA a v celkově vyšetřených vzorcích. 

Tab. 17 Přehled přítomnosti primárních mutací v genech KIT a PDGFRA 

  

Tab. 18 Celkový přehled přítomnosti mutací v genech KIT/PDGFRA              

   

Nejčastěji jsme zjistili přítomnost primárních mutací v exonu 11 genu KIT. Výskyt mutací 

v exonu 11 genu KIT jsme detekovali v 210 vzorcích (75.2 %) od 182 pacientů (76.2 %). 

V případě exonu 9 genu KIT jsme ve všech analyzovaných vzorcích shodně detekovali 

duplikaci kodonů 502-503. Mutační analýza mutací v exonu 13 genu KIT odhalila ve všech 

vzorcích substituční záměnu v kodonu 642 (p.K642E). U exonu 17 se jednalo se o 

substituci v kodonu 822 (p.N822K). V rámci genu PDGFRA jsme nejčastěji stanovili 

mutace v exonu 18. V 75 % jsme v uvedeném exonu detekovali substituční záměnu 

v kodonu 842 (p.D842V) vedoucí k primární rezistenci nádoru na cílenou terapii inhibitory 
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RTK. Přehled detekovaných mutací v jednotlivých exonech genů KIT a PDGFRA 

zobrazuje Tab. 19.  

Tab. 19 Přehled primárních mutací v jednotlivých exonech genů KIT a PDGFRA 

 

V exonu 11 genu KIT jsme v souladu s literárními zdroji detekovali nejvyšší variabilitu 

mutací. Nejčastěji jsme zjistili přítomnost jednoduchých delecí a jednoduchých substitucí. 

Přehled výrazné variability primárních mutací v genu KIT poskytuje Tab. 20. 

Tab. 20 Přehled variability primárních mutací v exonu 11 genu KIT 

 

Všechny uvedené jednoduché substituce, delece, inzerce nebo složitější delece a substituce 

nukleotidů jsme zjistili převážně v proximální oblasti exonu 11 genu KIT. Interní 

tandemové duplikace (ITD) byly detekovány v distální části exonu 11. Jednoduché delece 



58 
 

v exonu 11 jsme identifikovali v rozsahu od jednoho kodonu (3 nukleotidů) až po 17 

kodonů (51 nukleotidů). Nejčastěji, u 31 vzorků, jsme detekovali ztrátu 2 kodonů, 

konkrétně kodonů 557 a 558. Substituce, druhé nejčastěji identifikované mutační varianty, 

prokazovaly tendenci shlukovat se v oblasti kodonů 557, 559 a 560. Substituce v těchto 3 

kodonech jsme zjistili v 94 % vzorků. Pouze u 3 vzorků jsme detekovali substituce 

v odlišném kodonu než ve výše uvedených kodonech. Přehled rozložení delecí a substitucí 

v exonu 11 genu KIT poskytuje Obr. 15. 

 

 

Obr. 15 Přehled rozložení delecí a substitucí v exonu 11 genu KIT. Vodorovně jsou umístěny čísla 

kodonů exonu 11, svisle počty vyšetřených případů. Oranžové body znázorňují vzorky s detekovanou 

substitucí, modré s detekovanou delecí. Nejčastěji jsme detekovali delece v kodonech 557 a 558 (46, 

respektive 44 vzorků). Z důvodu přehledného zobrazení graficky zobrazujeme proximální část exonu 11. 

V distální části (kodony 577 – 591) jsme delece ani substituce nedetekovali.  

4.1.1.2. Sekundární mutace v genech KIT a PDGFRA 

Sekundární mutace v genech KIT a PDGFRA jsme identifikovali u 16 pacientů 

z celkového počtu 156 analyzovaných pacientů (10.3 %) na cílené terapii inhibitory RTK 

v I., II., nebo III. linii. Souhrnně jsme od uvedených 16 pacientů vyšetřili 42 vzorků 

v průběhu progrese onemocnění. Přítomnost sekundárních mutací jsme zjistili v 29 (69 %) 

ložiscích. Sekundární mutace jsme detekovali v exonech 13 a 17 genu KIT a v exonu 18 

genu PDGFRA. Shrnutí detekovaných sekundárních mutací a klinicko-patologických dat u 

pacientů se získanou rezistencí v přehledu poskytují Tab. 21 a Tab. 22. 
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U sekundárních mutací se setkáváme s výraznou heterogenitou v rámci jedné metastázy 

nebo nádorového ložiska (intranádorová heterogenita), a rovněž mezi jednotlivými 

metastázami (internádorová heterogenita). Významným klinickým dopadem intra-

nádorové nebo internádorové heterogenity sekundárních mutací je rozdílná terapeutická 

odpověď na zvolený inhibitor RTK. Intranádorovou heterogenitu sekundárních mutací 

jsme identifikovali u pacienta č. 7 (Obr. 16). Přítomnost dvou rozdílných sekundárních 

mutací v jenom vyšetřovaném vzorku od pacienta č. 7 jsme ověřili rovněž analýzou DNA 

pomocí metody NGS. 

      

Obr. 16 Příklad intranádorové heterogenity sekundárních mutací. U pacienta č. 7 jsme v jednom vzorku 

detekovali dvě rozdílné sekundární mutace v exonu 17 genu KIT. Konkrétně, substituci v kodonu 820 (p. 

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

Významnou internádorovou heterogenitu jsme identifikovali u pacienta č. 9. V průběhu 

dvou let (v letech 2008 a 2009) jsme u pacienta vyšetřili 3 vzorky nádorů a detekovali 

přítomnost tří rozdílných sekundárních mutací v exonu 17 genu KIT (Obr. 17). 

  

Obr. 17 Příklad internádorové heterogenity sekundárních mutací. Internádorovou heterogenitu 

sekundárních mutací jsme potvrdili u pacienta č. 9. V říjnu 2008 jsme vyšetřili 2 vzorky metastáz (z břišní 

stěny a z peritonea). O rok později, v květnu 2009 jsme analyzovali metastázu lokalizovanou 

v oblasti retroperitonea. Ve vzorku metastázy z břišní stěny jsme identifikovali substituci v kodonu 822 

(p.N822K) v exonu 17 genu KIT (Obr. 17-A). V metastáze z peritonea jsme detekovali bodovou záměnu 
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v kodonu 820 (p.D820G) (Obr. 17-B). Ve třetím vzorku (květen 2009), jsme zjistili záměnu ve stejném 

kodonu 820 exonu 17 genu KIT, která ovšem vedla ke vzniku rozdílné aminokyseliny (p.D820A) (Obr. 17- 

C). 

4.1.2. Mutační analýza KIT/ PDGFRA nemutovaných GIST 

U 55 vzorků (16.4 %) od 50 pacientů (17.3 %) jsme nedetekovali přítomnost mutací 

v genech KIT a PDGFRA. V uvedené skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST jsme se 

rozhodli rozšířit molekulární vyšetření mutačního stavu o analýzu dalších genů. Souhrn 

analyzovaných genů společně s přehledem identifikovaných mutací a vyšetřených pacientů 

a vzorků předkládáme v Tab. 23. 

Tab. 23 Přehled detekce alterací ve skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST 

 

V následujícím textu uvádíme podrobnější data a informace o zjištěných mutacích, případě 

alteracích u pacientů s GIST bez přítomností mutací v genech KIT/PDGFRA.  

4.1.2.1. Mutace v genu BRAF 

Z analyzovaných 55 vzorků nádorů od 50 pacientů bez přítomnosti mutací v genech 

KIT/PDGFRA jsme ve 2 vzorcích (3.6 %) od 2 pacientů (4 %) identifikovali mutaci 

p.V600E v genu BRAF. V krátkém souhrnu (Tab. 24) uvádíme přehled klinicko-
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patologických údajů pacientů s detekovanými mutacemi v genu BRAF u KIT/PDGFRA 

nemutovaných GIST. 

Tab. 24 Přehled klinicko-patologických údajů u pacientů s mutací p.V600E 

 

Na průkaz získané rezistence jsme vyšetřovali přítomnost mutací v genu BRAF rovněž 

v souboru 76 pacientů s mutacemi v genech KIT nebo PDGFRA a bez přítomnosti 

sekundárních mutací, kteří byli léčeny IM. V uvedeném souboru pacientů jsme mutaci 

p.V600E v exonu 15 genu BRAF nedetekovali. 

4.1.2.2. Mutace v genech SDH komplexu 

Ve skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST jsme v 12 vzorcích DNA od 9 mladých 

pacientů analyzovali přítomnost mutací, nebo defektů v genech SDH komplexu (geny 

SDHA, SDHB, SDHC, a SDHD). Delece v genech SDH komplexu, ve smyslu rozsáhlejších 

delecí byly analyzovány prostřednictvím metody MLPA (Multiplex Ligation-Dependent 

Probe Amlification). Menší delece nebo bodové záměny byly detekovány pomocí 

Sekvenování nové generace (NGS). Z analyzovaných 12 vzorků od 9 pacientů jsme delece 

v genech SDH komplexu detekovali v 10 (18.2 %) vzorcích u 8 (16 %) pacientů 

s KIT/PDGFRA nemutovaným GIST. Konkrétně jsme zjistili přítomnost delecí 

jednotlivých exonů nebo rozsáhlejší delece v genech SDHB, SDHC, SDHD, případně 

v kofaktorech SDHAF1 nebo SDHAF2. U jednoho vzorku od pacientky č. 7 (11 let) jsme 

kvůli zhoršené kvalitě DNA nemohli provést analýzu alterací SDH komplexu. V případě 

pacienta č. 9 (66 let) jsme vyšetření provedli s ohledem na multifokální výskyt nádoru. 

Překvapivě byla u pacienta č. 9 současně s alteracemi v genech SDH komplexu (delece 

v genech SDHB, SDHD a kofaktoru SDHAF1) zjištěna přítomnost mutace v genu NF1. 

V případě pacientky č. 8 (45 let) jsme ani analýzou MLPA, ani metodou NGS přítomnost 

alterací (mutací, případně delecí) v genech SDH komplexu nezjistili. Přehled o zjištěných 

molekulárních změnách a histopatologických datech u pacientů s defektem genů SDH 

komplexu poskytuje Tab. 25. 
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Příklad výstupu z analýzy přítomnosti delecí v genech SDH komplexu pomocí metody 

MLPA u detské pacientky s KIT/PDGFRA nemutovanými geny a multifokálním výskytem 

nádoru následně poskytuje Obr. 18. 

 

Obr. 18 Analýza delecí v genech SDH komplexu pomocí metody MLPA 

4.1.2.3. Mutace v genu NF1 

Mutaci v genu NF1 jsme detekovali u pacienta (muž) s multifokálním výskytem nádoru ve 

stěně jejuna (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovaných GIST pacientů). Konkrétně jsme 

vyšetřili 2 vzorky rozsevu nádoru. V obou vzorcích byl zaznamenán nádor 

s vřetenobuněčnou morfologií, buňky byly uspořádané do fasciklů, bez mitóz a jaderních 

atypií. Molekulárním vyšetřením nebyla zjištěna přítomnost mutací v genech KIT a 

PDGFRA. Navzdory střednímu věku pacienta (66 let) byly obě vzorky s ohledem na 

multifokální výskyt nádoru vyšetřované na přítomnost defektů v SDH komplexu. 

S ohledem na finanční náročnost techniky NGS se diagnostické vyšetření DNA 

prostřednictvím metody NGS provádělo jenom z jednoho vzorku (konkrétní označení 

vzorku bylo 4D04). V uvedeném vzorku byla skutečně detekována mutace v genu NF1 

(1.8 % z KIT/PDGFRA nemutovaných vzorků).  Konkrétně byla detekována sestřihová 

varianta c.5206-2A>G.  

4.1.2.4. Mutace v genech AKT1 a ATR 

Substituci v kodonu 16 (p. G16E) genu AKT1 jsme detekovali u jednoho pacienta (muž, 83 

let) (2.0 % z KIT/PDGFRA nemutovaných GIST pacientů). Nádor byl lokalizovaný v 

tenkém střevě. Morfologicky se jednalo o vřetenobuněčný nádor s mitotickou aktivitou 
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v počtu 5 mitóz na 5 mm2. Proliferační aktivita markeru Ki-67 byla stanovena na hodnotu 

5 %. Při mutační analýze genu ATR jsme rovněž u jednoho pacienta (žena, 81 let) 

identifikovali substituční záměnu v exonu 43. Uvedená substituce nukleotidů vedla ke 

vzniku STOP kodonu TGA z původního STOP kodonu TAA. Nedošlo tedy k záměně 

STOP kodonu za jinou aminokyselinu. V tomto případě měla pacientka nádor lokalizovaný 

v žaludku. Morfologicky se jednalo o vřetenobuněčný nádor s vysokou mitotickou 

aktivitou (12 mitóz/5 mm2) o velikosti 130 mm. Exprese proliferačního markeru Ki-67 

byla stanovena na 5 %.  

4.1.2.5. Přítomnost fúzních transkriptů ETV6::NTRK a FGFR1::TACC1 

Fúzní transkripty ETV6::NTRK a FGFR1::TACC1 jsme ve zbývajících 40 vzorcích od 37 

pacientů s nemutovanými geny KIT/PDGFRA nedetekovali ani v jednom případě.  

4.2. Expresní analýza markerů proliferace a senescence 

4.2.1. Exprese markerů proliferace a senescence ve skupinách GIST, BL a LMS 

Kvantitativní analýzu expresních hladin mRNA Ki-67. TPX2, TOP2A a telomerázové 

podjednotky hTERT jsme provedli ve skupinách: 137 pacientů s GIST, 18 pacientů s 

Burkittovým lymfomem (BL) – kontrolní skupina s vysokou proliferační aktivitou a 9 

pacientů s leiomyosarkomem (LMS). Hodnoty mediánů kopií naměřených expresních 

hladin mRNA vybraných molekulárních markerů v přehledu uvádí Tab. 26.  

Tab. 26 Hodnoty mediánů kopií hladin mRNA ve skupinách BL, GIST, a LMS 

   

Na základě statistického neparametrického Kruskal-Wallisova testu jsme zjistili 

nejvýznamnější rozdíly v kontrolní skupině pacientů s BL (Ki-67 p<0.0001, TPX2 

(p<0.0001), TOP2A (p<0.0001), a hTERT (p<0.0001). Proliferační aktivita Ki-67, TPX2, 

TOP2A a aktivita hTERT u GIST a LMS byla významně nižší, než u BL (viz Obr. 19). 
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Obr. 19 Normalizované hladiny mRNA markerů u GIST, BL, a LMS. Vertikální čáry Box-plot grafů 

zobrazují absolutní počty kopií hladin mRNA Ki-67 (A), TPX2 (B), TOP2A (C), a hTERT (D). Horizontální 

čáry reprezentují skupiny onemocnění (BL, GIST, a LMS). Krajní hodnoty boxů znázorňují 25. až 75. 

percentil. Hodnoty mediánů znázorňují vodorovné čáry v krabicových grafech. Spodní a vrchní podélné čáry 

vymezují 10. a 90. percentil. Jednotlivé body pak zobrazují odlehlé hodnoty kopií.        

4.2.2. Exprese markerů proliferace a senescence u benigních a maligních GIST 

Kompletní informace o mitotické aktivitě, anatomické lokalizaci a velikosti nádoru jsme 

byli schopni získat u 84 ze 137 pacientů s GIST. Na základě histopatologických kritérií 

stanovených WHO klasifikaci nádorů měkkých tkání a kostí (WHO, 2020) jsme pacienty 

rozdělili na skupiny s benigním potenciálem – 29 (34.5 %), a s maligním potenciálem – 55 

(65.5 %). GIST s benigním chováním tvořily prognostické skupiny 1 (4 pacienti), 2 (13 

pacientů), a 3a (12 pacientů) a GIST s maligním chováním prognostické skupiny 3b (3 

pacienti), 5 (1 pacient), 6a (5 pacientů) a 6b (46 pacientů). V čase analýzy jsme neměli 

pacienty z prognostické skupiny 4. Rozdělení GIST do podskupin bylo dáno nízkým 

počtem pacientů pro statistické hodnocení.  

