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STRESZCZENIE
Adres do korespondencji: Wstep. Nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego (GIST) sg najczestszymi nowotworami pochodzenia
Prof. dr hab. n. med. Piotr Rutkowski mezenchymalnego przewodu pokarmowego. Podstawowym sposobem leczenia GIST jest radykalne leczenie
Klinika Nowotworéw Tkanek Miekkich, chirurgiczne. Niestety u 40-50% pacjentow dochodzi do nawrotu choroby, gtéwnie pod postacig przerzutow do

Kokci i Czerniakéw watroby i do otrzewnej. GIST stanowig grupg nowotworéw o réznych cechach morfologiczno-patologicznych

Narodowy Instytut Onkologii oraz molekularnych i réznym przebiegu klinicznym, dlatego ich przebieg biologiczny jest trudny do okreslenia.
im. Marii Sklodowskicj-Curic Niemniej, dysponujemy obecnie 5 klasyfikacjami, ktére oceniajg ryzyko nawrotu choroby po pierwotnym leczeniu
— Parstwowy Instytut Badawezy w Warszawie ~ chirurgicznym. Cele niniejszej pracy obejmuijg analizg czynnikow rokowniczych w odniesieniu do ryzyka nawrotu
ul. Roentgena 5, 02-781 Warszawa choroby i przezy¢ catkowitych oraz poréwnanie wiarygodnosci klinicznej opracowanych dotychczas klasyfikacii
e-mail: piotr.rutkowski@pib-nio.pl oceny ryzyka nawrotu z probg przedstawienia nowej klasyfikaciji, uwzgledniajgcej genotyp pierwotnego GIST.

Materiat i metody. Materiat stanowita grupa 697 chorych na pierwotny GIST leczonych z intencjg wyleczenia,
zgromadzona prospektywnie w Klinice Nowotworéw Tkanek Migkkich, Kosci i Czerniakow Narodowego Instytutu
Onkologii. Wszystkich chorych sklasyfikowano na podstawie 5 istniejacych klasyfikacji ryzyka nawrotu. Przepro-
wadzono analizg jedno- i wieloczynnikowa dla takich parametréw jak czas wolny od nawrotu choroby (DFS) oraz
czas przezycia catkowitego (OS). Oceniono zalezno$¢ wymienionych parametréw od nastgpujacych czynnikow:
pte¢, wiek, lokalizacja, status mutacji w guzie pierwotnym, wielko$¢ guza pierwotnego, liczba mitoz/50 HPF,
marginesy chirurgiczne oraz pekniecie guza. Kolejna analiza dotyczyta poréwnania dokfadnosci istniejgcych
klasyfikacji oceny ryzyka nawrotu. Analize przeprowadzono za pomoca krzywych ROC i zaproponowano nowy
model klasyfikacyjny z uwzglednieniem analizy mutaciji, jak réwniez takich czynnikow jak pte¢ i wiek dla wybranych
sposrod istniejgcych juz modeli oceny ryzyka nawrotu.

Wyniki. Analiza jedno- i wieloczynnikowa wykazata istotnos¢ statystyczna nastepujacych zmiennych: pte¢ meska
(p = 0,02), indeks mitotyczny 5-10/50 HPF i > 10/50 HPF (p < 0,001), wielko$¢ 5-10 cmi > 10 cm (p < 0,001),
lokalizacja poza zotadkiem (p < 0,001), resekcja R1 (p < 0,001), pekniecie guza (p < 0,001) i obecno$¢ mutacji
genu KIT w eksonie 11, obejmujgcej delecje 557-558, oraz genu KIT w eksonie 9 (p = 0,009) jako negatywnych

Copyright © 2020 Via Medica czynnikéw prognostycznych majacych wptyw na DFS. Piecioletnie przezycia bez nawrotu choroby w badanej
ISSN 2450-1646 grupie wynosity 57,3%. Mediana DFS wyniosta 76 miesiecy. Negatywne czynniki prognostyczne dla OS to: wiek
< 40 lat (p = 0,045), indeks mitotyczny 5-10/50 HPF i > 10/50 HPF (p < 0,001), pierwotny rozmiar guza 5-10 cm
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i>10cm (p < 0,001), operacja R1 lub pekniecie guza (p < 0,001). Wszystkie istniejace klasyfikacje ryzyka wyka-
zaly warto$¢ prognostyczng do oceny réznic w DFS i OS, nie znaleziono istotnych réznic migdzy poszczegolnymi
klasyfikacjami oceny ryzyka nawrotu. Ponadto poprawiono wiarygodno$¢ wszystkich tych klasyfikacji, dodajac
ple¢/wiek i status mutacji. Warto$¢ dodana statusu mutacji dla lepszej oceny ryzyka byta najbardziej znaczaca,
gdy zastosowano jg w grupach posredniego ryzyka wedtug réznych klasyfikaciji (p < 0,01).

Whioski. Wszystkie obecnie stosowane klasyfikacje oceny ryzyka nawrotu GIST pozwalaja na wiarygodng ocene
ryzyka nawrotu. Mutacje obejmujace delecje 557-558 w eksonie 11 genu KIT sa najczesciej obecne w grupie
0 wysokim ryzyku nawrotu. Chorzy, u ktérych potwierdzono obecno$é mutaciji w eksonie 18 genu PDGFRA oraz
wild-type, cechuja sie lepszym rokowaniem. Wiarygodnos¢ istniejacych klasyfikacji do oceny ryzyka nawrotu
choroby po resekcji GIST mozna poprawi¢, dodajac status mutacji, szczegolnie w grupach o posrednim ryzyku
nawrotu, co powinno utatwi¢ podjecie decyzji terapeutycznych w kontekscie leczenia uzupetniajacego.

Stowa kluczowe: GIST, klasyfikacje ryzyka, genotypowanie

ABSTRACT

Background. Gastrointestinal stromal tumors (GISTs) are the most common mesenchymal tumors of the gastro-
intestinal tract. Radical surgery is the primary treatment for GIST. Unfortunately, 40-50% of patients relapse, mainly
due to hepatic and peritoneal metastases. Currently, the treatment of choice for locally advanced, inoperable
or metastatic GIST is the use of tyrosine kinase inhibitors, including imatinib. GISTs are a group of tumors with
various morphological, pathological and molecular features as well as different clinical courses, therefore their
biological course is difficult to determine. Nevertheless, we currently have 5 classifications that assess the risk of
relapse after surgery. The aim of this study was to analyze prognostic factors with regard to the risk of recurrence
and the overall survival, and to compare the clinical reliability of the recurrence risk classifications developed so
far with an attempt to present a new classification including the genotype of primary GIST.

Patients and methods. The material consisted of a group of 697 patients with primary GIST treated with the inten-
tion to cure, collected prospectively as part of the GIST clinical register, Department of Soft Tissue/Bone Sarcoma
and Melanoma, Maria Sklodowska-Curie Nationale Research Institute of Oncology in Warsaw. All patients were
classified based on 5 existing recurrence risk classifications. Univariate and multivariate analysis were performed
for disease free survival (DFS) and overall survival (OS). The relationships of the following factors with DFS and OS
were assessed: sex, age, primary tumor mutational status, primary tumor location, primary tumor size, number of
mitoses/50 HPF, surgical margins and the presence of tumor rupture. The next analysis concerned the comparison
of the accuracy of existing recurrence risk classifications. The analysis was performed using ROC curves and
a new classification model was proposed including mutation analysis as well as factors such as gender and age
for selected existing recurrence risk assessment models.

Results. Univariate and multivariate analyses showed statistical significance of variables such as: male sex
(p = 0.02), mitotic index 5-10/50 HPF and > 10/50 HPF (p < 0.001), primary tumor size 5-10 cm and > 10 cm
(p < 0.001), primary tumor location outside of the stomach (p < 0.001), R1 surgery (p < 0.001), tumor rupture
(p < 0.001), and the presence of mutations in the KIT gene exon 11 including deletion 557-558 and in the KIT gene
exon 9 (p = 0.009) as negative prognostic factors affecting disease recurrence. Five-year disease free survival
rate wass 57.3%. Median DFS was 76 months. Negative prognostic factors for OS are: age < 40 (p = 0.045),
mitotic index 5-10/50 HPF and > 10/50 HPF (p < 0.001), primary tumor size 5-10 cm and > 10 cm (p < 0.001),
R1 surgery and tumor rupture (p < 0.001). All existing recurrence risk classifications showed a prognostic value
for assessing differences in DFS and OS, no significant differences were found between individual recurrence
risk classifications. In addition, the reliability of all these classifications was improved by adding gender, age and
mutation status. The value added of mutation status for better risk assessment was most significant when used
in intermediate risk groups according to different classifications (p < 0.01).

Conclusion. All current GIST recurrence risk classifications allow for reliable assessment of recurrence risk.
Mutations involving deletions 557-558 in the KIT gene exon 11 are most often present in the group at high risk
of recurrence. Patients with confirmed mutations in the PDGFRA gene exon 18 and wild-type genotype have
a favorable prognostic effect. The reliability of existing classifications for assessing the risk of relapse after GIST
resection can be improved by adding mutation status, especially in groups at intermediate risk of relapse, which
should facilitate therapeutic decisions in the context of adjuvant therapy.

Key words: GIST, risk classification, genotyping
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Wprowadzenie

Nowotwory podscieliskowe przewodu pokarmowego
(GIST, gastrointestinal stromal tumor) sa najczestszymi
nowotworami pochodzenia mezenchymalnego przewo-
du pokarmowego. Nowotwory te najczesdciej wystepuja
w zotadku (40-70%), jelicie cienkim (20-40%) znacznie
rzadziej w jelicie grubym (5-15%) oraz rzadko (> 5%)
w przetyku i §rédotrzewnowo [1-3]. Zdecydowana wigk-
szo$¢ GIST charakteryzuje sie wystgpowaniem mutacji
aktywujacej protoonkogenu KIT (ok. 70-80%) oraz
genu PDGFRA, czyli receptora alfa ptytkopochodnego
czynnika wzrostu (PDGFRA, platelet-derived growth
factor receptor alpha) (ok. 5-15%). ,,Dziki typ” (WT,
wild type) stanowi pozostalg cze§¢ GIST (ok. 15%),
w ktorej nie stwierdza si¢ mutacji w obrebie genu KIT
lub PDGFRA. Charakterystycznym markerem immuno-
histochemicznym GIST jest CD117 i dodatnia reakcja
wskazujaca na obecno$¢ tego antygenu wystepuje w ok.
95% przypadkow, co stanowi najwazniejsze kryterium
w diagnostyce réznicowej [2, 4, 5].

Do chwili obecnej nie dysponujemy wiarygodnymi
i jasnymi danymi, ktére umozliwiatyby odpowiedZ na
pytanie o czesto$¢ wystepowania i zapadalno$¢ na te
nowotwory, ale liczbe istotnych klinicznie przypadkéw
szacuje si¢ na 3—4 na milion mieszkanc6éw na rok [6-11].