Statistickým hodnocením jsme zjistili úzkou korelaci normalizovaných hladin mRNA 

exprese Ki-67 (p<0.0001), TPX2 (p<0.0001), a telomerázové podjednotky hTERT 
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(p<0.0001) s maligním potenciálem GIST (prognostické skupiny 3b, 5, 6a, a 6b). 

Konkrétně, u pacientů s maligním potenciálem jsme prokázali vyšší hladiny mRNA Ki-67, 

TPX2 a hTERT než u pacientů ze skupiny s benigním potenciálem (prognostické skupiny 

1, 2, a 3a). U normalizovaných hladin TOP2A jsme statistickou významnost mezi 

benigními a maligními nádory nezjistili (p<0.1910).  Obr. 20 poskytuje přehled expresních 

hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT ve skupinách benigních/maligních GIST. 

 

Obr. 20 Normalizované hladiny mRNA u benigních/maligních GIST. Vertikální čáry Box-plot grafů 

zobrazují absolutní počty kopií hladin mRNA Ki-67 (A), TPX2 (B), TOP2A (C), a hTERT (D). Horizontální 

čáry reprezentují skupinu s benigním potenciálem (vlevo) a s maligním potenciálem (vpravo). Krajní hodnoty 

boxů znázorňují 25. až 75. percentil. Čáry v boxech reprezentují hodnoty mediánů. Spodní a vrchní podélné 

čáry vymezují 10. a 90. percentil. Jednotlivé body pak zobrazují odlehlé hodnoty kopií. Mediány hodnot pro 

skupiny pacientů s benigním a maligním potenciálem byly následující: 0.168 a 1.05 u Ki-67, 1.89 a 11.1 pro 

TPX2, 61.2 a 96.7 pro TOP2A, a 0 a 0.193 pro hTERT. 

4.2.3. Exprese mRNA markerů proliferace a senescence ve vztahu k EFS a OS 

Klinické informace, které jsme použili při vyhodnocování výsledků expresní analýzy, byly 

dostupné u 57 pacientů. Medián věku byl 65 let (rozmezí 22 – 91 let). Kompletní klinicko-

patologické data pacientů s GIST společně s dobou přežívání do progrese a celkovým 

přežíváním jsou shrnuta v Tab. 27. 
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Celkový přehled klinických údajů poskytuje Tab. 28. 

Tab. 28 Celkový přehled klinických dat  

               

Expresní hladiny Ki-67, TPX2, TOP2A, hTERT pro sestrojení Kaplan-Meierových křivek 

přežití jsme hodnotili podle dvou kritérií. Prvním kritériem byla průměrná hodnota hladin 

mRNA. Druhým kritériem medián. Pacienti byli rozděleni do kategorií vysokého a nízkého 

rizika když hladiny mRNA byly vyšší/nižší, eventuálně rovné hodnotám průměru/mediánu. 

Rozpětí hodnot průměrů/mediánů shrnuje Tab. 29. 

Tab. 29 Přehled expresních mRNA hladin Ki-67, TPX2, TOP2A a hTERT 

   

Na základě průměrných hodnot jsme zjistili korelaci vyšších hladin mRNA Ki-67 a TPX2 

s kratším EFS a rovněž s kratším OS (p<0.0121 a p<0.0304 pro Ki-67, a p<0.0003 a 

p<0.0030 pro TPX2). V případě, že jsme expresní hladiny mRNA rozdělili podle hodnot 

mediánů, korelovali s kratším EFS vyšší hladiny proliferačního markeru TPX2  
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(p<0.0311) a telomerázové podjednotky hTERT (p<0.0106). Průběh EFS pomocí Kaplan-

Meierových křivek zaznamenává Obr. 21. 

                                   

Obr. 21 Kaplan-Meierovy křivky A) průběh EFS podle mediánu mRNA TPX2 (p<0.0311), B) průběh EFS 

rozdělené podle průměru mRNA Ki-67 (p<0.0121), C) průběh EFS rozdělené podle mediánu hTERT 

(p<0.0106).  

Normalizované hladiny mRNA Ki-67, TPX2, TOP2A, a hTERT jsou vhodnými markery 

detekce proliferační aktivity a aktivity enzymu telomerázy. Pro stanovení prognózy, tj. 

rozlišení benigního a maligního potenciálu GIST, je vhodným a užitečným nástrojem 

stanovení expresních hladin mRNA Ki-67, TPX2 a hTERT.  
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5. DISKUZE 

5.1. Metodické možnosti a limitace mutační analýzy 

Mutační analýza vzorků solitárních nádorů skýtá několik úskalí, která mohou komplikovat 

správnou interpretaci výsledku identifikovaných molekulárních změn. Kontaminace 

vzorku nádoru nenádorovými buňkami, například buňkami hladkého svalstva, lymfocyty, 

nebo jinými zánětlivými buňkami může vést k relativnímu snížení nádorové DNA 

v analyzovaném vzorku (Sihto et al., 2005). Snížení počtu nádorových buněk při mutační 

analýze založené na technice amplifikace DNA pomocí PCR může následně způsobit 

falešně negativní výsledek. Důvodem falešné negativity výsledku je přednostní 

amplifikace nemutované alely vůči mutované alele (Lasota, Miettinen, 2008). Nezbytná je 

tedy histopatologická revize nádorové populace vzorku určeného pro mutační analýzu. Při 

diagnostickém vyšetření byly všechny námi analyzované vzorky podrobeny histologické 

revizi patologem. 

V rámci mutační analýzy se s nižší citlivosti detekce změn v DNA setkáváme u FFPE 

vzorků nádorů. Vysvětlením uvedeného stavu je probíhající degradace nádorové DNA 

v archivních parafinových blocích. Bioptickým zpracováním parafinových bloků dochází k 

degradaci DNA v průběhu jednotlivých technologických postupů (Lasota, Miettinen, 

2008). Konkrétně, formol užívaný jako fixační roztok, způsobuje fragmentaci DNA a 

tvorbu příčných vazeb mezi DNA a proteiny. Fragmentovaná DNA a vytvořené příčné 

vazby mohou narušit proces amplifikace specifického PCR produktu. Zhoršená kvalita 

DNA a míra její fragmentace stoupá s prodlužujícím se časem fixace a se stářím 

parafinových bloků (Greer et al., 1994; Merkelbach-Bruce et al., 2010). Fragmentace DNA 

je rovněž ovlivněna typem použitého pufru a hodnotou jeho pH. Obzvlášť kritickou se pro 

FFPE vzorky stává extrakce DNA a amplifikace úseku DNA o délce přesahující 300 párů 

bází. Z důvodu standardizace metody se při izolaci DNA z FFPE vzorků doporučuje 

používání komerčních extrakčních kitů před individuálně vyvinutými postupy.  

Archivní FFPE vzorky indikované k mutační analýze genů KIT a PDGFRA tvoří 

podstatnou část námi analyzovaných vzorků (85.0 %). Pro izolaci DNA, respektive RNA, 

jsme u všech vyšetřených FFPE vzorků použili certifikované kity (CE-IVD). Koncentraci 

izolované DNA (v ng/ul) jsme u všech vzorků měřili pomocí spektrofotometru NanoDrop 

ND 1000. Kromě koncentrace DNA jsme kvalitu (míru degradace) izolované DNA 

následně ověřovali amplifikací fragmentů o přesně definované velikosti (100, 200, 300, 
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400, 600 bp) podle publikace autorů van Dongen et al. (2003). V souvislosti se zhoršenou 

kvalitou DNA následkem její degradace u archivních FFPE vzorků, jsme v naší laboratoři 

rozšířili spektrum primerů pro amplifikaci exonu 11 genu KIT. Prostřednictvím 4 sad 

primerů jsme uspěli s amplifikací specifického PCR produktu ve všech 334 vyšetřovaných 

vzorcích.  

Historicky je přímé sekvenování zlatým standardem pro detekci bodových mutací, inzercí 

a delecí menšího rozsahu. Na druhou stranu se jedná o časově náročnou techniku 

vyžadující dostatečný počet nádorových buněk ve vyšetřovaném vzorku (Blay et al., 2005). 

Nejnižší limit pro detekci mutací pomocí přímého sekvenování je stanoven na 20 % 

nádorových buněk ve vzorku (de Leng et al., 2016; Smits et al., 2014). Nutnost přítomnosti 

nejméně 20 % nádorových buněk souvisí s nízkou citlivostí metodiky přímého 

sekvenování. U vzorků s nedostatečným počtem nádorových buněk (méně než 20 %) může 

docházet k nesprávné interpretaci výsledků ve smyslu falešné negativity. V případě 

onkogenetických bodových mutací bývá obvykle pouze jedna ze dvou kopií genu 

mutovaná. V případě přítomnosti 20 – 25 % mutované DNA v heterozygotním stavu, by 

požadovaný počet nádorových buněk měl dosahovat minimálně 40 – 50 %. Při použití 

relativně málo citlivých metod detekce mutací jakou je sekvenování podle Sangera, se 

potřeba dostatečného podílu nádorových buněk zvyšuje (Smits et al., 2014). Vzorky 

nádorů určené pro námi prováděnou molekulární analýzu obsahovaly v histopatologickém 

nálezu alespoň 20 % nádorových buněk. V případě výskytu lokalizovaných oblastí 

nádorových buněk v parafinových blocích a histologických řezech z nich jsme použili 

techniku makrodisekce oblasti nádorových buněk od nenádorového pozadí. Nenádorové 

pozadí může být tvořeno rovněž úseky nekrotické tkáně při spontánní nekróze nebo po 

cílené terapii. 

U solidních nádorů musíme rovněž počítat s heterogenní buněčností vyšetřovaného vzorku. 

Buněčnost u hematologických malignit, například u akutní myeloidní leukémie, dosahuje 

90 až 95 %. U solidních nádorů rozpětí výskytu nádorových buněk ve vztahu ke stromatu 

většinou dosahuje 25 – 75 % (nádory prsů). U některých vzorků nádorů pankreatu je 

buněčnost pouze 5 %.  

Kromě toho, v průběhu amplifikace specifických PCR produktů u mutační analýzy se 

setkáváme se zvýšeným počtem artefaktů. Příkladem je detekce substituční záměny 

vedoucí ke vzniku STOP kodonu v jednom amplifikačním PCR produktu a úplná absence 

uvedené mutace ve druhé nezávislé amplifikaci ze stejného vzorku DNA (Williams et al., 
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1999). Doporučením pro předcházení detekce těchto amplifikačních artefaktů je provedení 

vždy dvou nezávislých amplifikací. Z toho důvodu byly všechny námi detekované 

primární a sekundární mutace v genech KIT a PDGFRA, mutace v genu BRAF, změny 

v genech AKT1 a ATR vždy ověřeny druhou nezávislou amplifikací. Artefakty v první 

amplifikaci a jejich nepřítomnost v amplifikaci druhé, případně další nežádoucí fenomény, 

jsme zjistili ve vzorku s bodovou mutací v genu ATR a ve dvou vzorcích s bodovou 

záměnou v genu AKT1. Ve zmiňovaném vzorku s bodovou mutací v genu ATR jsme 

identifikovali synonymní záměnu, která vedla k substituci nukleotidu ve STOP kodonu 

TAA. Následkem substituce došlo ke vzniku STOP kodonu TGA. Uvedená záměna tedy 

nezpůsobila zrušení STOP kodonu, ani záměnu STOP kodonu za jinou aminokyselinu. 

V následujících dvou nezávislých amplifikacích jsme záměnu nukleotidu adeninu za 

guanin nedetekovali. Na základě histologické revize jsme v uvedeném vzorku zjistili 

přibližně 50 % nádorových buněk. Vzorek bude dále analyzován pomocí techniky NGS 

s ohledem na možnost vyšší citlivosti, hloubky čtení a paralelní amplifikace několika 

specifických produktů najednou. Synonymním mutacím se věnuje pozornost, protože 

mohou mimo jiné ovlivňovat vazbu substrátu nebo místo sestřihu v procesu 

posttranskripčních úprav (Supek, 2016). 

Podobně jsme při analýze mutačního stavu exonu 2 genu AKT1 detekovali přítomnost 

artefaktů u 2 pacientů. Ve vzorku nádoru (muž, 55 let) lokalizovaného v žaludku jsme 

zjistili přítomnost substituce v kodonu 43 genu AKT1. V následujících nezávislých 

amplifikacích nebyla substituce přítomna. Analýza mutačního stavu uvedeného vzorku 

zůstává otevřena a rovněž DNA z tohoto vzorku budeme analyzovat prostřednictvím NGS. 

U vzorku nádoru z tenkého střeva (muž, 83 let) jsme provedli 5 nezávislých amplifikací a 

substituci jsme potvrdili ve 3 případech. V uvedených 3 případech jsme zjistili záměnu 

p.G16E. Rovněž u tohoto nádoru jsme provedli histologickou revizi. Počet nádorových 

buněk ve vzorku tvořil více než 50 %. V exonu 2 genu AKT1 se mutace typicky kumulují v 

kodonu 17 (p.E17K) a vyskytují se u nádorů mléčné žlázy, meningeomů, nádorů ovarií a 

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

Pro účely cíleně terapie je nezbytné dosáhnout vysoké citlivosti detekce přítomnosti 

mutací. Proto jsou požadované specifické a senzitivní skríningové metody, které umožňují 

rychlou analýzu vzorků. Z důvodu nižší citlivosti metody sekvenování dle Sangera jsme 

pro skríning mutací v genech KIT a PDGFRA zavedli a optimalizovali analýzu křivek tání 

s vysokým rozlišením (HRM – High Resolution Melting). HRM je všeobecně považovaná 
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za vysoce senzitivní molekulární metodu pro rychlou a efektivní detekci klinicky 

relevantních mutací (Chen et al., 2014; Ney et al., 2012). Metoda HRM je rovněž 

pokládána za spolehlivou preskríningovou metodu pro detekci změn v sekvenci DNA 

izolované z archivních vzorků (FFPE). Několik studií rovněž potvrzuje senzitivitu metody 

HRM pro skríning mutací v genech KIT a PDGFRA (Holden et al., 2007; Willmore et al., 

2004). Citlivost metody HRM pro detekci mutované DNA na nemutovaném pozadí je 

stanovená v rozpětí 3.1 % až 12.5 % (Ney et al., 2012). HRM představuje také vhodnou 

metodu pro skríning mutací s nízkou frekvencí výskytu, jako jsou např. mutace v exonu 2 

genu AKT1 nebo mutace v exonu 9 katalytické podjednotky genu PIK3CA. Na druhou 

stranu, přesnost detekce mutací prostřednictvím HRM mohou ovlivnit některé faktory. 

Mezi tyto faktory patří zdroj materiálu (FFPE versus nativní vzorky) a jeho příprava. 

Senzitivitu detekce mutací dále ovlivňuje délka amplikonu (amplifikovaného PCR 

produktu). Citlivost HRM je vyšší při délce amplikonu kolem 400 bp. Při délce nad 600 bp 

se snižuje. Faktorem, který ovlivňuje detekci alterací je také poměr GC párů. Nižší poměr 

GC párů může vést k falešně negativnímu výsledku. 

Pro detekci mutací v genu BRAF jsme z uvedeného důvodu zavedli metodu alelově-

specifické PCR (AS PCR). Citlivost metody AS PCR jsme stanovili na detekci 2.5 % 

nádorové mutované DNA (hodnota 1 % mutované DNA, kterou se nám povedlo detekovat 

je hraniční). Metoda AS PCR je v naší laboratoři kromě detekce substituce p.V600E ve 

vzorcích GIST využívána rovněž u molekulárního vyšetření melanomů, kolorektálních 

karcinomů, histiocytóz z Langerhansových buněk a u gliomů.  

Nové možnosti v diagnostice a analýze mutací tvoří metoda NGS. Metoda NGS výrazně 

ovlivnila schopnost analyzovat aberace genů v nádorových tkáních. V posledních letech se 

tato technologie stala cenově dostupnou, co umožnilo studium nádorů v rámci celého 

genomu (Giardina et al., 2018). Technologie NGS může detekovat mutace, které jsou ve 

vzorku přítomny ve velmi malých frakcích buněk. Mimoto se metoda NGS v narůstající 

míře využívá pro detekci změn a variant u pacientů s pokročilým nádorovým 

onemocněním, konkrétně u onkologických onemocnění s aplikací cílené terapie. Metodu 

NGS jsme v našem souboru pacientů použili pro ověření přítomnosti sekundárních mutací, 

detekci získané rezistence, případně v rámci personalizované terapie pro identifikaci 

potenciálně cílitelných terapeuticky významných variant a fúzí. Ve spolupráci s Klinikou 

dětské hematologie a onkologie byla metoda NGS zvolená rovněž pro detekci mutací 

v genech SDHA, SDHB, SDHC, a SDHD. 



87 
 

Významným omezením úspěšné analýzy vzorku nádoru pomocí NGS je nutnost volby 

adekvátní nádorové tkáně a dosažitelnost po rutinním histopatologickém vyšetření (Morris 

et al., 2018). Výtěžek nukleových kyselin (DNA nebo RNA) ovlivňuje malé množství 

vstupního materiálu, problémem jsou ovšem obzvlášť FFPE vzorky. Z tohoto důvodu je 

důležitá optimalizace celého procesu extrakce nukleových kyselin (Jennings et al., 2017). 

DNA získaná ze starších archivních FFPE vzorků (starších než 3 roky) často vykazuje 

přítomnost deaminace. Deaminace může, v závislosti na použité sekvenační metodě, 

významně zvýšit nežádoucí „pozadí“ konečných čtení u NGS. Jak jsme již uvedli výše, 

formaldehyd používaný při fixaci tkáně reaguje s DNA a proteiny a vytváří kovalentní 

příčné vazby. Formaldehyd v souvislosti s metodou NGS navíc způsobuje oxidační a 

deaminační reakce, a vede ke tvorbě cyklických derivátů bází. Tyto chemické změny 

mohou vést ke vzniku chyb získaných NGS dat s nízkým pokrytím, nebo u analýz 

navržených pro detekci variant s nízkou frekvencí alel (VAF - variant allele frequencies) 

(Jennings et al., 2017). V případě, že pracujeme s malým množstvím tkáně ve vzorku, 

počet genomových ekvivalentů přítomných ve vzorku nemusí být dostatečný ke 

konzistentní detekci VAF (Jennings et al., 2017). Některé bioinformační programy dokáží 

detekovat VAF kolem 1 %, nebo dokonce nižší. Při analýzách s nízkou hladinou detekce 

musíme ovšem počítat se dvěma současně působícími faktory. Na jedné straně jsou to 

chyby související s přípravou NGS knihovny, sekvenační chemií a zvolenými platformami. 

Na straně druhé nám přítomnost nežádoucích artefaktů v klinických NGS datech může 

interferovat se spolehlivostí detekce VAF (Jennings et al., 2017). Pro testování 

onkologických vzorků, které jsou charakterizovány vnitřní genetickou nestabilitou, 

minimum VAF pro detekci sekvenačních variant nekoreluje s procentem buněčnosti 

nádoru, nebo s procentem nádorových buněk, které nesou sekvenační změnu. V případě 

solidních nádorů detekci variant ovlivňují dvě rozdílné charakteristiky. První 

charakteristikou je heterogenita tkáně daná přítomností nenádorových buněk stromatu 

(cévy, buňky intersticia) a vlastní heterogenita nádorových populací. Maligní nádory často 

obsahují několik rozdílných buněčných klonů. Při interpretaci výsledků NGS analýz 

musíme zohlednit oba tyto fenomény. Heterogenita tkáně i nádorových buněk ovlivňují 

nejnižší limit detekce minoritních variant alel (Jennings et al., 2017). 
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5.2. Molekulární analýza primárních mutací v genech KIT a PDGFRA 

5.2.1. Molekulární analýza primárních mutací v genu KIT 

Primární mutace v genech KIT a PDGFRA jsme v souboru 334 vzorků (289 pacientů) 

identifikovali u 83.5 % vzorků, což je v souladu s dosavadními literárními studiemi 

(Bombac et al., 2020).  

Mutace v exonu 11, ovlivňují autoregulační funkci proteinu KIT a vedou tak k aktivaci 

kinázy nezávislé na ligandu. Obecně jsou nádory s mutacemi v uvedeném exonu senzitivní 

na cílenou terapii IM. U primárních mutací v exonu 11 jsme prokázali charakteristickou 

širokou variabilitu identifikovaných mutací. Detekovali jsme případy mutací ve formě 

jednoduchých delecí, substitucí nukleotidů, nebo inzercí. Rovněž jsme identifikovali i 

případy delecí spojených se záměnou nukleotidů, nebo inzercí nukleotidů, složitějších 

delecí s inzercí a substitucí nukleotidů, případně jednoduchých duplikací ve smyslu 

interních tandemových duplikací. 

Jednoduché delece jsme zjistili u 81 (38.6 %) vzorků. Nejčastěji jsme v souvislosti 

s jednoduchými delecemi identifikovali delece 2 kodonů, konkrétně kodonů 557 a 558 (31 

vzorků, 38.2 %). Rovněž v několika dalších studiích byla delece kodonů 557 a 558 

detekována nejčastěji (Szucs et al., 2017; Zhu et al., 2020). Zvýšená kumulace delecí 

v oblasti kodonů 557 a 558 se týká buď těchto 2 kodonů izolovaně, nebo dochází k deleci 

kodonů 557 – 558 společně s dalšími kodony lokalizovanými v jejich sousedství. Klinicky 

je delece kodonů 557 – 558 spojena s agresivnějším fenotypem GIST a s častějším 

výskytem metastáz (Wardelmann et al., 2003). Přítomnost uvedené delece celkově 

signalizuje horší prognózu (Barcelos et al., 2018). Navíc je spojena s vyšším podílem 

recidiv onemocnění (Dematteo et al., 2008). Kromě toho se delece kodonů 557 – 558 

častěji vyskytuje u nádorů větších rozměrů (nad 50 mm) a u nádorů s vyšším mitotickým 

indexem (< 5 mitóz/5 mm2). Podle studie autorů Joensuu et al. (2017) adjuvantní podávání 

IM (prodloužený režim) u pacientů s delecemi kodonu 557 – 558 snižuje riziko recidivy 

onemocnění. Ve studii autorů Martín et al. (2005) vysvětlují souvislost mezi častějším 

výskytem delecí v kodonech 557 – 558 s plněním funkce dvou aminokyselin, které kódují. 

Tryptofan na místě kodonu 557 plní totiž roli inhibitoru aktivity receptoru KIT. Delecí této 

aminokyseliny tedy dochází ke ztrátě inhibičního účinku kinázy a ke spuštění aktivační 

kaskády. Záměna aminokyseliny prolinu za lysin v kodonu 558 souvisí s vyšším stupněm 

konstitutivní fosforylace proteinu KIT.  
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Jednoduché substituce jsme v našem souboru pacientů zjistili v 57 (27.1%) vzorcích. 

Substituce měly podobnou tendenci shlukovat se v oblastech kodonů 557, 559 a 560. 

Bodové mutace v kodonu 557 jsme zjistili v 18 vzorcích (31.6 %), v kodonu 559 ve 25 

vzorcích (43.9 %), a v kodonu 560 ve 12 vzorcích (21.1 %). Společně se substituce 

v těchto 3 kodonech (557, 559 a 560) vyskytovaly v 96.6 % případů. Ve zbývajících 3.4 % 

(2 vzorky) byly substituce detekovány jednotlivě, mimo jiné i v kodonu 576. Výsledky 

naší mutační analýzy se shodují se studii autorů Miettinen et al. (2005), kteří detekovali 

bodové mutace v exonu 11 ve 4 kodonech, konkrétně v kodonech 557, 559, 560 a 576. 

Rovněž autoři Mavroeidis et al. (2018) zaznamenali přítomnost mutací v exonu 11 v jeho 

proximální části, konkrétně mezi kodony 550 a 560. Ve 2 vzorcích pak zjistili přítomnost 

substitucí v distální části exonu, v kodonu 576. Přednostní výskyt mutací v proximální 

oblasti (tj. v 5´ konci) exonu 11 souvisí s činností jednotlivých aminokyselin 

lokalizovaných na daných pozicích. Při přenosu signálu jsou tyrozinové zbytky na pozicích 

kodonů 568 (Tyr568) a 570 (Tyr570) prvními tyroziny, které jsou aktivovány po navázání 

ligandu. Přítomnost nebo absence aminokyselin Tyr568 a Tyr570 může mít rozdílný efekt 

v rámci regulace proteinu KIT, nebo v rámci aktivace následné signální dráhy (Bachet et 

al., 2013). Mimoto, heterozygotní versus homozygotní (ztráta nemutované alely genu KIT) 

stav genu KIT může být spojený se specifickým biologickým účinkem. Podle studie autorů 

Wozniak et al. (2012) homozygotní výskyt mutací v exonu 11 silně koreluje s maligním 

klinickým chováním nádoru. 

Interní tandemové duplikace (ITD) jsme detekovali v 13 (6.2 %) vzorcích v rozsahu 

kodonů 571-591. Nejčastěji se vyskytují v distální (3´ konec) části exonu 11 (Antonescu 

2008; Hou et al., 2004; Miettinen, Lasota, 2013). Pacienti se zjištěnými ITD v exonu 11 

mají prognosticky příznivější průběh onemocnění (Lasota et al., 2007). 

Složitější mutace, zahrnující substituce společně s delecí a inzercí nukleotidů, jsme 

v našem souboru detekovali v 31 (14.8 %) vzorcích. Typicky se substituce vyskytovaly 

v oblasti kodonů 557, 558, nebo 560. Delece spojené s těmito substitucemi jsme často 

detekovali v kodonech následujících po kodonu s přítomnou záměnou, tj. v kodonech 558, 

559, 561 a 562.   

Mutace v exonu 9 genu KIT jsme v našem souboru vyšetřili v 16 vzorcích (5.7 %). Mutace 

postihující exon 9 narušují antidimerizační motiv a vedou ke spontánní homodimerizaci 

proteinu a tedy i k aktivaci receptoru. V exonu 9 je charakteristicky identifikována 
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duplikace kodonů 502 – 503. Nádory s uvedenou mutací se vyskytují výhradně v tenkém 

střevě a jsou asociovány s agresivnějším fenotypem (Antonescu et al., 2003). 

Autoři Sharma et al. (2021) zjistili souvislost mezi žaludeční lokalizací a genetickým 

profilem nádoru. Souvislost anatomické lokalizace nádoru s přítomnosti některých mutací 

v genech KIT a PDGFRA můžeme vysvětlit rozdílným původem ICC. Nádory s mutacemi 

v exonu 9 genu KIT, jak jsme již zmínili, se přednostně vyskytují v tenkém střevě. Tím se 

liší od nádorů s mutacemi v exonu 18 genu PDGFRA, které se nacházejí pouze v žaludku, 

mesenteriu nebo v omentu. Důvodem je, že nádory s mutacemi v exonu 9 genu KIT 

vznikají z odlišné podskupiny ICC buněk. Mutace v exonu 11 genu KIT, které se vyskytují 

nejčastěji, nacházíme naproti tomu v nádorech v rámci celého GIT. Možným vysvětlením 

je, že pocházejí z tzv. ubikvitního podtypu ICC buněk (Corless, 2014). 

Pacienti s mutacemi v exonu 9 genu KIT mají prokazatelně prodlouženou dobu přežívání 

při podávání akcelerované dávky IM již v počátku terapie (tj. z 400mg/den na 800mg/den) 

(Demetri et al., 2002). Molekulární mechanizmus primární rezistence u pacientů 

s mutacemi v exonu 9 může mít souvislost s rozdíly v biologii této skupiny GIST. 

Předpokládaným vysvětlením je alternativní aktivace proteinu KIT, která nevyžaduje jeho 

enzymatickou aktivitu. IM se může vázat pouze na inaktivní formu KIT. Z tohoto důvodu 

mechanizmus aktivace RTK KIT nezávislý na jeho fosforylaci přispívá ke stabilizaci 

proteinu v aktivní konformaci, která je rezistentní na IM (Heinrich et al., 2006). Autoři 

Ravegnini et al. (2019) na druhou stranu uvádějí, že následkem duplikace kodonů 502 – 

503 v exonu 9 dochází ke změnám konformace receptoru, které imitují vazbu 

fyziologického ligandu, tj. SCF, a tím podporují konstitutivní aktivaci. Molekulární 

analýza prováděná na našem pracovišti v případě zjištění mutací v exonu 9 napomáhá 

identifikaci potenciální primární rezistence a volbě vhodné terapeutické dávky.  

Frekvence výskytu mutací v exonech 13 a 17 genu KIT není vyšší než 1 – 2 %. Primární 

mutace v exonu 13, který kóduje ATP-vazebnou doménu, se vyskytují sporadicky (Lasota 

et al., 2000). Navíc primární mutace v exonu 13 vzájemně interferují s auto-inhibiční 

funkcí juxtamembránové domény (exon 11). Mutace v exonu 13 genu KIT jsme v našem 

souboru zjistili u 8 vzorků (2.9 %). Shodně jsme u všech 8 vyšetřených vzorků (4 pacientů) 

stanovili substituci p.K642E. Nádory s mutacemi v exonu 13 jsou charakterizovány 

sníženou citlivostí na podávaný IM. Důvodem snížené citlivosti IM je neschopnost jeho 

vazby na mutací změněné ATP vazebné místo (Gramza et al., 2009).  
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Primární mutace v exonu 17 genu KIT, který kóduje aktivační místo receptoru (TK2), 

stabilizují aktivní konformaci proteinu. Bodovou záměnu v exonu 17 genu KIT jsme 

detekovali u 1 pacienta (0.4 %) - 1 vzorek (0.4 %). Konkrétně se jednalo o substituci v 

kodonu 822 (p.N822K). Autoři Lasota et al. (2008) ve své studii identifikovali primární 

mutace v exonu 17 v 4 kodonech – 822 (nejčastěji), 816, 820 a 823. 

5.2.2. Molekulární analýza primárních mutací v genu PDGFRA 

U převážné většiny GIST se primární mutace vyskytují v genu KIT (více než 80 %). U 

pacientů, u kterých se nezjistí přítomnost mutací v genu KIT, se v 5 – 8 % případů 

vyskytují mutace v genu PDGFRA. Mutace v genu PDGFRA jsme v našem souboru 

detekovali ve 44 vzorcích (13.2 %) od 41 pacientů (17.2 %). 

Nejčastěji jsme v rámci genu PDGFRA identifikovali mutace v exonu 18 (34 pacientů -

14.3 %). V 75 % jsme zjistili bodovou záměnu p.D842V. Je již známo, že substituce 

p.D842V vede k primární rezistenci nádoru na cílenou terapii IM. Důvodem je vznik 

konstitučně aktivovaného proteinu (exon 18 kóduje enzymatickou TK2 doménu proteinu 

PDGFRA), který neodpovídá na terapeutickou intervenci. Ačkoliv je nejběžnější mutace 

v genu PDGFRA (p.D842V) primárně rezistentní na terapii IM, přibližně 30 % nádorů 

s jinými mutacemi než p.D842V jsou na terapii IM potenciálně senzitivní (Tajima et al. 

2015). Simulací proteinové struktury v 3D modelu receptoru PDGFRA bylo zjištěno, že 

ani delece zahrnující kodony 842 až 845 v exonu 18, ani substituce p.V561D v exonu 12 

negativně neovlivňují afinitu kinázy k IM. Delece kodonů 842 – 845 je přitom 

lokalizovaná v aktivačním místě, tj. TK2 doméně receptoru. Navíc delece zahrnuje i kodon 

842, který má klíčovou roli ve vazbě terapeutika. Vysvětlením je absence kodonu 846 

v rámci zmiňované delece. Přítomnost kodonu 846 totiž umožňuje opětovné konformační 

nastavení aktivačního místa, které neinterferuje s vazbou IM. Kromě toho, kodon 846 hraje 

důležitou roli v kontrole kývavého pohybu aktivačního místa, které je pro změnu spojeno 

s konformačním přesunem ATP vazebného místa z aktivní na neaktivní konformaci (Dileo 

et al., 2011).  