Podstawowym sposobem leczenia GIST jest
radykalne leczenie chirurgiczne, polegajace na usu-
ni¢ciu nowotworu w granicach zdrowych tkanek.
Radykalne leczenie operacyjne pozwala na uzyskanie
S-letnich przezy¢ bez nawrotu choroby u 35-65%
chorych [12-16]. Niestety u 40-50% pacjentéw po
potencjalnie leczniczej operacji dochodzi do nawrotu
choroby, gléwnie pod postacia przerzutéw do watroby
i Srédotrzewnowych [5, 17].

W wyniku sytuacji, w ktérej mamy do czynienia
z nawrotami u tak duzej grupy chorych oraz sukcesem
terapeutycznym drobnoczasteczkowego inhibitora kina-
zy tyrozynowej (IKT) — metanosulfonianu imatynibu
(imatynib) — w leczeniu miejscowo nieresekcyjnych
i/lub przerzutowych GIST [18-23], leczenie uzupehnia-
jace imatynibem wprowadzono do praktyki klinicznej
w celu zmniejszenia nawrotéw choroby/poprawy wy-
leczen chorych [19, 24-28]. W badaniach wskazano
rowniez, ze efekt leczenia uzupetniajacego wiaze si¢
z genotypem nowotworu, a skuteczno$¢ dtuzszego
leczenia uzupelniajacego imatynibem byla najbardziej
widoczna w grupie chorych na GIST z obecnoscia de-
lecji lub insercji delecji w eksonie 11 KIT. OczywiScie
kwestiami do dyskusji pozostaja leczenie uzupetiajace
imatynibem u chorych na GIST o poSrednim ryzyku
nawrotu, to, ktora z obecnych klasyfikacji oceny ryzy-
ka nawrotu powinna by¢ uzywana, a takze czy nalezy
stosowac leczenie uzupetniajace w GIST o genotypach
wykazujacych matg wrazliwoS$¢ na imatynib [26-28].

GIST stanowia grup¢ nowotworéw o réznych ce-
chach morfologiczno-patologicznych i ré6znorodnym
przebiegu klinicznym [2]. Ich przebieg biologiczny jest
trudny do okre§lenia i jak wiadomo z dotychczas prze-
prowadzonych analiz, zalezy od kilku podstawowych
kryteriow: wielkoSci i lokalizacji guza pierwotnego oraz
indeksu mitotycznego [29]. Konsensus opracowany
przez Narodowy Instytut Zdrowia (NIH, National Insti-
tiutes of Health) w Stanach Zjednoczonych w 2001 roku
po raz pierwszy przedstawit praktyczny schemat oceny
ryzyka przebiegu klinicznego GIST, uwzgledniajac
wielko$¢ guza pierwotnego oraz indeks mitotyczny
(tab. 1) [13, 30].

Nastepna klasyfikacja oceniajaca ryzyko nawrotu
i §ciSle z tym zwigzane rokowanie chorych jest klasyfi-

Tabela 1. Czynniki uwzglednione w klasyfikacjach oceny ryzyka nawrotu GIST oraz w modelu z dodaniem mutacji

Cecha National System NIH wg TNM (wg AJCC | Nomogram Model
Institutes of Miettinena Joensuu 2010 2017) Golda z mutacja
Health (NIH) i Lasoty oceniany

(AFIP-NCCN) w pracy

Wielko$¢ guza X X X X X

Liczba mitotyczna X X X X

Lokalizacja guza X X X X X

Pekniecie guza X X

Obecnos¢ X

przerzutéw, cecha N

oraz M

Prawdopodobny czas X

przezycia 2 i 5 lat bez

nawrotu choroby,

wyrazony w %

Dodanie mutacji X
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kacja, ktéra zaproponowali Miettinen i Lasota z AFIP
(Armed Forces Institute of Pathology), uwzgledniajac
lokalizacj¢ guza pierwotnego. Udowodnili oni, ana-
lizujac okoto 1600 przypadkéw GIST, ze nowotwo-
rom o duzej wielkosci (> 10 cm) umiejscowionym
w zotadku, o matym indeksie mitotycznym, towarzyszy
jedynie 12-procentowe ryzyko nawrotu, przy czym
dla GIST umiejscowionych w jelicie cienkim przy
podobnych parametrach ryzyko nawrotu wzrasta do
> 50% [31, 32].

Kolejnym dodatkowym negatywnym czynnikiem
prognostycznym nawrotu GIST po leczeniu operacyj-
nym jest perforacja guza pierwotnego (niezaleznie,
czy jest ona samoistna, czy powstata w wyniku dziatan
Srédoperacyjnych). Teza ta stata si¢ podstawg do stwo-
rzenia kolejnej klasyfikacji. Joensuu zmodyfikowat
klasyfikacje NIH, wlaczajac do niej lokalizacj¢ guza
pierwotnego (zotadek vs. inne lokalizacje) oraz per-
foracj¢ guza jako czynnik rokowniczy niezalezny od
wielkoSci i indeksu mitotycznego. Pacjenci z perforacja
guza cechuja si¢ wysokim ryzykiem nawrotu choro-
by, wynikajacym z mozliwo§ci powstania wszczepOw
§rédotrzewnowych podczas perforacji [33].

Jedna z ostatnich klasyfikacji, zaproponowana przez
AJCC (American Joint Committee on Cancer) i w duzej
mierze oparta na klasyfikacji Miettinena i Lasoty, jest
przedstawiony w styczniu 2010 roku i obecnie uzywa-
ny system TNM (tumor, node, metastasis), stworzony
specjalnie dla GIST. Klasyfikacja ta zaktada podziat
lokalizacji guza pierwotnego na wywodzace si¢ z zoladka
iinne [34, 35].