Mutace v exonu 12 genu PDGFRA jsme detekovali v 2.1 % z KIT/PDGFRA mutovaných 

(5 vzorků od 5 pacientů) vzorků. Ve třech případech jsme zjistili substituční záměnu 

p.V561D. Deleci 5 kodonů (566 – 570) jsme identifikovali v jednom případě. Rovněž 

v jednom případě jsme zjistili rozsáhlejší deleci kodonů (565 až 571) společně s inzercí 6 

nukleotidů. Podobných výsledků (substituci p.V561D a delece v exonu 12) dosáhli i další 
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autoři (Miettinen et al., 2005; Wozniak et al., 2012). Nádory s mutacemi v exonu 12 genu 

PDGFRA jsou na terapii IM senzitivní rovněž jako je tomu u exonu 11 genu KIT. Exon 12 

genu PDGFRA totiž kóduje, stejně tak jako exon 11 genu KIT, juxtamembránovou oblast 

proteinu PDGFRA (Tornillo, Terracciano, 2006). U primární mutace p.V561D v exonu 12 

genu PDGFRA dochází k výměně malého hydrofobního aminokyselinového zbytku (valin) 

za větší hydrofobní negativně nabitý aminokyselinový zbytek (kyselina asparágová), který 

je okolím dobře tolerovaný. Nedochází tedy k významným změnám neaktivní (tj. 

„uzamčené či uzavřené“) konformace kinázy PDGFRA, tedy i vazebného místa IM (Dileo 

et al., 2011).  

Mutace v exonu 14 genu PDGFRA jsme v našem souboru identifikovali ve 2 vzorcích (u 2 

pacientů), tj. 0.7 % z KIT/PDGFRA mutovaných. U prvního pacienta jsme detekovali 

najednou dvě substituční mutace v exonu 14 genu PDGFRA (p.M642T a p.H659N). 

Mutace v kodonu 659 jsou v rámci exonu 14 genu PDGFRA nejčastější (Lasota et al., 

2006). V souladu s naším vyšetřením rovněž autoři Bombac et al. (2020) ve své studii 

detekovali přítomnost 2 substitučních záměn v exonu 14 genu PDGFRA. V rámci mutační 

analýzy jsme se u druhého pacienta setkali s přítomností mutace p.P653L v exonu 14 genu 

PDGFRA a zároveň s přítomnosti druhé mutace p.D846H v exonu 18 genu PDGFRA. 

Zmiňovaný pacient byl na terapii inhibitorem RTK. Pro posouzení, jestli se v případě 

substituce v exonu 14 jedná o primární, a v exonu 18 o sekundární mutaci je nutná analýza 

vzorku DNA před terapií. Vzorek DNA před nasazením terapie od uvedeného pacienta 

nebyl dostupný. Předpokládáme, že mutace v exonu 14 genu PDGFRA je primární mutací, 

a mutace v exonu 18 by mohla být mutací sekundární.  

5.3. Molekulární analýza sekundárních mutací v genech KIT a PDGFRA 

Rozhodujícím mechanizmem sekundární neboli získané rezistence na terapii IM je vznik 

sekundárních mutací (Guo et al., 2009). Sekundární mutace vznikají v průběhu cílené 

terapie a jsou zodpovědné za selhání terapie a za progresi onemocnění. Problematika 

sekundárních mutací a následné sekundární rezistence je tedy významnou komplikací 

biologické terapie (precizní onkologie). 

Mezi nejčastěji identifikované sekundární mutace patří mutace p.V654A v exonu 13 a 

mutace p.N822K v exonu 17 genu KIT (Zhu et al., 2020). V našem souboru jsme vyšetřili 

42 vzorků od 16 pacientů, u kterých byla diagnostikována progrese onemocnění. 

Přítomnost sekundárních mutací jsme zjistili v 29 ložiscích (69 %). V uvedeném souboru 
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16 pacientů jsme v rámci exonu 13 detekovali výhradně sekundární mutaci p.V654A. 

Mutaci p.V654A jsme detekovali buď jednotlivě u 6 z 16 analyzovaných pacientů (pacienti 

č. 2, 4, 5, 6, 12, 13), nebo společně s mutacemi v exonu 17 u jednoho pacienta (pacient č. 

11).  

Mutace v exonu 17 tvoří 30 – 40 % sekundárních mutací vedoucích ke vzniku rezistence 

(Yeh et al., 2017). Sekundární mutace v exonu 17 jsme v našem souboru zjistili u 9 

pacientů v 16 ložiscích. Rovněž jako u sekundárních mutací v exonu 13 jsme mutace 

v exonu 17 detekovali buď jednotlivě – 8 pacientů (pacienti č. 1, 3, 7, 8, 9, 14, 15, 16), 

nebo s mutacemi v exonu 13 – zmiňovaný pacient č. 11. Mutace v exonu 17 se, na rozdíl 

od mutací v exonu 13 (výhradně mutace p.V654A), vyznačují velkou variabilitou. 

Sekundární mutace v exonu 17 jsme identifikovali v kodonech 809, 820, 822 a 823. 

Největší variabilitu identifikovaných sekundárních mutací jsme zaznamenali v kodonu 820 

(exon 17). Konkrétně jsme v kodonu 820 zaznamenali substituční záměny p.D820Y, 

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

U jednoho pacienta (pacient č. 10) jsme detekovali přítomnost sekundární mutace v exonu 

18 genu PDGFRA. Sekundární mutace v exonu 18 genu PDGFRA se vyskytují častěji, 

rovněž jako je tomu u sekundárních mutací v exonu 17 genu KIT. Na rozdíl od tohoto 

zjištění, autoři Wang et al. (2009) ve své studii zjistili sekundární mutaci v exonu 14 genu 

PDGFRA. 

Za podstatný nález kromě samotné identifikace přítomnosti sekundárních mutací 

považujeme průkaz heterogenity nádorových populací po terapii. Mutační analýza 

rezistentních mutací v souboru zmiňovaných 16 pacientů odhalila jejich vysokou 

heterogenitu a to jednak co do počtu i typu mutací v rámci jednoho ložiska nádoru či jeho 

metastázy, jednak mezi jednotlivými metastázami.  

U sekundárních mutací v exonu 13 jsme se setkali s internádorovou heterogenitou, kdy 

jsme detekovali mutace v jednotlivých odběrech jednak v uvedeném exonu a rovněž 

v exonu 17. Nejvýrazněji byla zmiňovaná internádorová heterogenita zjištěná u výše 

zmiňovaného pacienta č. 11. V průběhu tří molekulárních vyšetření (odběry z let 2017, 

2018 a 2022) jsme u pacienta č. 11 měli možnost analyzovat 11 ložisek. Ve třech vzorcích 

z roku 2017 jsme v jednom vzorku zjistili přítomnost sekundární mutace v exonu 13 – 

p.V654A. Následně jsme v roce 2018 vyšetřili 7 vzorků. V části vzorků se sekundární 
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mutace vyskytovaly v exonu 17 (u 2 vzorků) – p.D820Y, a v části v exonu 13 (5 vzorků) – 

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

Internádorovou heterogenitu u exonu 17 jsme na jedné straně identifikovali v souvislosti 

s mutací v exonu 13 (výše popsaný pacient č. 11) a na druhé straně v rámci mutací v exonu 

17 (pacient č. 9). U pacienta č. 9 jsme ve 3 odběrech progresivních ložisek z let 2007 a 

2008 detekovali tři rozdílné sekundární mutace v exonu 17. Všechny tři mutace se 

vzájemně lišily (p.N822K, p.D820A, p.D820G).  

O důležitosti vyšetřování všech dostupných ložisek nádoru a o nerovnoměrné distribuci a 

přítomnosti sekundárních mutací v jednotlivých ložiscích jsme se přesvědčili při mutační 

analýze u pacienta č. 1. Molekulárním vyšetřením 3 ložisek jsme zjistili přítomnost 

sekundární mutace p.D820Y ve dvou analyzovaných vzorcích. Ve třetím vzorku jsme 

žádnou sekundární mutaci nedetekovali. V případě analýzy pouze tohoto vzorku bychom 

při neúplném vyšetření uváděli nepřítomnost sekundárních mutací a nejasný mechanizmus 

získané rezistence.   

Kromě výrazné heterogenity sekundárních mutací mezi jednotlivými ložisky, tzv. 

internádorovou heterogenitu jsme u pacienta č. 7 detekovali tzv. intranádorovou 

heterogenitu, tj. heterogenitu sekundárních mutací v rámci jednoho ložiska. Pro 

molekulární analýzu jsme měli dostupný vzorek z roku 2014 z paliativního chirurgického 

výkonu. Ve vyšetřovaném vzorku jsme zjistili současnou přítomnost dvou sekundárních 

mutací p.D820E a p.N822K v exonu 17. Intranádorová heterogenita sekundárních mutací 

byla v tomto případě ověřena pomocí techniky NGS. Pacient v témže roce, tj. v roce 2014 

zemřel.  

Autoři Heinrich et al. (2006) rovněž detekovali klonální evoluci a internádorovou 

heterogenitu sekundárních mutací. Ve své studii analyzovali několik vzorků resekovaných 

nádorů od 16 pacientů s progresí onemocnění. U 3 pacientů (3 z 16, 18.8 %) zjistili 

přítomnost polyklonálních sekundárních mutací. U jednoho pacienta vyšetřovali 3 vzorky 

nádoru. Ve dvou vzorcích byly přítomny sekundární mutace v exonu 13 genu KIT 

(p.V654A). Ve třetím vzorku detekovali sekundární mutaci v exonu 17 genu KIT 

(p.D816H). Přítomnost více než jedné sekundární mutace ve vyšetřovaných vzorcích 

nádorů u pacientů s pokročilým onemocněním byla identifikována v několika dalších 

studiích (Antonescu et al., 2005; Liegl et al., 2008; Wardelmann et al., 2010).  
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V jednom případě, konkrétně u pacienta č. 14, jsme detekovali primární mutaci v exonu 11 

a sekundární mutaci v kodonu 809 (p.C809G) exonu 17. Sekundární mutaci v kodonu 809 

exonu 17 genu KIT detekovali rovněž ve studii Heinrich et al. (2006). Mutaci detekovali u 

pacienta, u kterého byly kromě uvedené sekundární mutace zjištěny 2 primární mutace 

(p.K642E a p.N822H). Výraznou internádorovou heterogenitu sekundárních mutací 

zaznamenali i autoři Lim et al. (2008). Konkrétně detekovali rozdílne sekundární mutace 

mezi jednotlivými vzorky a také rozdílné mutace ve dvou rozdílných exonech genu KIT 

(exon 13 a exon 17). 

Lze shrnout, že přítomnost, počet a výrazná heterogenita (intranádorová a rovněž 

internádorová) sekundárních mutací významně ovlivňuje cílenou léčbu. Problémem 

současné doby je zvládnutí léčby pacienta s několika rozdílnými sekundárními mutacemi. 

Důvodem je rozdílná citlivost jednotlivých sekundárních mutací k daným inhibitorům (I., 

II., nebo III. generace). Sekundární mutace v TK1 doméně (tj. v exonu 13, nebo v exonu 

14) vykazují citlivost na terapii sunitinib malátem (SM). Na druhé straně, přítomnost 

sekundárních mutací lokalizovaných v TK2 doméně (aktivační místo receptoru: exony 17 a 

18), souvisí s nižším terapeutickým účinkem, případně s rezistencí na terapii (Mei et al., 

2018; Ravegnini et al., 2019). Terapeutická účinnost sekundárních mutací lokalizovaných 

v exonu 17 byla zjištěna při terapii inhibitorem III. linie (regorafenib). Stanovení typu a 

lokalizace sekundárních mutací tedy významně ovlivňuje řízení terapeutické intervence u 

pacientů s pokročilým GIST.  

Problematice sekundárních mutací v genu PDGFRA se věnovali autoři Grunewald et al. 

(2021). Autoři analyzovali mutace v exonech 13, 14 a 15 genu PDGFRA ve vzorcích 

plasmy a v dostupných případech ve vzorcích nádorů po terapeutické intervenci 

avapratinibem, používaným od roku 2020 pro léčbu pacientů s primárně rezistentní mutací 

v exonu 18 genu PDGFRA (p.D842V). Autoři ve své studii poukazují na důležitost 

neinvazivních metod odběrů vzorků. Význam vyšetření vzorků plasmy podle autorů 

podtrhává fakt, že v několika případech nebyly sekundární mutace detekovány ve vzorcích 

z progresívních ložisek, ale pouze ve vzorcích plasmy. Navíc je u pacientů s výraznou 

progresí onemocnění, selháváním jednotlivých systémů, nebo na paliativní léčbě 

chirurgické odebrání materiálu k cílenému vyšetření značně problematické technicky i 

z etického pohledu. Snahou je tedy možnost vyšetřovat nejen vzorky získané klasickým 

způsobem prostřednictvím chirurgické resekce nebo excize, ale také šetrnějšími a méně 

rizikovými přístupy. Využití méně invazivních metod odběru vzorků (technika jehlové 
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biopsie nebo detekce mutací v cirkulující nádorové DNA z plasmy) tak umožní získat 

bioptický materiál i od pacientů v pokročilém stadiu onemocnění a ve špatném klinickém 

stavu (Bertucci et al., 2006). Kromě toho je možné pomocí méně invazivních metod 

sledovat molekulární změny (přítomnost sekundárních mutací) v průběhu terapie. 

5.3.1. Změna morfologie nádorových buněk u terapeuticky ovlivněných nádorů 

U terapeuticky ovlivněných nádorů často dochází ke změně morfologie nádorových buněk 

(Pauwels et al., 2005). Většina GIST po selhání terapie nemění základní morfologický 

obraz ani IHC ověřovaný fenotyp. Setkáváme se ale například se změnou vřetenobuněčné 

morfologie buněk na morfologii epiteloidní, se změnami exprese proteinů detekovaných 

pomocí IHC vyšetření, ale také i bez nich. V této souvislosti vykazuje mnoho nádorů 

variabilní expresi proteinu KIT, nebo dochází k úplné ztrátě jeho exprese (Bickenbach et 

al., 2007; Liegl et al., 2008; Pauwels et al., 2005). U nádorů rezistentních na terapii IM 

často vznikají sekundární mutace jako hlavní mechanizmus rezistence (Antonescu 2008). 

Méně často vznikají v primárním nádoru nebo v jeho metastázách metaplastické změny, 

trans-diferenciace nebo heterologní diferenciace (dediferenciace) (Liegl et al., 2009; Zheng 

et al., 2013). Autoři Vassos et al. (2011) popsali trans-diferenciaci GIST po terapii cíleným 

inhibitorem IM z vřetenobuněčného/epiteloidního vzhledu bez znaků hladkosvalové 

diferenciace na hladkosvalový typ. Trans-diferenciaci ICC buněk na buňky hladkosvalové 

ovlivňuje blokáda KIT signální dráhy (Torihashi et al., 1999). Podobně autoři Zheng et al. 

(2013) popsali nezvyklou změnu histopatologických znaků u pacienta s metastatickým 

GIST. Konkrétně došlo ke změně epiteloidní morfologie v primárním nádoru na 

rabdomyoblastický fenotyp s pozitivitou desminu a myogeninu v metastatickém ložisku 

v játrech.  

Histologická odpověď nádoru na cílenou terapii inhibitory RTK bývá heterogenní, a 

nekoreluje s klinickou odpovědí. Ve skupině GIST citlivých na terapii IM zjistili někteří 

autoři přítomnost znaků dobře diferencovaného hladkého svalstva. Nádory citlivé na 

terapii exprimovaly desmin, nebo jiné svalové markery (Díaz Delgado et al., 2011). Ve 

srovnání s nádory bez terapeutického zásahu vykazovaly nádory citlivé na terapii 

nápadnou expresi genů zapojených do diferenciace a funkce svalových buněk. 

Prostřednictvím chronické inaktivace signalizačních drah RTK KIT může tedy terapie IM 

vést k indukci transdiferenciace směrem k hladkosvalovému fenotypu. Rovněž autoři 

Agaram et al. (2008b) ve své studii uvádějí příklad histologické odpovědi nádorových 

buněk na terapii. V rámci histopatologické revize detekovali změnu vřetenobuněčné 
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morfologie nádoru před terapii na fenotyp embryonálního rabdomyosarkomu po terapii. 

V souladu s uvedeným zjištěným, autoři Antonescu et al. (2013) prokázali u 8 pacientů 

náhlou dediferenciaci vřetenobuněčného CD117 pozitivního nádoru do anaplastického 

CD117 negativního. Ve třech případech souvisela změna morfologie a fenotypu s terapií 

IM, ve zbývajících pěti případech se jednalo o de novo událost. 