Nomogram, ktéry pod koniec 2009 roku przed-
stawili Gold i wsp., to kolejna klasyfikacja oceniajaca
ryzyko nawrotu choroby, uwzgledniajaca indeks mi-
totyczny, wielko$¢ guza pierwotnego oraz lokalizacje.
Na podstawie liczby punktéw umozliwia oszacowanie
i wyrazenie w procentach prawdopodobnego czasu
przezycia (2 i 5 lat) bez nawrotu GIST. Sugeruje sie,
Ze nomogram ocenia wystapienie nawrotu choroby
lepiej niz klasyfikacja NIH, jest podobny do klasyfi-
kacji zaproponowanej przez Miettinena i Lasote i tak
jak wcze$niejsze systemy, moze by¢ stosowany do
kwalifikacji chorych i podejmowania decyzji co do le-
czenia uzupetniajacego [36]. Nie uwzglednia on jednak
ewentualnej perforacji guza, wielko$¢ guza natomiast
traktuje jako zmienna ciagla.

Badania molekularne GIST pozwolily na odkrycie
obecnosci dwoch wzajemnie wykluczajacych si¢ mutacji
w genach KIT i PDGFRA. Wymienione mutacje powo-
duja nadmierng ekspresje¢ i aktywacje protoonkogendow
KIT i PDGFRA. Mutacje w GIST najczesciej obserwuje
sic w genie KIT (80-90%), przy czym wigkszo$¢ z nich
wystepuje w eksonie 11, rzadziej w eksonie 9 i spora-
dycznie w eksonach 13 i 17. Mutacja w genie PDGFRA
jest rzadsza, wystepuje w okoto 5-10% GIST i dotyczy

najczeSciej eksonu 18, rzadziej za$ eksonu 12. W okoto
10-15% GIST nie obserwuje si¢ wystgpowania mutacji
w zadnym z powyzszych gendw — tzw. dziki typ (WT,
wild type) [37-40]. Z dotychczas przeprowadzonych
analiz wynika, ze obecno$¢ mutacji w genie KIT lub
PDGFRA jest istotna dla przewidywania odpowiedzi
na leczenie imatynibem, co wigcej — dane pokazuja,
Ze istotng role odgrywa réwniez mutacja w okre§lonym
eksonie. Chorzy posiadajacy mutacje w eksonie 11 KIT
lepiej odpowiadaja na leczenie imatynibem, podczas
gdy chorzy posiadajacy mutacje w eksonie 9 czeSciej
wykazuja oporno$c¢ na terapi¢ tym lekiem. Wyniki analiz
potwierdzaja teze o stosowaniu dawki 800 mg/d. u cho-
rych z mutacjami w eksonie 9 KIT [41-43].

OkreSlenie rodzaju mutacji moze przypuszczalnie
mie¢ rOéwniez znaczenie rokownicze w pierwotnych
GIST, chociaz obecnie nie dysponujemy danymi, ktore
pozwolilyby na jednoznaczne potwierdzenie tej tezy.
TrudnoSci w wykazaniu takich zaleznoSci wynikaja
z patogenezy GIST, gdyz mutacje KIT stanowia bar-
dzo wczesny etap w powstawaniu tych nowotworéw
1 nie moga by¢ samodzielnym czynnikiem decydujacym
o agresywnym przebiegu GIST. W kilku badaniach po-
twierdzono zalezno$¢ pomiedzy niektérymi mutacjami
KIT a bardziej agresywnym przebiegiem, jednak inne
badania potwierdzily, Ze mutacje te wystepuja rowniez
w bardzo matych GIST o klinicznie tagodnym przebiegu
[44-46]. Wyniki dotychczasowych analiz sugeruja dalsze
prace w celu oceny znaczenia rokowniczego mutacji KIT
w wigkszych grupach chorych [47]. Istnieja tez sugestie,
ze mutacja PDGFRA w pierwotnym guzie wystepuje
prawie wytacznie w GIST wywodzacych si¢ z zotadka
i charakteryzujacych si¢ bardziej indolentnym przebie-
giem choroby [48].

Najistotniejszy problem po leczeniu pierwotnych
GIST stanowi ustalenie istotnych i niezaleznych czynni-
kéw rokowniczych. Stwierdzenie to jest tym istotniejsze,
Ze obecnie wiemy juz o co najmniej kilku parametrach
klinicznych i/lub molekularnych, ktére moga wpltywaé na
rokowanie i wyniki leczenia chorych na GIST.

Obecnie dysponujemy 5 systemami oceny ryzyka
nawrotu GIST po leczeniu chirurgicznym (tab. 1), przy
czym zaden z proponowanych systemdw nie uwzglednia
statusu mutacji jako jednego z czynnikéw, ktory mégtby
mieé wplyw na ryzyko nawrotu. Prébe wlaczenia statusu
mutacji podjeto podczas tworzenia systemu TNM AJCC,
ale z uwagi na matg liczb¢ danych ostatecznie jej nie
uwzgledniono [34].

Ocena, ktéry sposrod aktualnie dostgpnych i uzy-
wanych system6w oceny ryzyka najlepiej przewiduje
ryzyko nawrotu na podstawie ocenianych czynnikow
rokowniczych, tak aby mogt by¢ stosowany w praktyce
klinicznej, oraz czy i jakie znaczenie ma wlaczenie statu-
su mutacji do systemu oceny ryzyka pierwotnych GIST,
jest przedmiotem tej pracy (tab. 1).