V našem souboru pacientů s detekovanými sekundárními mutacemi jsme změnu 

morfologie nádorových buněk po terapii (tj. v čase vzniku rezistence) zjistili u jednoho 

pacienta (pacient č. 1). Konkrétně jsme detekovali změnu vřetenobuněčné morfologie 

v celém rozsahu nádoru z roku 2009 na smíšenou morfologii (vřetenobuněčnou společně 

s epiteloidní) ve vzorku nádoru z roku 2016. 

5.4. Molekulární analýza KIT/PDGFRA nemutovaných GIST 

Z celkového počtu diagnostikovaných GIST se v 10 – 15 % setkáváme s nepřítomností 

mutací v genech KIT nebo PDGFRA, jak jsme mohli potvrdit i u našeho souboru 

nemocných. V naší studii jsme nemutovaný stav genů KIT nebo PDGFRA zjistili u 55 

vzorků (16.4 %) od 50 pacientů (17.3 %).  

V minulosti byla skupina KIT/PDGFRA nemutovaných GIST považována za terapeuticky 

nepostihnutelnou. Případně při použití cílené terapie s velmi nízkou léčebnou odpovědí 

nebo se jednalo o skupinu GIST primárně rezistentních. Recentně se ovšem pohled na 

molekulární diagnostiku a terapii KIT/PDGFRA nemutovaných GIST výrazně změnil.  

Molekulární analýza této skupiny GIST i pomocí metod NGS prokázala genetické alterace 

v genech kódujících důležité signální molekuly v jednotlivých aktivačních drahách, nebo 

vznik fúzních transkriptů ovlivňujících aktivitu transformovaných buněk. Zjištěné 

molekulární změny umožňují rozšíření nejen diagnostických, ale zejména terapeutických 

možností skupiny KIT/PDGFRA nemutovaných GIST.  

5.4.1 Mutační analýza genu BRAF 

Ve skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST byla detekována přítomnost mutací v genu 

BRAF v rozpětí 3 – 13 % (Agaimy et al., 2009; Daniels et al., 2011; Hostein et al., 2010; 

Rossi et al., 2015). GIST s mutacemi v genu BRAF postihují v rámci GIT různé části 

trávicího ústrojí. Mohou se vyskytovat v žaludku, v tenkém či tlustém střevu, v rektu, a 

rovněž v extragastrointestinální lokalizaci, například na peritoneu. Nejčastěji se však 
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nádory s mutacemi v genu BRAF vyskytují v tenkém střevě. Po morfologické stránce je u 

těchto nádorů charakteristický vřetenobuněčný typ buněk a příznivější klinický průběh. 

V námi analyzovaném souboru KIT/PDGFRA nemutovaných GIST (55 vzorků od 50 

pacientů) jsme substituci p.V600E v genu BRAF identifikovali ve 2 vzorcích (3.6 %) od 2 

pacientů (4 %). Mutace p.V600E byla zjištěna ve vzorcích nádorů lokalizovaných 

v tenkém střevě u muže a u ženy. Autoři Agaimy et al. (2009) identifikovali přítomnost 

mutace p.V600E v genu BRAF v 7 % (2/28) případů s KIT/PDGFRA nemutovanými GIST. 

V obou případech byly mutace detekovány u mužů. Podobně, ve studii od autorů Hostein 

et al. (2010), byla ve skupině pacientů s nemutovanými geny KIT/PDGFRA a mutaci 

p.V600E zaznamenána predilekce mužského pohlaví (78%) a přednostní lokalizace nádorů 

v tenkém střevě (67%). Mutace v genu BRAF autoři nedetekovali ve skupině GIST 

s mutacemi v genu KIT nebo PDGFRA. Podobně autoři Daniels et al. (2011) zjistili mutaci 

p.V600E ve 3.5 % (3/87) pacientů s KIT/PDGFRA nemutovanými GIST. Na rozdíl od 

předchozí studie se v jejich souboru pacientů nádory s mutacemi v genu BRAF 

vyskytovaly častěji u žen. Ve studii Huss et al. (2017) autoři vyšetřovali mutace genu 

BRAF ve skupině 172 KIT/PDGFRA nemutovaných pacientů. Mutaci p.V600E detekovali 

v 3.9 % (7/172) případů. Výskyt mutací v genu BRAF považují za ojedinělý mechanizmus 

onkogeneze u KIT/PDGFRA nemutovaných GIST.  

Mutace v genech KIT a BRAF se při současných znalostech jeví vzájemně exkluzivní. To 

potvrzují i naše zkušenosti, kdy jsme substituci v kodonu 600 genu BRAF detekovali pouze 

u pacientů bez přítomností mutací v genech KIT nebo PDGFRA. Na druhou stranu, autoři 

Jašek et al. (2020) analyzovali skupinu 35 náhodně vybraných KIT/PDGFRA pozitivních 

GIST, u kterých zjišťovali přítomnost mutace p.V600E. V 8 případech detekovali 

koexistenci mutace p.V600E současně s mutacemi v genu KIT (5 případů), nebo v genu 

PDGFRA (3 případy). 

Podle autorů Rossi et al. (2015) jsou mutace v genu BRAF spojeny nejen s primární, ale 

rovněž se sekundární rezistencí na terapii IM. V naší studii jsme pro objasnění sekundární 

rezistence u pacientů bez sekundárních mutací v genech KIT/PDGFRA vyšetřili soubor 76 

pacientů. Mutaci p.V600E jsme v tomto souboru pacientů nedetekovali ani v jednom 

případě. Agaram et al. (2008b) identifikovali mutace v genu BRAF ve 4 % (3/61) pacientů 

s KIT/PDGFRA nemutovanými GIST. Navíc ve skupině pacientů (26) bez sekundárních 

mutací v genech KIT/PDGFRA a rezistentních na terapii IM detekovali u jednoho pacienta 

mutaci p.V600E. Lze uvažovat, že mutace p.V600E může reprezentovat alternativní 
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mechanizmus rezistence nádoru na terapii IM. V další studii autorského kolektivu Curtin et 

al. (2006) byla popsána společná koexistence mutace p.V600E v genu BRAF s mutací 

p.K642E (exon 13) v genu KIT. Případně byla identifikována konkomitantní mutace 

v genech BRAF a FGFR3 u pacientů s mutacemi v genu KIT (analyzováno a detekováno 

metodou NGS) (Mavroeidis et al., 2018). Ve studii autorů Falchook et al. (2013) byl 

prezentován případ terapie u GIST s mutacemi v genu BRAF. Pacientovi s mutací v genu 

BRAF byl v rámci cílené léčby indikován inhibitor kinázy BRAF (dabrafenib). Po 8 

měsících terapie došlo k progresi onemocnění. Analýzou progresivních ložisek nádoru 

autoři zjistili přítomnost somatické mutace p.H1047R v genu PIK3CA. Substituce v genu 

PIK3CA může tedy kromě rezistence na terapii inhibitorem RTK vést rovněž ke vzniku 

získané rezistence na cílenou terapii BRAF inhibitorem.  

Recentně se prostřednictvím komplexní molekulární analýzy podařilo v části 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST vysvětlit další mechanizmus patogeneze transformace 

nádorových buněk. Zjistilo se, že se jedná o komplexní skupinu, kterou můžeme rozdělit 

na několik podtypů. V 20 – 40 % KIT/PDGFRA nemutovaných GIST se setkáváme s 

defektem genů SDH komplexu. 

5.4.2. Molekulární analýza defektů SDH komplexu 

Klinické chování GIST s defektem SDH komplexu se shoduje s chováním u pediatrických 

GIST a GIST v rámci Carneyovy triády. U všech je výrazná predominance výskytu nádoru 

v mladém věku. Po klinické stránce je rovněž typické dlouhodobé trvání onemocnění. 

Běžná je několik let trvající latence od nálezu primárního nádoru po vznik metastáz. Ve 

studii více než 750 GIST žaludku identifikovali Miettinen et al. (2011) defekt SDH 

komplexu v 8.7 % (66 pacientů ze 756). Ve skupině pacientů ve věku pod 20 let měli 

prakticky všichni defekt v některé z SDH podjednotek. Skupina pacientů ve věku pod 40 

let byla z podstatné části tvořená pacienty s GIST s defektem SDH komplexu. U starších 

pacientů byl defekt SDH komplexu velmi vzácný. GIST s defektem SDH komplexu 

vykazovaly jasnou predominanci ženského pohlaví. Všechny vzorky z této skupiny shodně 

vykazovaly pozitivitu exprese proteinů KIT a DOG1. Všech 66 pacientů se žaludečním 

GIST a defektem SDH mělo negativní IHC vyšetření proteinu SDHB. Na druhé straně, 

mnoho GIST žaludku (zbývajících 690 z celkového množství 756, tj. 91.2 %) bylo IHC 

SDHB pozitivních. Autoři Gill et al. (2010) právě na základě IHC vyšetření pozitivity nebo 

negativity SDHB proteinu rozdělují GIST do dvou skupin. GIST s pozitivitou exprese 

SDHB zahrnují pacienty bez defektu SDH komplexu s mutacemi v genech KIT, PDGFRA, 
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BRAF, NF1 apod. Skupina GIST bez exprese SDHB je tvořena nádory s defektem SDH 

komplexu. Výskyt mutací v genech KIT a PDGFRA a současně v genech SDH komplexu 

byl vzájemně exkluzivní. Zajímavého výsledku dosáhli autoři Daum et al. (2012), kteří 

detekovali koexistenci mutace v genu KIT (exon 11 – delece kodonů 557 – 558) společně 

s mutací v genu SDHD (exon 1 - p.G12S). V souladu s obecnými charakteristikami SDH 

mutovaných GIST měly buňky epiteloidní morfologii, pozitivitu CD117 a lokální 

pozitivitu exprese proteinu SDHB. Podle jejich zjištění nemusí být mutace v genech 

KIT/PDGFRA a SDH komplexu mutačně exkluzivní.  

V naši studii jsme zjišťovali přítomnost alterací v genech SDH komplexu pouze u pacientů 

bez přítomnosti mutací v genech KIT, PDGFRA a BRAF. Analýzu přítomností defektů 

nebo mutací v genech SDH komplexu jsme provedli u 12 vzorků od 9 pacientů. Přítomnost 

defektů genů SDH komplexu jsme detekovali u 8 pacientů (16 %) v 10 vzorcích (18.2 %). 

V převážné většině se jednalo o delece buď jednoho, nebo několika exonů genů SDHB, 

SDHC, nebo SDHD. Zjistili jsme také přítomnost delecí v genech pro kofaktory SDHAF1 a 

SDHAF2. Autoři Janeway et al. (2011) zjistili přítomnost zárodečných mutací v genech 

SDHB, SDHC, a SDHD u jednotlivců s GIST bez osobní či rodinné historie 

paragangliomu. Autoři konkrétně analyzovali 34 pediatrických a KIT/PDGFRA 

nemutovaných GIST. U 18 % (6 pacientů) detekovali zárodečné mutace v genech SDHB, 

SDHC nebo SDHD. Všichni pacienti s mutacemi v genech SDHB, SDHC nebo SDHD byli 

mladí dospělí s multifokálním výskytem nádorů. U všech pediatrických GIST autoři dále 

potvrdili absenci exprese proteinu SDHB zjistitelnou pomocí IHC vyšetření (100 %, 18 

z 18 vyšetřených vzorků). Autoři doporučují testování přítomnosti zárodečných mutací u 

pacientů s KIT/PDGFRA nemutovaným GIST, zejména u mladých jednotlivců, jak jsme 

sami také stanovili. Navíc uvedení autoři zjistili přítomnost zárodečných mutací u 50 % 

mužů. Tím se tato skupina GIST liší od typické predominance ženského pohlaví ve 

skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST a od predominance dívek u pediatrických 

GIST. V souladu s předchozí studií rovněž další autoři doporučují testování zárodečných i 

somatických mutací v genech SDH komplexuu KIT/PDGFRA nemutovaných GIST s IHC 

negativní expresi proteinu SDHB, přinejmenším v genech SDHA a SDHB (Pantaleo et al., 

2014; von Mehren, Joensuu 2018).  

V další studii autoři Boikos et al. (2016) definovali 3 molekulární podtypy pacientů 

s KIT/PDGFRA nemutovaným GIST. První skupinu tvořily GIST bez alterací genů SDH 

komplexu. Všechny nádory z této skupiny měly pozitivní expresi proteinu SDHB. Další 
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dvě skupiny byly charakterizovány defektem v genech SDH komplexu. Jednu z těchto 

skupin tvořili pacienti se somatickými, nebo zárodečnými mutacemi v genech SDH 

komplexu. Ve druhé skupině byla ve  22 % případů identifikována metylace promotoru 

genu SDHC. Metylace promotoru v rámci epigenetického mechanizmu ovlivňování 

exprese genů vede k umlčení exprese genu SDHC (Giger et al., 2022). Pacienti 

s hypermetylovanou oblastí promotoru genu SDHC vykazovali společné charakteristiky. V 

 převážné většině se jednalo o ženy v mladším věku, s nádorem lokalizovaným v žaludku a 

s častou přítomností metastáz (40 %) (Boikos et al., 2016). Hypermetylaci promotorové 

oblasti genu SDHC se věnovali i další studie (Haller et al., 2014; Killian et al., 2014; Lou 

et al., 2020; Ricci et al., 2019). Autoři ve svých studiích zjistili přítomnost metylace ve 

skupině KIT/PDGFRA nemutovaných GIST s defektem v SDH komplexu, ale ne ve 

skupinách bez defektu SDH komplexu, případně KIT/PDGFRA mutovaných GIST. 

Detekce přítomnosti metylace promotoru genu SDHC má tedy kromě diagnostického účelu 

důležitý terapeutický význam. Pacienti s KIT/PDGFRA nemutovaným GIST a 

identifikovanou metylací promotoru genu SDHC mohou v rámci personalizované terapie 

profitovat z léčby inhibitory DNA metyltransferáz (Ravegnini, Ricci, 2019). 

5.4.3. Molekulární diagnostika v genech signální dráhy RAS/NF1 

5.4.3.1. Mutace v genech KRAS, NRAS 

Další definovanou skupinou KIT/PDGFRA nemutovaných GIST je skupina bez defektu 

genů SDH komplexu. Do této skupiny patří GIST s alteracemi v RAS signální dráze 

(mutace v genech BRAF, NF1, KRAS, NRAS, HRAS). Geny KRAS a NRAS hrají zásadní 

roli v patomechanizmu vzniku několika typů nádorů. V naší studii jsme v rámci komplexní 

molekulární analýzy pacientů s GIST zavedli zjišťování mutací v genech KRAS a NRAS 

následně po zavedení mutační analýzy genů KIT, PDGFRA, BRAF a SDH.  

Autoři Miranda et al. (2012), kteří vyšetřovali mutační stav genů KRAS a BRAF ve skupině 

KIT/PDGFRA mutovaných a rovněž nemutovaných GIST, u 5 % (3/60) detekovali mutace 

v genu KRAS společně s KIT/PDGFRA mutacemi. Konkrétně identifikovali mutaci 

v kodonu 12 (p.G12D) a v kodonu 13 (p.G13D) genu KRAS. Navíc v jednom případě 

zjistili konkomitantní mutace v obou kodonech genu KRAS najednou, tj. p.G12A/G13D. 

Kromě toho u pacientů s mutacemi p.G12D a p.G12A/G13D současně detekovali 

přítomnost mutací v exonu 11 genu KIT. U pacienta s mutací p.G13D identifikovali 

konkomitantní mutaci v exonu 18 genu PDGFRA (p.D842V). 
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Naproti tomu, Lasota et al. (2013) analyzovali přítomnost mutací v genu KRAS ve skupině 

514 GIST. V žádném z vyšetřovaných vzorků mutace v genu KRAS nedetekovali. Na 

základě této analýzy jsou mutace v genu KRAS u pacientů s GIST ojedinělou genetickou 

událostí. Rovněž Belinsky et al. (2009) zjišťovali přítomnost mutací v genech HRAS, 

KRAS a BRAF ve všech vzorcích nádorů s mutacemi a bez mutací v genech KIT/PDGFRA. 

Mutace v genech KRAS nebo HRAS nezjistili ani v jednom případě. V jednom vzorku 

detekovali mutaci p.V600E genu BRAF. Ojedinělý výskyt mutací v genech ze skupiny RAS 

u pacientů s GIST potvrzuje také studie autorů Bombac et al. (2020). V jejich souboru 8 

KIT/PDGFRA nemutovaných pacientů nebyla ani v jednom případě detekována přítomnost 

mutace v genu KRAS.  

Stejného výsledku bylo dosaženo i v našem souboru 40 KIT/PDGFRA/BRAF/SDH 

nemutovaných pacientů. Ani u jednoho pacienta jsme neidentifikovali mutace v genech 

KRAS ani NRAS. V souladu s údaji publikovanými v recentní literatuře můžeme shrnout, 

že mutace v genech KRAS a NRAS nejsou v rozvoji GIST významné, alespoň ne z hlediska 

iniciace nádorového klonu. Pokud by se do budoucna prokázaly mutace v genech KRAS a 

NRAS u některých GIST, je třeba se soustředit na korelaci s klinickými projevy, 

biologickými vlastnostmi a dalším profilem těchto GIST.  

5.4.3.2. Mutace v genu NFI 

Gen NF1 (neurofibromin) kóduje protein, který negativně reguluje rodinu RAS GTPáz ve 

smyslu udržování těchto GTPáz v inaktivní formě, tj. RAS-GDP (Walker, Upadhyaya, 

2018). Mutace v genu NF1 vedou ke vzniku defektního proteinu neurofibrominu a 

následně vedou ke ztrátě jeho inhibiční úlohy při aktivaci onkoproteinu RAS. Jedinci s 

alteracemi v genu NF1 mají vůči běžné populaci 34-násobné riziko vzniku GIST (Wu et 

al., 2021). GIST související s NF1 se liší od sporadických GIST v několika ohledech. 

Velice častý je multifokální výskyt nádorů, přednostní lokalizace v tenkém střevě a vyšší 

frekvence vřetenobuněčné morfologie (Valencia, Saif, 2014). 

V naši studii jsme zjistili přítomnost mutace v genu NF1 u pacienta (2 % KIT/PDGFRA 

nemutovaných GIST pacientů) ve středním věku s multifokálním výskytem nádorů, s 

výraznou expresí proteinů CD117 i DOG1 a nepřítomnosti mutací v genech KIT a 

PDGFRA. S ohledem na multifokální výskyt nádorů u tohoto nemocného jsme molekulární 

vyšetření mutačního stavu vzorku nádoru (přes střední věk pacienta) směrovali na detekci 

defektů v genech SDH komplexu. Molekulární analýza zahrnující i gen NF1 prokázala 

přítomnost sestřihové varianty c.5206-2A>G v uvedeném genu současně se ztrátou genů 
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SDHB, SDHAF1 a exonu 4 genu SDHD. V souladu s naším zjištěním autoři Belinsky et al. 

(2015) detekovali hemizygotní frameshift mutaci v genu NF1 u 54 letého pacienta s GIST 

(tenké střevo) bez mutací v genech KIT/PDGFRA/BRAF/SDH. Mimoto u pacienta zjistili 

přítomnost frameshift mutace v genu MAX (MYC associated factor X). Studie uvedených 

autorů naznačuje, že inaktivační mutace v genu NF1 mohou být onkogenetickým 

mechanizmem této skupiny sporadických GIST. Mutace v genu NF1 detekovali rovněž 

autoři Astolfi et al. (2020). U 3 pacientů z 26 (11.5 %) detekovali inaktivační mutace genu 

NF1. Autoři se zaměřili na KIT/PDGFRA/SDH/RAS-P nemutované GIST. Kromě toho, 

neobvykle vysoké procento (59 %) detekovaných patogenních mutaci v genu NF1 u 

„quadruple“ nemutovaných GIST (KIT/PDGFRA/BRAF/SDH) identifikovali ve své studii 

autoři Gasparotto et al. (2017). Na základě jejich analýzy hrají mutace v genu NF1 

významnou roli v patogeneze KIT/PDGFRA/BRAF/SDH nemutovaných GIST. Navíc 

uvedené výsledky poukazují na skutečnost, že významný podíl sporadických a „quadruple“ 

nemutovaných GIST jsou ve skutečnosti nediagnostikovaní pacienti s mutací NF1.  

Z léčebného hlediska je z důvodu nízké efektivity terapie pomocí IM v této skupině GIST 

doporučeným terapeutikem SM (Ylä-Outinen et al., 2019). Autoři Fujimi et al. (2019) 

navíc prezentovali úspěšnou terapii prostřednictvím regorafenibu u pacienta s GIST 

asociovaným s neurofibromatózou 1. 

5.4.3.3. Mutace v genech AKT1, PIK3CA a ATR 

Následně po analýze alterací v genech BRAF, SDH a NF1 u KIT/PDGFRA nemutovaných 

GIST jsme se zaměřili na přítomnost mutací, případně na aktivaci intracelulárních kináz 

v signální dráze PIK3/AKT. Mutace v genech AKT1, PIK3CA a ATR jsme analyzovali 

ve výše uvedeném souboru 40 pacientů. 

Intracelulární kináza AKT1 je klíčovým členem jedné z nejčastěji aktivovaných drah 

ovlivňujících přežívání a proliferaci nádorových buněk (Carpten et al., 2007). Recentně 

narůstá počet studií, podle kterých somatická mutace p.E17K hraje v rozvoji nádorů 

specifickou roli (Chen et al., 2020). Autoři Kim et al. (2008) analyzovali soubor 731 

pacientů se širším spektrem nádorových onemocnění s ohledem na zjištění přítomnosti 

mutace p.E17K. Kromě karcinomů prsů, kolorektálních karcinomů a nádorů ovarií 

vyšetřovali přítomnost mutace rovněž u nádorů plic, žaludku, hepatocelulárních karcinomů 

a u akutních leukémií. Mimo odpovídající oblast (kodon 17) v genu AKT1 vyšetřovali 

danou lokalitu také v genech AKT2 a AKT3. Mutaci p.E17K v genu AKT1 zjistili ve 4.3 % 

(4/93) karcinomů prsu. V ostatních skupinách nádorů v genech AKT1/2/3 nedetekovali 
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žádnou mutaci. Rovněž Bleeker et al. (2008) vyšetřovali rozsáhlou skupinu nádorů 

(karcinomy prsu, plic, ovarií, kolorektální karcinomy, karcinomy pankreatu, melanomy a 

glioblastomy) na přítomnost substituce p.E17K v genu AKT1. Uvedená substituce byla 

přítomna pouze u karcinomů prsu (5.8 %), u kolorektálních karcinomů (1 %), a u nádorů 

plic (0.6 %). Na přítomnost mutace p.E17K u pacientů s GIST, s nádory prostaty, 

maligními meningeomy, hepatoblastomy, karcinomy jícnu, laryngu a urotelu se zaměřila 

studie autorů Eom et al. (2009). Mutaci p.E17K nedetekovali v žádném z uvedených 

onemocnění. 

V naší studii jsme v jednom případě (muž, 83 let) detekovali mutaci v kodonu 16 genu 

AKT1 (2 % z KIT/PDGFRA nemutovaných GIST pacientů). Konkrétně se jednalo o 

substituci aminokyseliny glycinu za kyselinu glutamovou (p.G16E). Ve shodě s mutací 

v kodonu 17 (p.E17K) je substituce p.G16E lokalizována v PH doméně kinázy AKT1, 

která zodpovídá za její konstitutivní aktivaci. Mutace p.E17K může kromě uvedené 

aktivační funkce vést ke snížení citlivosti nádorových buněk k inhibitorům kináz. Z 

klinického hlediska se na druhé straně substituce p.E17K stává potenciálním cílem pro 

individualizovanou terapii pacientů (Carpten et al., 2007). Rovněž autoři Kozinova et al. 

(2021) považují kinázu AKT za slibný terapeutický cíl. Na základě studií na GIST 

buněčných liniích a preklinických modelech doporučují v terapii GIST kombinaci 

inhibitorů KIT i AKT. 

U karcinomů prsu se kromě mutací v genu AKT1 vyskytují mutace v genu PIK3CA (40 % 

invazívních karcinomů prsu). Uvedené mutace se objevují v časných stadiích vývoje 

tohoto nádoru. Přítomnost mutací, nebo změn v signální dráze PI3K/AKT, má kromě 

patomechanizmu vzniku těchto nádorů rovněž významný terapeuticko-indikační význam 

(Starzyńska et al., 2020). U mutací v genu PIK3CA můžeme využít terapeutického zásahu 

inhibitory PI3K. U nádorů plic je klinicky úspěšná kombinovaná terapie inhibitory 

aktivovaných PI3K a MAPK signálních drah. V přehledné studii autorů Ney et al. (2012) 

sledovali výskyt mutací v genu PIK3CA v rozsáhlém spektru nádorů. Kromě karcinomů 

prsu prezentují přítomnost mutací uvedeného genu například u kolorektálních karcinomů (s 

frekvencí 32 %), karcinomů endometria (15 – 36 %), nebo u glioblastomů (5 – 26 %). U 

GIST byly mutace v genu PIK3CA detekovány ve skupině primárních GIST velkých 

rozměrů a metastatických GIST. Autoři Lasota et al. (2016) analyzovali přítomnost mutací 

v genu PIK3CA v souboru 529 pacientů s GIST. U 10 pacientů identifikovali mutace 

v genu PIK3CA. V 9 případech byla současně s mutací v genu PIK3CA přítomná mutace 
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v genu KIT. Navíc v jednom vzorku nádoru autoři zaznamenali přítomnost dvou 

rozdílných mutací v genu PIK3CA. Haefliger et al. (2020) identifikovali přítomnost mutace 

v exonu 9 genu PIK3CA (p.M1043I), která u GIST dosud ještě nebyla rozpoznána. Chen et 

al. (2018b) prostřednictvím metody NGS analyzovali soubor 38 vzorků na přítomnost 

mutací ve 14 onkogenech. V 10 % (4 případy) zjistili přítomnost mutací v exonech 9 a 20 

genu PIK3CA (p.E542K, p.E545K, a p.H1047Y). Aktivace mTOR signální dráhy je 

charakterističtější pro PDGFRA mutované a KIT/PDGFRA nemutované GIST, než pro KIT 

mutované GIST. Mutace v genu PIK3CA tak mohou hrát významnou roli v patogeneze 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST. 

Kromě aktivace GIST může přítomnost mutací v genu PIK3CA zodpovídat za rezistenci na 

inhibitory RTK. Důvodem je již zmiňovaná aktivace alternativní signální dráhy 

PI3K/AKT/mTOR. Molekulární analýza mutačního stavu genu PIK3CA tak může 

identifikovat primární a metastatické GIST s předpokládaným rozvojem rezistence 

k inhibitorům RTK. Příkladem je studie autorů Daniels et al. (2011), kteří u pacienta s 

GIST s mutaci v exonu 11 genu KIT současně zjistili mutaci v genu PIK3CA (p.H1047L). 

Na druhou stranu, analýza mutací PIK3CA je v současnosti jednou z nejčastějších 

onkologických indikací pro terapeutické ovlivnění několika onemocnění. Identifikace 

mutace v genu PIK3CA tedy umožňuje personalizovanou terapii při selhání klasických 

léčebných postupů (Kaboli et al., 2021; Madsen et. al., 2018; Mateo et al., 2020). Z důvodu 

možného terapeutického cíle jsme mutační stav genu PIK3CA analyzovali i v našem 

souboru KIT/PDGFRA/BRAF/SDH/NF1 nemutovaných pacientů. Mutace jsme analyzovali 

v exonech 9 a 20. Ani v jednom případě jsme přítomnost patogenní a terapeuticky 

postihnutelné varianty nezjistili.  

Udržování stability genomu částečně závisí na náležité regulaci odpovědi buňky na 

poškození DNA a na integritě DNA reparačního systému. Poškození tohoto velmi citlivého 

systému může vést ke vzniku nádoru. Klíčovou roli v rozpoznávání poškozené DNA 

sehrávají 2 kinázy. První kinázou je ATM (ataxia-telangiectasia mutated), druhou ATR 

(ATM and Rad3-related). ATM je zapojena výlučně do aktivace oprav dvouvláknových 

zlomů (Liu et al., 2005). ATR je kináza naproti tomu zapojená do aktivace oprav 

poškozené DNA ionizačním zářením a UV zářením. ATR se podle všeho podílí na 

udržování stability fragilních míst. Snížením exprese ATR tedy dochází ke zlomům 

v těchto místech (Liu et al., 2005). U GIST je přítomnost mutací v genu ATR výjimečná a 

je spojená s výskytem u KIT/PDGFRA nemutovaných GIST (Shi et al., 2016). 
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Na přítomnost mutací v genu ATR jsme se zaměřili i v našem souboru KIT/PDGFRA 

nemutovaných pacientů. U jedné pacientky (81 let) jsme identifikovali substituční záměnu 

v exonu 43 (2 % z KIT/PDGFRA nemutovaných GIST pacientů). Uvedená substituce 

nukleotidů vedla ke vzniku STOP kodonu TGA z původního STOP kodonu TAA. Nedošlo 

tedy k záměně STOP kodonu za jinou aminokyselinu. Jedná se o synonymní mutaci, 

pořadí AMK je tedy zachováno beze změny. Na druhou stranu, je známo, že ačkoliv 

nedošlo ke změně aminokyseliny, synonymní mutace jsou u nádorů člověka často tzv. 

řídicími neboli hnacími mutacemi (driver mutations), které ovlivňují vznik nádoru. Autoři 

Supek et al. (2014) analyzovali více než 3.000 exomů asociovaných s nádory a rovněž více 

než 300 genomů. Ve své studii zjistili, že synonymní mutace přispívají ke vzniku nádoru. 

Molekulární mechanizmy, kterými se synonymní mutace podílejí na vzniku nádoru, jsou 

rozdílné, nejčastěji jsou spojeny se změnami v sestřihových místech. Na synonymní 

mutace tedy musíme nahlížet jako na alterace, které mohou souviset s rozvojem nádoru. 

5.4.4. Fúze genů NTRK a FGFR 

Třetí molekulárně definovanou skupinou KIT/PDGFRA nemutovaných GIST, bez alterací 

v genech SDH komplexu a RAS signální dráhy (RAS-P) jsou tzv. „quadruple“ nemutované 

nádory charakterizované fúzemi NTRK, FGFR genů, případně mutacemi v těchto genech. 

U několika hematologických a solidních nádorů hrají přestavby chromozomů nebo vzniklé 

fúzní transkripty významnou roli v rozvoji nádorové transformace buněk. Kromě objasnění 

mechanizmu onkogenetické transformace buněk, poskytuje diagnostika přítomnosti fúze 

genů nebo přestaveb chromozomů efektivní a účinnou strategii v terapii těchto nádorových 

onemocnění. Rodina genů NTRK, podobně jako jiných genů, je předmětem alterací, 

zahrnujících i fúze. Fúze zahrnující proteiny z rodiny TRK podporují nádorovou 

transformaci navozením konstitutivní buněčné proliferace a přežívaní.  

Účinnost inhibitorů fúzních kináz TRK byla prokázaná u pacientů s NTRK přestavěnými 

nádory (Kheder, Hong, 2018). Brenca et al. (2016) jako první detekovali přítomnost 

chimérického transkriptu ETV6::NTRK3 u 5 pacientů s GIST (bez mutací v genech KIT, 

PDGFRA, RAS dráhy a defektů SDH komplexu). Skupině GIST bez mutací v genech 

KIT/PDGFRA/RAS se věnovali rovněž autoři Shi et al. (2016). Na základě metody 

genového profilování (CGP, comprehensive genomic profilig) mutovaných a 

nemutovaných GIST autoři zjistili častější přítomnost mutací v 7 genech (ARID1B, ATR, 

FGFR1, LTK, SUFU, PARK2 a ZNF217). U dvou pacientů byly zjištěny fúze genu 
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FGFR1, konkrétně FGFR1::HOOK3 (FGFR1 intron 17 - HOOK3 intron 4) a 

FGFR1::TACC1 (FGFR1 intron 17 - TACC1 intron 6). U jednoho pacienta byla 

identifikována fúze ETV6::NTRK3, která byla senzitivní na terapii inhibitorem TRK. 