374



Elzbieta Bylina i wsp., Analiza oceny wiarygodnosci ré6znych systeméw klasyfikacji ryzyka zwigzanych z nawrotami GIST

Materiat i metody

Analizie poddano dane dotyczace grupy 697 chorych
na pierwotny GIST, leczonych chirurgicznie z intencja
wyleczenia (resekcja RO/R1), zgromadzone prospek-
tywnie w Klinice Nowotworéw Tkanek Miekkich, KoSci
i Czerniakéw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Pafistwowego Instytutu Badaw-
czego od 2001 roku. Analizowana grupa chorych liczyta
375 (53,8%) kobiet oraz 322 (46,2%) me¢zczyzn, leczo-
nych radykalnie chirurgicznie w latach 2001-2011. Dane
o chorych i ich leczeniu uzyskano na podstawie analizy
dokumentacji medycznej pacjentdw, natomiast dane
dotyczace przezy¢ chorych pochodzily z Krajowego Re-
jestru Nowotworéw. Do analizowanej grupy wiaczono
tylko chorych po leczeniu chirurgicznym pierwotnie
resekeyjnego GIST bez cech rozsiewu choroby w chwili
rozpoznania oraz z potwierdzonym badaniem histo-
patologicznym. Wszyscy chorzy w analizowanej grupie
zostali poddani radykalnej (makroskopowo) resekcji i nie
otrzymywali leczenia uzupetniajacego. Po resekcji pier-
wotnego GIST pacjenci poddani byli Scistej obserwacji
lekarskiej, podczas ktérej wykonywano badanie przed-
miotowe oraz tomografi¢ komputerowa jamy brzusznej
i miednicy, zgodnie z zaleceniami dla chorych na GIST
o wysokim i po§rednim ryzyku nawrotu, co 3—4 miesiace
przez pierwsze 2 lata po resekeji pierwotnego GIST,
nastepnie co 6 miesiecy do 5 lat od pierwotnej operacji
ipo uplywie 5 lat i raz w roku w przypadku resekcji GIST
o niskim stopniu agresywnosci [48]. W 291 przypadkach
wykonano analiz¢ mutacji genéw KIT oraz PDGRFA.
Materiat do badafn molekularnych pochodzit z bloczkéw
parafinowych i/lub ze $wiezo mrozonej tkanki guza. Ana-
lizie molekularnej poddano eksony 9, 11, 13, 14117 genu
KIT oraz eksony 12 i 18 genu PDGFRA.

Wszystkich chorych sklasyfikowano pod katem ry-
zyka nawrotu na podstawie 5 istniejacych klasyfikacji.
Szczegétowe dane kliniczno-patologiczne oraz mole-
kularne przedstawiono w tabeli 2.

Analiza statystyczna

Chorzy poddani analizie byli obserwowani od 2001 roku
(datazwiazana z utworzeniem Rejestru Klinicznego GIST)
do sierpnia 2013 roku. Jako koficowa date operacji pacjen-
téw wlaczonych do analizy przyjeto grudzien 2010 roku.
Podczas obserwacji oceniano czgsto$¢ nawrotow choroby
na podstawie badan tomografii komputerowej. Przezycia
wolne od nawrotéw (DFS, disease free survival) obliczano
od daty resekcji GIST do daty nawrotu miejscowego, daty
wystapienia przerzutéw odleglych lub daty ostatniej obser-
wacji. Przezycia catkowite (OS, overall survival) obliczano
od daty resekc;ji do daty ostatniej obserwacji lub zgonu.

Jednoczynnikowa analiz¢ OS i DFS przeprowadzo-
no przy uzyciu estymatoréw Kaplana—Meiera i testu

log-rank (analizy jednoczynnikowe). Przezycie chorych
wyrazono w postaci prawdopodobiefistwa zgonu w ciggu
5 lat od operacji [wraz z 95-procentowym przedziatem
ufnosci (CI, confidence interval)] oraz graficznie na
wykresach przedstawiajacych krzywe przezycia. W celu
identyfikacji niezaleznych zmiennych wplywajacych
na przezycie chorych zastosowano wieloczynnikowy
model Coxa. Dokonano selekcji zmiennych istotnych
metoda krokowa postepujaca. Wyniki przedstawiono
w postaci ilorazu ryzyka (HR, hazard ratio) wraz z 95%
CI. W kolejnym kroku analizy przy pomocy metody
regresji logistycznej budowano model, w ktérym szaco-
wano prawdopodobienstwo DFS i OS w okresie 115 lat.
Sprawdzono, czy uwzglednienie w nim kodu mutacji
znaczaco poprawia zdolnosci predykcyjne modelu. Do
wybranych a priori modeli dodawano zmienne ozna-
czajace kod mutacji, a nastepnie poréwnywano krzywe
ROC (receiver operating characteristic) zbudowane na
podstawie wartosSci przewidywanych obliczonych z mo-
deli. Ta sama metoda poréwnywano rézne klasyfikacje.
Obliczenia przeprowadzono przy uzyciu pakietu sta-
tystycznego R 3.0.1 [R Core Team (2013). R: A language
and environment for statistical computing. R Founda-
tion for Statistical Computing, Vienna, Austria; http://
www.R-project.org/], wykorzystano pakiety survival
[Therneau T (2013). _A Package for Survival Analysis in
S . R package version 2.37-4; http://CRAN.R-project.
org/package=survival] oraz pROC [Xavier Robin,
Natacha Turck, Alexandre Hainard, Natalia Tiberti,
Frédérique Lisacek, Jean-Charles Sanchez and Markus
Miiller (2011). pROC: an open-source package for R and
S+ to analyze and compare ROC curves. BMC Bioinfor-
matics, 12, p. 77; DOI: 10.1186/1471-2105-12-77; http://
www.biomedcentral.com/1471-2105/12/77/].