Analýza mutačního stavu, nebo expresního profilu KIT/PDGFRA/RAS/SDH nemutovaných 

GIST (tzv. „quadruple“) byla provedena i ve studii Nannini et al. (2014). Důležitým 

poznatkem bylo zjištění, že skupina „quadruple“ nemutovaných GIST výrazně 

exprimovala onkogeny ERG a NTRK2. Profilování alterací nových genů (např. ze skupiny 

NTRK nebo FGFR) u KIT/PDGFRA nemutovaných GIST pomáhá tedy objasnit změny 

vedoucí k transformaci buněk podobně jako je tomu u KIT/PDGFRA mutovaných GIST 

(Cao et al., 2022). Navíc má identifikace těchto alterací významný dopad v rámci 

personalizované léčby (terapeutické ovlivnění v rámci precizní onkologie) (Zito Marino et 

al., 2020).  

V rámci naší studie jsme přítomnost fúzního transkriptu ETV6::NTRK3 nedetekovali. U 

jednoho vzorku jsme provedli vyšetření přítomnosti fúzního transkriptu ETV6::NTRK3 

prostřednictvím metody NGS (panel Fusion Plex Lung Kit V2). Analýza dat získaných 

prostřednictvím NGS přítomnost fúzního transkriptu ETV6::NTRK3 v uvedeném vzorku 

nepotvrdila. Rovněž v našem souboru KIT/PDGFRA nemutovaných GIST nebyla 

detekována přítomnost fúzního transkriptu FGFR1::TACC1.   

5.5. Expresní analýza proliferace a senescence  

Progrese onemocnění má zásadní dopad na klinický stav a kvalitu života pacientů. 

Stanovení biologického rizika a určení agresívního chování je základním parametrem při 

diagnostickém vyšetření. Zjištění prognostického rizika má následně výrazný dopad na 

plánování léčby. U GIST, stejně tak jako u jiných nádorových onemocnění, se setkáváme 

s několika klasifikačními systémy. Spektrum biologického rizika GIST je široké. Zahrnuje 

nádory benigní, nádory s nejasným biologickým potenciálem a rovněž nádory zřetelně 

maligní, s vysokým rizikem progrese (Miettinen et al., 2002). Ovšem i benigní nádory 

menších rozměrů (méně než 2 cm) mohou metastázovat a vykazovat znaky agresivního 

chování. Proto i tyto nádory musí být důsledně vyhodnocovány. Faktory, které by měly být 

dále zohledněny, zahrnují také klinické aspekty (věk, pohlaví, velikost nádoru, výskyt 

syndromů) a radiologické znaky. Molekulární heterogenita GIST je rovněž výrazná, a 

proto se setkáváme se snahou identifikovat nové biologické prognostické faktory (Greco et 

al., 2018). Největší pozornost se soustřeďuje na stanovení proliferační aktivity, případně 

stanovení markerů ovlivňujících buněčný cyklus, přežívání nebo apoptózu buněk.  
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S ohledem na význam stanovení proliferační aktivity GIST v současné WHO klasifikaci 

těchto nádorů – cílené počítání mitóz v histopatologickém nálezu, jsme se snažili obohatit 

možnosti diagnostického přístupu s využitím molekulární analýzy genů zapojených 

v regulaci buněčného cyklu a aktivity enzymu podporujícího přežívání buněk (WHO, 

2020).  

V naší studii jsme se proto zaměřili na stanovení expresních hladin mRNA vybraných, nám 

dostupných molekulárních proliferačních markerů a telomerázové podjednotky hTERT 

pomocí kvantitativní PCR v reálném čase. (RQ RT PCR). Naším cílem byla snaha 

objektivně, pomocí vysoce citlivé a reprodukovatelné metody, určit proliferační aktivitu 

GIST a s tím spojený různý stupeň rizika agresivnějšího chování. Proliferační aktivitu 

GIST jsme stanovovali ve srovnání s jinými nádory. Kontrolní skupinou byl vysoce 

proliferačně aktivní Burkittův lymfom a leiomyosarkomy různého gradu. Pro určení 

biologického rizika jsme zjišťovali expresi proliferačních markerů a hTERT ve skupině 

histopatologicky posouzených benigních a maligních GIST. Rovněž jsme analyzovali 

expresní hladiny mRNA uvedených molekulárních markerů ve vztahu k přežívání pacientů 

(EFS a OS) na základě křivek přežití. 

Kvantitativní RT PCR v reálném čase je často používanou metodou analyzování 

expresního profilu určitých nádorů pro diagnostické, výzkumné, prognostické, případně 

terapeutické účely. Metoda absolutní kvantifikace v reálném čase umožňuje stanovení 

koncentrace, nebo přesného počtu kopií analyzovaného molekulárního markeru po 

normalizaci k hladinám tzv. housekeeping genu. Hladiny mRNA proliferačních markerů 

Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerázové podjednotky hTERT jsme v našem případě 

normalizovali k hladinám mRNA housekeeping genu ABL. Vhodný referenční gen musí 

být stabilně exprimovaný ve tkáních a nesmí být ovlivněn biologickými nebo 

experimentálními podmínkami. Typický referenční gen má regulovat základní buněčné 

funkce. Cílový gen je amplifikovaný společně s referenčním genem za účelem 

minimalizování experimentálních rozdílů týkajících se účinnosti enzymů pro reverzní 

transkripci, účinnosti PCR reakce a množství vstupního materiálu (Fassunke et al., 2010). 

5.5.1. Proliferační marker Ki-67 

Protein označovaný jako Ki-67 je nejpoužívanějším markerem pro stanovení 

proliferačního indexu pomocí IHC průkazu jeho exprese u širokého spektra nádorů. 

Proliferační marker Ki-67 se vyskytuje v jádrech všech buněk v průběhu G1, S, G2 a M 
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fáze buněčného cyklu. Stanovení Ki-67 indexu slouží jednak k diagnostickým účelům, 

k určení prognózy, a jednak byla prokázána jeho prediktivní hodnota. V některých studiích 

byla exprese Ki-67 indikátorem příznivé prognózy, v jiných indikuje nepříznivou prognózu 

(Shi et al., 2020). Velké studie zabývající se prognostickou hodnotu exprese Ki-67, 

potvrzují souvislost vyšší exprese Ki-67 a horší prognózy u nádorů žlučníku (5147 

pacientů), nádorů prostaty (5419 pacientů), nebo renálního karcinomu (5398 pacientů) 

(Berlin et al., 2017; Tian et al., 2016). Krvácení v rámci GIT a vysoký index proteinové 

exprese Ki-67 uvádí jako nepříznivý prognostický faktor u GIST rovněž autorský kolektiv 

Zhang, Liu (2020). Autoři ve své studii doporučují, aby se pro objektivizaci biologického 

rizika GIST do diagnostického vyšetřování začlenily další prognostické faktory. Jedním 

z faktorů, který autoři uvádějí je mutační stav genů KIT a PDGFRA. Autoři dále 

doporučují zohlednit i mutační stav KIT/PDGFRA nemutovaných GIST (SDH deficientní 

pacienti). Na potřebu zahrnutí mutačního stavu do prognostického systému jako jednoho 

z významných biologických faktorů poukazují rovněž Rutkowski et al. (2021). Ve velkých 

studiích má ovšem samotné IHC stanovení Ki-67 indexu nadále významnou prognostickou 

hodnotu (Shi et al., 2020). K akumulaci proteinu Ki-67 dochází pouze v průběhu fáze S, 

G2 a M buněčného cyklu. K degradaci dochází kontinuálně ve fázích G1 a G0, bez ohledu 

na příčinu vstupu do G0 fáze (fáze klidu). Následkem toho jsou hladiny Ki-67 v průběhu 

G0 a G1 v jednotlivých buňkách vysoce heterogenní. Hodnoty Ki-67 tak závisí na čase, 

který daná buňka stráví v G0 fázi. Ki-67 je tedy více stupňovým než binárním markerem 

progrese buněčným cyklem a časem, kdy buňka vstoupí do G0 fáze (Miller et al., 2018). 

Pro plynulý přechod jednotlivými fázemi buněčného cyklu je tedy požadovaná regulovaná 

exprese a kontrolovaná degradace Ki-67 (Sobecki et al., 2017). Autoři Zhou et al. (2017) 

považují Ki-67 za vhodný marker pro odhad či určení maligního chování GIST. Výsledky 

výzkumu autorského týmu Sobecki et al. (2016) poukazují na odlišnou skutečnost. Ve své 

studii identifikovali hlavní funkci proliferačního markeru Ki-67, kterou je kontrola 

organizace heterochromatinu. Organizace heterochromatinu prostřednictvím Ki-67 

neinterferuje s vývojem buněčného cyklu ani s buněčnou proliferací. Ki-67 v tomto směru 

pravděpodobně přispívá k přestavbě genové exprese (Sobecki et al., 2016).  

Statistická analýza výsledků naší studie potvrzuje úzkou korelaci mezi vyšší expresí 

normalizovaných hladin mRNA proliferačního markeru Ki-67 a maligním chováním GIST 

(p>0.0001). Rovněž jsme zjistili vyšší expresní hladiny mRNA Ki-67 (p<0.0001) u 

Burkittova lymfomu, charakterizovaného vysokou proliferační aktivitou (nad 90 %). 

V neposlední řadě, vyšší mRNA hladiny průměrných hodnot Ki-67 měly prokazatelnou 



110 
 

souvislost se zkrácenou dobou do recidivy nádoru. Konkrétně jsme detekovali asociaci 

vyšších hladin mRNA Ki-67 s kratším celkovým přežíváním (p<0.0304) a progresí 

onemocnění (p<0.0121). Stanovení expresních hladin mRNA proliferačního markeru Ki-

67 pomocí vysoce citlivé metody absolutní kvantifikace tak může přispět k objektivnímu 

určení proliferační aktivity nádoru, maligního potenciálu GIST a rovněž k stanovení délky 

přežívání do progrese, případně celkového přežívání (Kalfusova et al., 2016). Naproti 

tomu, Sözütek et al. (2014) nezjistili významnou korelaci mezi hodnotami Ki-67 u 

pacientů v časných a pokročilých stadiích GIST. Na druhou stranu, společně s dalšími 

autory, potvrzují korelaci Ki-67 s mitotickým indexem, který má u GIST výrazný 

prognostický význam (Kadado et al., 2022; Sözütek et al., 2014; Zhao et al., 2014). 

5.5.2. Proliferační marker TPX2 

Proliferační marker TPX2 je důležitým proteinem v rámci sestavování mitotického 

vřeténka a plní tak významnou roli během mitózy. Nadměrná exprese TPX2 (mRNA nebo 

proteinu) je markerem horší prognózy u mnoha typů nádorů - nádorů mozku, karcinomu 

prsu, kolorektálních karcinomů, nádorů plic, ale rovněž tak meningeomů, lymfomů 

z buněk pláště a u mezoteliomů (Brizova et al., 2010; Pérez de Castro, Malumbres, 2012). 

Autoři Zou et al. (2018a) určovali roli markeru TPX2 u karcinomu prostaty. Ve své studii 

identifikovali zvýšenou expresi TPX2 v nádorových buňkách v porovnáním s benigní, 

nenádorovou tkání prostaty. Autoři navíc zjistili souvislost zvýšené exprese TPX2 s 

akcelerací proliferace a schopnosti invaze a migrace buněk karcinomu prostaty. Zvýšená 

exprese TPX2 rovněž korelovala s TNM stadiem, metastázami a s horší prognózou u 

karcinomu žlučových cest a žlučníku a u ovariálního karcinomu (Ma et al., 2018; Zou et 

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

V naší studii jsme zjistili, že mRNA hladiny proliferačního markeru TPX2 jsou asociovány 

s proliferační aktivitou GIST a rovněž s jejich biologickým potenciálem ve vztahu 

k progresi onemocnění a nepříznivé prognóze. Potvrdili jsme statisticky významnou 

korelaci vyšších hladin mRNA markeru TPX2 a vysoce proliferačně aktivních nádorů 

(p>0.0001). Navíc, vyšší hladiny exprese mRNA TPX2 markeru byly signifikantně 

spojeny s maligním biologickým chováním GIST (p>0.0001). Rovněž jsme detekovali 

souvislost vyšších hladin mRNA TPX2 a kratším celkovým přežíváním i horší prognózou 

(EFS p>0.0003, OS p>0.0030 při hodnotách průměru a EFS p>0.0311 při hodnotách 

mediánu) (Kalfusova et al., 2016). 
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5.5.3. Proliferační marker TOP2A 

Topoizomeráza 2A (TOP2A) je enzym, který katalyzuje uvolňování nadobrátek vinutí 

vláken DNA v procesu její replikace. Aktivita enzymu TOP2A tedy koreluje s dělením 

buňky. Hladiny TOP2A se mění v průběhu buněčného cyklu. Do pozdní S fáze jsou 

nedetekovatelné, následně narůstají s maximem v G2/M fáze cyklu (dvou až trojnásobný 

nárůst). Dokončením mitózy dochází ke snížení hladin TOP2A (Panvichian et al., 2015). 

Významně vyšší expresní hladiny TOP2A identifikujeme u buněk proliferačně aktivních, 

na rozdíl od populace klidových buněk. Enzym TOP2A je tedy považovaný za specifický 

marker buněčné proliferace a má důležitou roli u maligních nádorů (Chen et al., 2015). 

Klinický význam stanovení exprese TOP2A mimo jiné spočívá v možnosti terapeutického 

ovlivnění některých hematologických i solidních nádorových onemocnění (Matias-Barrios 

et al., 2021). TOP2A je totiž cílovým markerem pro protinádorová léčiva ze skupiny 

inhibitorů TOP2A. Navíc má zvýšená exprese TOP2A u hepatocelulárního karcinomu 

(HCC) prognostický význam. Konkrétně je nadměrná exprese TOP2A u HCC spojena 

s potenciálně agresivním fenotypem nádoru, dřívějším začátkem onemocnění, případně 

zkráceným přežitím pacientů (Cai et al., 2020; Meng et al., 2022). 

V naší studii jsme potvrdili souvislost vyšší exprese TOP2A s vysokým proliferačním 

indexem nádoru (Burkittův lymfom vs. GIST a leiomyosarkmomy, p>0.001). Na rozdíl od 

potvrzeného vzájemného vztahu exprese TOP2A a proliferace nádoru jsme nezjistili 

asociaci vyšších hladin mRNA TOP2A a agresivnějším chováním GIST – maligní versus 

benigní GIST, (p>0.1910). Rovněž jsme nedetekovali souvislost mezi vyššími hladinami 

TOP2A a dobou přežívání pacientů s GIST (při hodnotách rozdělených podle průměru: 

EFS p>0.3435, OS p>0.4040 a při hodnotách mediánů: EFS p>0.3065, OS p>0.4401). 

Výsledky naší studie však nejsou překvapivé ve světle studie autorů Stacey et al. (2000). 

Autoři pomocí časosběrných studií sledovali expresi TOP2A v průběhu buněčného cyklu. 

Z výsledků jejich studie vyplývá, že exprese TOP2A je v nádorových buňkách méně 

závislá na proliferačním stavu nádorových buněk. Buňky, které zůstávají životaschopné, 

ale jsou dočasně vyřazeny z aktivního buněčného cyklu, jsou totiž schopny stát se 

dominantními a produkovat vyšší hladiny TOP2A. Vysvětlení může podporovat fakt, že 

pomalu rostoucí buňky aktivně neproliferují. Z tohoto pohledu, skupiny GIST s nízkým a 

vysokým rizikem mohou být z velké části tvořeny pomalu rostoucími buňkami. Následně 

statistické rozdíly expresních hladin mRNA TOP2A mezi benigními a maligními GIST 

nejsou podle našeho zjištění tak významné jako je tomu u expresních hladin Ki-67, TPX2 a 
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hTERT. Na rozdíl od našich výsledků studie jiných autorských kolektivů zjistili, že vyšší 

hladiny exprese TOP2A jsou významně spojeny se skupinou GIST vyššího rizika (Bertucci 

et al., 2012, Nowak et al., 2022). 

5.5.4. Marker senescence hTERT 

Telomeráza je RNA-dependentní DNA polymeráza, která prodlužuje 5´TTAGGG-3´konce 

DNA (Sakurai et al., 1998). Kromě udržování délky telomer bylo v procesu onkogeneze 

zjištěno několik dalších funkcí podjednotky hTERT. Ektopická exprese podjednotky 

hTERT může navodit maligní transformaci buněk nezávisle na délce telomér. Telomeráza 

a podjednotky hTERT mohou rovněž chránit nádorové buňky před apoptózou. 

V neposlední řade je zvýšená exprese podjednotky hTERT spojená s pokročilým stadiem 

onemocnění a s nepříznivou prognózou u různých typů nádorů (Liu et al., 2016). Přibližně 

85 – 90 % nádorů má zvýšenou aktivitu telomerázy a expresi katalytické podjednotky 

hTERT. Exprese a funkce genu TERT je regulována pomocí rozdílných molekulárních 

mechanizmů (Leão et al., 2018). Dominantním mechanizmem regulace telomerázové 

aktivity je transkripce hTERT. Mutace v promotoru genu TERT a chromozomální 

přestavby hrají rovněž roli v aktivaci telomerázy v nádorových buňkách (Ramlee et al., 

2016). Somatické mutace v promotoru genu TERT jsou nejčastěji lokalizované v pozicích 

c.-124bp odpovídající záměně p.C228T, a c.-146 bp odpovídající p.C250T (Hannen, 

Bartsch, 2018). Detekce těchto mutací umožňuje identifikovat biomarkery pro stanovení 

diagnózy a prognózy u různých typů nádorů. Mutace v promotoru genu TERT byly zjištěny 

u více než 60 typů nádoru. Nejčastěji jsou uvedené mutace přítomny u hepatocelulárního 

karcinomu, glioblastomu, karcinomu močového měchýře a u melanomu (Ramlee et al., 

2016). Přítomnost mutací v uvedené promotorové oblasti genu TERT u GIST byla zjištěna 

přibližně v 4 %. Campanella et al. (2015) nezjistili žádnou významnou asociaci mezi 

mutacemi v promotoru genu TERT a klinicko-patologickými znaky pacientů. Recentně, 

Gong et al. (2021) prezentují schopnost hTERT spolupracovat s transkripčními faktory a 

následně ovlivňovat proliferaci a migraci nádorových buněk u kolorektálního karcinomu. 

Potlačení exprese hTERT se tak stává, rovněž jako u proliferačních markerů, slibným 

nástrojem na blokaci proliferace a migrace nádorových buněk (Kong et al., 2015; 

Maggisano et al., 2017). Určení aktivity exprese katalytické podjednotky hTERT u GIST 

se věnovala studie autorů Günther et al. (2000). Autoři měřili expresi ve vzorcích 

primárních nádorů, ale rovněž ve vzorcích metastáz a recidivujících GIST. Kontrolními 

skupinami byly vzorky leiomyosarkomů a maligních nádorů periferních nervových 
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pochev. Zvýšenou aktivitu hTERT autoři detekovali u maligních GIST ve srovnání 

s benigními GIST.  

V naší studii jsme rovněž detekovali zvýšenou expresi hTERT ve skupině GIST maligního 

rizika vůči benigní skupině (p>0.001). Při sledování proliferační aktivity jsme stejně tak 

zjistili vyšší expresi hTERT u vysoce proliferačně aktivních Burkittových lymfomů 

(p>0.001) vůči skupinám GIST a leiomyosarkomům. Mimoto jsme prokázali statisticky 

významné zkrácení doby přežívaní pacientů s GIST při hodnotách exprese mRNA hTERT 

vyšších než medián stanovených počtů kopií (p>0.0106). Stanovení expresních hladin 

mRNA telomerázové podjednotky hTERT se tak může stát účinným biomarkerem 

buněčného přežívání a pokročilého stádia onemocnění v rámci komplexní diagnostiky 

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

V posledních dvou desetiletích molekulární patologie významně přispěla ke zlepšení a 

porozumění mechanizmu vzniku a rozvoje GIST. Zjištění mechanizmu funkce tyrozin 

kinázových receptorů a dalších regulačních proteinů a identifikace jejich molekulárních 

změn (mutace v genech KIT, PDGFRA, BRAF, NF1, SDH komplexu, ETV6::NTRK3 a 

dalších) jako terapeutických cílů zásadně změnilo léčebné přístupy a přineslo u většiny 

pacientů s GIST zlepšení v prodloužení kvality a délky života. Mutační analýza u GIST má 

zásadní prediktivní a terapeutický dopad u každého nemocného. Identifikace příčin vzniku 

sekundární rezistence na podávané inhibitory RTK, průkaz intranádorové nebo 

internádorové heterogenity sekundárních mutací a pochopení jejich mechanizmů poskytuje 

možnost alternativních změn léčby ve smyslu nových terapeutických strategií nebo cílů. 

Volba inhibitorů II. a III. generace, kombinace s dalšími inhibitory, případně 

s imunoterapií se stává součástí terapeutické rozvahy v léčbě GIST. Průkaz molekulárních 

alterací ve skupině GIST s KIT/PDGFRA nemutovanými geny (mutace v genech BRAF, 

NF1, AKT1, ATR, defekty v genech komplexu SDH) v naši studii umožnil částečně 

pochopení mechanizmu vzniku těchto podskupin GIST a volbu personalizované terapie. 

Recentní publikační výstupy a studie potvrzují prognostický význam námi analyzovaných 

proliferačních markerů Ki-67, TPX2, TOP2A a telomerázové podjednotky hTERT. 

Výsledky kvantitativní analýzy (RQ RT PCR) proliferačních markerů Ki-67, TPX2, 

TOP2A a telomerázové podjednotky hTERT měřených prostřednictvím mRNA hladin, 

poukazují na vhodnost využívaní této metodiky pro diagnostické a prognostické účely 

(zlepšení stanovení prognostického rizika). Potvrdili jsme rovněž korelaci expresních 

hladin mRNA molekulárních markerů Ki-67, TPX2 a podjednotky hTERT s morfologicky 

definovanými skupinami benigních a maligních GIST. 

Genetická škála GIST se v průběhu let výzkumu ukazuje jako značně heterogenní. Některé 

genetické změny jsou časté, jiné raritní, ale všechny ukazují na komplexní rozvoj a příčiny 

případné progrese těchto nádorů. Očekáváme, že moderní diagnostické přístupy 

v molekulární analýze pomohou identifikovat patogenetické cesty rozvoje GIST v dalších 

letech. Zároveň hlubší a detailnější pochopení molekulárních mechanizmů, které navozují 

vznik GIST a jeho progresi mohou zlepšit stanovení biologického rizika onemocnění a 

mohou přispět k volbě individualizované terapie. 
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7. SHRNUTÍ 

Ve studii jsme po molekulární stránce komplexně vyšetřili 334 vzorků od 289 pacientů 

s GIST. Vzhledem k rozsáhlému souboru pacientů jsme mohli potvrdit a po statistické 

stránce ověřit variabilitu a lokalizaci primárních mutací v genech KIT a PDGFRA. Pro 

rychlý skríning primárních mutací v genech KIT a PDGFRA jsme zavedli metodu analýzy 

křivek tání (HRM). Pro detekci aktivační mutace V600E v genu BRAF jsme zavedli 

alelově specifickou PCR. V úzké spolupráci s Onkologickou klinikou 2. LF UK a FN 

Motol a jejím zaměřením na cílenou terapii pacientů s GIST a s tím souvisejícím 

operačním provozem jsme u 16 pacientů měli možnost detekovat přítomnost sekundárních 

mutací (ozřejmit sekundární rezistenci na terapii) a identifikovat jejich intranádorovou i 

internádorovou heterogenitu. V současné době, po vyčerpání dostupné cílené terapie, na 

základě indikace od onkologa, vyšetřujeme pacientskou DNA a RNA prostřednictvím 

metody NGS, pomocí které vyhledáváme možné terapeutické varianty. Recentní 

vyhledávání terapeutických variant, respektive vyšetření exprese prediktivních markerů, je 

výrazným molekulárně – genetickým přínosem v rámci personalizované medicíny.   

V uvedeném souboru pacientů jsme navíc měli možnost identifikovat podskupiny 

KIT/PDGFRA nemutovaných GIST s mutacemi v genech BRAF, NF1, defekty v genech 

SDH komplexu, případně variantami v genech AKT1 a ATR. Potvrdili jsme heterogenitu 

podskupin KIT a PDGFRA nemutovaných GIST. Pacienti s alteracemi v jiných genech než 

KIT a PDGFRA mohou profitovat z cílené inhibice. Kromě toho, GIST s mutacemi v genu 

NF1 případně defekty v SDH komplexu jsou často součástí syndromů s návazností na 

genetické poradenství. 

Pro objektivní zhodnocení biologického rizika jsme v naší studii analyzovali expresní 

hladiny mRNA markerů proliferace a senescence. Rovněž jsme se zaměřili na určení 

prognózy onemocnění GIST na základě expresních hladin vybraných markerů buněčné 

proliferace ve vztahu k přežívání do progrese a celkovému přežívání.  
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7. SUMMARY 

In our study, we examined 334 samples from 289 patients with GIST with a 

comprehensive molecular investigation. Due to such an extensive set of patients we 

confirmed and statistically verified the variability and localization of primary mutations in 

the KIT and PDGFRA genes. We introduced a melting curve analysis method for rapid 

screening of primary mutations in the KIT and PDGFRA genes. We introduced allele-

specific PCR to detect the V600E activating mutation in the BRAF gene. In close 

cooperation with Department of Oncology, 2nd Medical Faculty, Charles University and 

University Hospital Motol and its focus on the targeted therapy of patients with GIST and 

related surgery, we had an opportunity to identify secondary mutations in 16 patients (also 

clarify secondary resistance to treatment) and their intratumoral and intertumoral 

heterogeneity. Currently, after the failure of available targeted therapy, based on the 

request from the oncologist, we examine the patient's DNA and RNA using the NGS 

method, with a purpose to look for possible therapeutic variants. The recent search for 

therapeutic variants or the examination of the expression of predictive markers is a 

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

In investigated group of patients in this study we also had the opportunity to identify 

subgroups of KIT/PDGFRA non-mutated GISTs with mutations in the BRAF, NF1 genes, 

defects in the SDH complex genes, or variants in the AKT1 and ATR genes. We confirmed 

the heterogeneity of KIT and PDGFRA subsets of non-mutated GISTs. Patients with gene 

alterations other than KIT and PDGFRA may benefit from targeted inhibition. In addition, 

GISTs with mutations in the NF1 gene or defects in the SDH complex are often an integral 

part of syndromes requiring genetic counseling.  

To assess the biological risk objectively, we analysed the expression levels of mRNA 

markers of proliferation and senescence in our study. We also focused on determining the 

prognosis of GIST based on the expression levels of these markers in relation to survival to 

progression and overall survival.   
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13. SEZNAM PŘÍLOH 

13.1. Seznam primerů 

13.1.1. Mutační analýza 

GEN EXON NUKLEOTIDOVÁ SEKVENCE OLIGONUKLEOTIDŮ 

AKT1 2 F GGCCAAGGGGATACTTACGC 

 2 R AGGGTCTGACGGGTAGAGTG 

ATR 46 F GCTGCTGTCTTCTTTCACTTGTGACA 

 46 R CACCTTCATTCCCCGTAGTTCTTTCA 

BRAF 11 F TTTCTGTTTGGCTTGACTTGACT 

 11 R GTCACAATGTCACCACATTACATACT 

 15 F AGTAACTCAGCAGCATCTCAGG 

 15 R TCATAATGCTTGCTCTGATAGG 

ETV6 4 F1 GCTGCTGACCAAAGAGGACTTTC 

ETV6 4 F2 GCAGAGGAAACCTCGGATTC 

NTRK3 14 R ATGCCGTGGTTGATGTGGTGCAGTGG 

FGFR1 F GTGTGCCTGTGGAGGAACTT 

TACC1 R GAGCTGCACTCTCAGCCTTT 

KIT 9a F GAGTAAGCCAGGGCTTTTGTGTT 

 9a R CGTGCCATTGTGCTTGAAT 

 9b F CCGTTTGGAAAGCTAGTGGT 

 9b R CAGAGCCTAAACATCCCCTTA 

 11 Fª TGTTCTCTCTCCAGAGTGCTCTA 

 11 Rª ACCCAAAAAGGTGACATGGA 

 11 Fᵇ GATCTATTTTTCCCTTTC 

 11 Rᵇ AGCCCCTGTTTCATACTG 

 11 Fᶜ CTATTTTTCCCTTTCTCC 

 11 Rᶜ TACCCAAAAAGGTGACAT 

 11 Fᵈ CCAGAGTGCTCTAATGACTG 

 11 Rᵈ TGACATGGAAAGCCCCTGTT 
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 13 F CATGCGCTTGACATCAGTTT 

 13 R CAATAAAAGCCAGCTTGGACA 

 14 F GTCTGATCCACTGAAGCT 

 14 R ACCCCATGAACTGCCTGT 

 17 F GGTTTTCTTTTCTCCTCCACCC 

 17 R TGCAGGACTGTCAAGCAGAG 

 18 F CAAGGAAGCAGGACACCA 

 18 R CATTTCAGCAACAGCAGC 

KRAS 2 F GTTCTAATATAGTCACATTTTCA 

 2 R TGGTCCTGCACCAGTAATATG 

 3 F GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 

 3 R CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 

 4 F ATGACAAAAGTTGTGGACAGGTTTTGA 

 4 R TGTTACTTACCTGTCTTGTCTTTGCTGATG 

NRAS 2 F TACTGGTTTCCAACAGGTTCTTGCT 

 2 R CTACCACTGGGCCTCACCTCTAT 

 3 F CCAGGATTCTTACAGAAAA 

 3 R CGCAAATGACTTGCTATTATTGATGGC 

 4 F GCCACTGTACCCAGCCTAATCTTG 

 4 R CACATCTCTACCAGAGTTAATCAACTGATGC 

PDGFRA 12 F CTCTGGTGCACTGGGACTTT 

 12 R GGAGGTTACCCCATGGAACT 

 14 F GCTCAGCTGGACTGATATGTGA 

 14 R CCAGTGAAAATCCTCACTCCA 

 18 F GCTACAGATGGCTTGATCCTG 

 18 R GACCAGTGAGGGAAGTGAGG 

PIK3CA 9 F CCAGAGGGGAAAAATATGACAA 

 9 R CCATTTTAGCACTTACCTGTGAC 

 20 F CTCAATGATGCTTGGCTCTGG 

 20 R GTGGAATCCAGAGTGAGCTTTC 
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Legenda: 11ª Daum et al., 2007, 11ᵇ Kim et al. 2004, 11ᶜ Hou et al., 2004, 11ᵈ Wardelmann 

et al., 2002 

13.1.2.  Expresní analýza 

GEN PRIMER NUKLEOTIDOVÁ SEKVENCE OLIGONUKLEOTIDŮ 

ABL sonda 5´ 6-FAM-CCA TTT TTG GTT TGG GCT TCA CAC CAT T-
TAMRA 3´ 

 F 5´ TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AAC TAA AGG T 3´ 

 R 5´ GAT GTA GTT GCT TGG GAC CCA 3´ 

Ki67 sonda  Universal ProbeLibrary, probe No. 30a 

 F 5´ GAG GTG TGC AGA AAA TCC AAA 3´ 

       R 5´ CTG TCC CTA TGA CTT CTG GTT GT 3´ 

TPX2   sonda Universal ProbeLibrary, probe No. 51a 

       F 5´ ACA TCT GAA CTA CGA AAG CAT CC 3´ 

       R 5´ GGC TTA ACA ATG GTA CAT CCC TTA 3´ 

TOP2A    sonda Universal ProbeLibrary, probe No. 76a 

      F 5´ CAA CAT GCC AAT TGA GTG AAA 3´ 

      R 5´ ACT TGG GCC TTA AAC TTC ACC 3´ 

hTERT   sonda Universal ProbeLibrary, probe No. 19a 

     F 5´ GCC TTC AAG AGC CAC GTC 3´ 

     R 5´ CCA CGA ACT GTC GCA TGT 3´ 

 

Legenda: Roche Applied Sciencea 
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