Wyniki
Analiza jednoczynnikowa

Przezycia wolne od nawrotu choroby

Podstawowym ocenianym parametrem byl DFS.
W czasie obserwacji stwierdzono 265 (38,3%) przypad-
kéw nawrotéw choroby. Mediana DFS wynosita 76 mie-
siecy. W tabeli 3 przedstawiono analiz¢ jednoczynnikowa
dla poszczegdlnych zmiennych mogacych mie¢ wplyw na
nawrdt choroby. Zmienne, dla ktérych wykazano zna-
miennos¢ statystyczna, to: pte¢ meska (p = 0,02), indeks
mitotyczny 5-10/50 pél widzenia w duzym powigkszeniu
(HPF, high power field) i > 10/50 HPF (p < 0,001), wiel-
ko$¢ 5-10 cm i > 10 cm (p < 0,001), lokalizacja poza
zotadkiem (p < 0,001), zakres chirurgii R1 (p < 0,001),
pekniecie guza (p < 0,001) oraz obecnos$¢ mutacji genu
KIT w eksonie 11, obejmujacej delecje 557-558, oraz
genu KIT w eksonie 9 (p = 0,009).
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Tabela 2. Charakterystyka chorych wtgczonych do analizy

Cecha Liczba (%)
Pte¢ Kobiety 375 (53,8%)
Mezczyzni 322 (46,2%)
Wiek w chwili rozpoznania (lata) <40 62 (8,9%)
41-65 422 (60,6%)
> 65 213 (30,5%)
Lokalizacja Zotadek 373 (53,5%)

Dwunastnica

36 (5,2%)

Jelito cienkie 237 (34,0%)
Jelito grube/odbytnica 25 (3,6%)
Inne 26 (3,7%)
Wielkos¢ guza pierwotnego [cm] <5 266 (39,1%)
> 5-10 254 (37,4%)
> 10 160 (23,5%)
Brak danych 17 (2,4%)
Liczba mitoz na 50 pdl widzenia w duzym <5 401 (63%)
powiekszeniu
> 5-10 98 (15,4%)
> 10 138 (21,7%)
Brak danych 60 (8,6%)
Marginesy chirurgiczne RO 554 (80,4%)
R1 135 (19,5%)

Brak danych

8 (1,1%)

Pekniecie guza

Nie 596 (92,5%)
Tak 48 (7,5%)
Brak danych 53 (7,6%)

Ocena mutacji

KIT 11 delecja 557-558

65 (22,3%)

KIT 11 mutacja punktowa lub insercja

63 (21,6%)

KIT 11 inne delecje

45 (15,5%)

KIT 9 23 (7,9%)
PDGFRA 18 D842V 25 (8,6%)
Inne mutacje genu PDGFRA 21 (7,2%)
Inne mutacje genu KIT 11 (3,8%)

Typ dziki (wild type) — brak mutacji KIT

lub PDGFRA

38 (13,1%)

Brak danych

406 (58,2%)
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Tabela 2 cd. Charakterystyka chorych wtgczonych do analizy

Cecha

Liczba (%)

Ocena ryzyka nawrotu wg NIH Bardzo niskie 32 (4,9%)
Niskie 171 (26,1%)
Posrednie 150 (22,9%)
Wysokie 303 (46,1%)
Brak danych 41 (5,9%)

Ocena ryzyka nawrotu wg Joensuu Bardzo niskie 49 (7,4%)

Niskie 162 (24,4%)
Posrednie 98 (14,8%)
Wysokie 355 (53,5%)

Brak danych

33 (4,7%)

Ocena ryzyka nawrotu wg Miettinena i Lasoty
(AFIP-NCCN)

Bardzo niskie

153 (23,9%)

Niskie 135 (21,1%)
Posrednie 105 (16,4%)
Wysokie 246 (38,5%)
Brak danych 58 (8,3%)
Ocena ryzyka nawrotu wg AJCC Stopien zaawansowania | 281 (40,3%)
Stopien zaawansowania Il 115 (16,5%)
Stopien zaawansowania IlIA 79 (11,3%)
Stopien zaawansowania IIIB 160 (23,0%)
Brak danych 62 (8,9%)

Ocena ryzyka nawrotu w ciggu 2 lat wg
nomogramu Golda

[1,25) 148 (21,2%)
[26,50) 56 (8,0%)

[51,75) 72 (10,3%)
[76,98] 324 (46,5%)

Brak danych

97 (13,9%)

Ocena ryzyka nawrotu w ciggu 5 lat wg
nomogramu Golda

(1, 8) 160 (22,9,0%)
[9,68) 149 (21,4%)
[69,91) 179 (25,7%)
[92,96] 112 (16,1%)
Brak danych 97 (13,9%)

Przezycia catkowite

Kolejnym parametrem ocenianym podczas analizy
byt OS szacowany metoda Kaplana—Meiera. Zgon
odnotowano w przypadku 118 (17,2%) chorych. Nie

osiggnieto mediany OS.

Na podstawie analizy jednoczynnikowej okre§lono
nastgpujace czynniki, ktére mialy negatywny wplyw
na OS: liczba mitoz > 10/HPF (p < 0,001), wielko$¢
guza pierwotnego > 10 cm (p < 0,001), marginesy chi-
rurgiczne R1 (p = 0,004), peknigcie guza (p < 0,001)
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Tabela 3. Wyniki analizy jednoczynnikowej dla przezycia wolnego od nawrotu choroby (DFS)

Cecha Liczba Przezycie 95-procentowy p
przypadkow 5-letnie przedziat ufnosci
Pte¢ Kobiety 372 59,7 (53,7-66,5) 0,024
Mezczyzni 320 54,2 (48,1-61,1)
Wiek (lata) < 40 61 56,6 (44,0-72,8) 0,389
41-65 421 55,9 (50,4-62,0)
> 65 210 60,3 (52,4-69,5)
Lokalizacja Zotadek 370 74,5 (69,3-80,2) < 0,001
Dwunastnica 36 48,5 (31,8-73,9)
Jelito cienkie 236 41,7 (35,0-49,6)
Jelito grube/odbytnica 24 45,8 (28,1-74,7)
Inne 26 17,4 (5,5-55,0)
Wielko$¢ guza <5 263 86,2 (79,8-93,1) < 0,001
pierwotnego [cm]
> 5-10 253 55,2 (48,5-62,7)
> 10 169 27,8 (21,1-36,5)
Brak danych 17 41,8 (22,8-76,6)
Liczba mitoz <5 398 80,2 (75,3-85,4) < 0,001
na 50 pol widzenia
(indeks mitotyczny IM) > 5-10 98 44,5 (33,8-58,5)
> 10 138 16,8 (10,8-26,0)
Brak danych 58 46,4 (33,8-63,8)
Marginesy chirurgiczne RO 551 63,2 (58,4-68,4) < 0,001
(RO, R1)
R1 133 34,7 (26,3-45,7)
Brak danych 8 55,6 (23,1-100,0)
Pekniecie guza Nie 592 60,9 (56,3-65,9) < 0,001
Tak 48 24,3 (13,8-43,0)
Brak danych 52 45,3 (26,4-78,0)
Ocena mutadji KIT 11, delecja 557-558 65 35,1 (23,8-51,8) 0,009
KIT 11, mutacja punktowa/insercja 63 59,2 (46,5-75,4)
KIT 11, inne delecje 45 50,4 (35,5-71,6)
KIT9 23 38,5 (21,2-69,9)
PDGFRA 18, D842V 25 83,6 (68,2-100,0)
Inne mutacje genu PDGFRA 21 87,8 (73,4-100,0)
Inne mutacje genu KIT 10 50,6 (24,6-100,0)
Typ dziki 38 44,3 (29,5-66,6)
Brak danych 402 61,2 (55,4-67,6)
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Tabela 3 cd. Wyniki analizy jednoczynnikowej dla przezycia wolnego od nawrotu choroby (DFS)

Cecha Liczba Przezycie 95-procentowy p
przypadkow 5-letnie przedziat ufnosci

Ocena ryzyka nawrotu  Wwysokie 302 30,8 (25,5-37,2) < 0,001
wg NIH

Posrednie 150 79,3 (71,5-88,0)

Niskie 169 94,7 (88,9-100,0)

Bardzo niskie 31 100 (100,0-100,)

Brak danych 40 55,7 (40,0-77,5)
Ocena ryzyka nawrotu  Wwysokie 354 34,2 (29,1-40,3) < 0,001
wg Joensuu

Posrednie 98 90,2 (83,9-96,9)

Niskie 207 94,1 (88,9-99,7)

Brak danych 33 68,2 (52,7-88,3)
Ocena ryzyka nawrotu Wysokie 254 25,6 (20,1-32,6) < 0,001
wg Miettinena i Lasoty
(AFIP-NCCN) Posrednie 105 66,9 (57,0-78,5)

Niskie 133 89,7 (83,0-96,8)

Bardzo niskie 151 95,4 (91,0-99,9)

Brak danych 58 48,4 (35,3-66,5)
Ocena ryzyka nawrotu Stopien zaawansowania | 277 93,8 (89,8-97,9) < 0,001
wg AJICC

Stopien zaawansowania Il 115 68,7 (59,2-79,7)

Stopien zaawansowania llIA 79 34,4 (24,2-48,9)

Stopien zaawansowania 1B 160 20,4 (14,5-28,8)

Brak danych 61 45,4 (33,1-62,3)
Ocena ryzyka nawrotu (1,28) 155 22,7 (16,5-31,3) < 0,001
w ciggu 2 lat wg
nomogramu Golda (28,83) 154 58,1 (49,4-69,4)

(83,96) 169 85,5 (78,8-92,8)

(96,98) 119 96,9 (92,7-100,0)

Brak danych 95 39,4 (29,4-52,9)
Ocena ryzyka nawrotu (1,8) 155 22,7 (16,5-31,3) < 0,001
w ciggu 5 lat wg
nomogramu Golda (8,68) 153 58 (49,2-68,2)

(68,91) 147 83,3 (75,7-91,7)

(91,96) 142 97.4 (93,9-100,0)

Brak danych 95 39,4 (29,4-52,9)

oraz wiek < 40 lat (p = 0,045). Szczegdtowe wyniki dla
poszczegblnych zmiennych przedstawiono w tabeli 4.

Analizy wieloczynnikowe

W celu identyfikacji niezaleznych zmiennych
wplywajacych na DFS oraz OS zastosowano wielo-

czynnikowy model Coxa. Dokonano selekcji zmien-
nych istotnych metoda krokowa postgpujaca. Wyko-
nano 2 modele: pierwszy dla zmiennych bez dodania
mutacji i drugi z dodaniem mutacji. W analizach
wieloczynnikowych nie uwzgledniono klasyfikacji
ryzyka, gdyz tacza one analizowane indywidualnie
czynniki.
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Tabela 4. Wyniki analizy jednoczynnikowej dla catkowitego czasu przezycia (OS)

Cecha Liczba Przezycie 95-procentowy P
przypadkow 5-letnie przedziat ufnosci
Pte¢ Kobiety 369 87,3 (83,0-91,8) 0,141
Mezczyzni 318 83,7 (78,8-88,9)
Wiek (lata) < 40 61 88,3 (79,9-97,6) 0,045
41-65 417 86,8 (82,9-91,0)
> 65 209 81,5 (74,5-89,0)
Lokalizacja Zotadek 367 89,1 (84,9-93,4) 0,06
Dwunastnica 36 81,2 (67,2-98,2)
Jelito cienkie 234 84,1 (78,7-89,9)
Jelito grube/odbytnica 24 79,9 (64,0-99,7)
Inne 26 74,3 (56,8-97,0)
Wielko$¢ guza <5 261 99,5 (98,5-100,0) < 0,001
pierwotnego [cm]
> 5-10 252 82,9 (77,4-88,7)
> 10 157 75,6 (68,5-83,5)
Brak danych 17 84,6 (67,1-100,0)
Liczba mitoz na <5 395 92,8 (83,3-96,4) < 0,001
50 pol widzenia (indeks
mitotyczny IM/HPF) > 5-10 98 87,2 (79,5-95,7)
> 10 136 68,8 (60,5-78,3)
Brak danych 58 85,1 (75,5-96,0)
Marginesy chirurgiczne RO 545 89,3 (86,0-92,7) 0,004
(RO, R1)
R1 134 721 (63,6-81,8)
Brak danych 8 100 (100,0-100,0)
Pekniecie guza Nie 588 86,6 (83,2-90,2) 0,005
Tak 48 81,4 (69,6-95,2)
Brak danych 51 76,9 (62,1-95,2)
Ocena mutacji KIT 11, delecja 557-558 65 81,8 (70,0-94,3) 0,75
KIT 11, mutacja punktowa/insercja 62 87 (77,7-97,5)
KIT 11, inne delecje 45 86,6 (75,1-99,9)
KIT9 23 87,7 (73,0-100,0)
PDGFRA 18, D842V 25 82 (65,1-100,0)
Inne mutacje genu PDGFRA 21 87,4 (72,4-100,0)
Inne mutacje genu KIT 10 87,5 (67,3-100,0)
Typ dziki 37 66,4 (51,3-86,0)
Brak danych 399 88,5 (84,5-92,6)
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Tabela 4 cd. Wyniki analizy jednoczynnikowej dla catkowitego czasu przezycia (OS)

Cecha Liczba Przezycie 95-procentowy p
przypadkow 5-letnie przedziat ufnosci

Ocena ryzyka nawrotu Wysokie 299 75,7 (70,4-81,4) < 0,001
wg NIH

Posrednie 150 97,5 (94,0-100,0)

Niskie 166 100 (100,0-100,0)

Bardzo niskie 32 100 (100,0-100,0)

Brak danych 40 82 (68,6-97,9)
Ocena ryzyka nawrotu Wysokie 351 78,4 (73,6-83,5) < 0,001
wg Joensuu

Posrednie 98 98,6 (96,0-100,0)

Niskie 205 99,2 (97,5-100,0)

Brak danych 33 84 (70,5-99,9)
Ocena ryzyka nawrotu Wysokie 243 76,5 (70,6-82,9) < 0,001
wg Miettinena i Lasoty
(AF'P-NCCN) Posrednie 104 89,5 (82,7—96,9)

Niskie 133 98,9 (96,9-100,0)

Bardzo niskie 149 96 (91,4-100,0)

Brak danych 58 78,9 (70,5-99,9)
Ocena ryzyka nawrotu Stopien zaawansowania | 275 98,9 (97,3-100,0) < 0,001
wg AJCC

Stopien zaawansowania Il 114 91 (84,7-97,8)

Stopien zaawansowania IIIA 78 75,9 (65,8-87,6)

Stopien zaawansowania IlIB 159 73,5 (66,1-81,8)

Brak danych 61 83 (72,8-94,6)
Ocena ryzyka nawrotu [1,28) 154 75,2 (67,9-83,4) < 0,001
w ciggu 2 lat wg
nomogramu Golda [28,83) 153 85,9 (79,5-92,8)

[83,96) 167 95 (90,7-99,6)

[96,98] 118 100 (100,0-100,0)

Brak danych 95 80,4 (71,6-90,3)
Ocena ryzyka nawrotu [1,8) 154 75,2 (67,9-83,4) < 0,001
w ciggu 5 lat wg
nomogramu Golda [8,68) 152 85,9 (79,4-92,8)

[68,91) 145 94,4 (89,4-99,6)

[91,96] 141 100 (100,0-100,0)

Brak danych 95 80,4 (71,6-90,3)
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Tabela 5. Wyniki analizy wieloczynnikowej zmiennych majacych wptyw na DFS

Cecha lloraz ryzyka 95-procentowy przedziat ufnosci ¢]
Pte¢ Kobiety
Mezczyzni (0,99-1,71) 0,6
Wiek (lata) < 40
41-65 1,21 (0,76-1,95) 0,42
> 65 1,13 (0,68-1,88) 0,64
Lokalizacja Dwunastnica
Jelito cienkie 0,79 (0,45-1,4) 0,43
Jelito grube/odbytnica 0,97 (0,42-2,23) 0,94
Zotadek (0,28-0,88) 0,02
Inne lokalizacje 1,09 (0,51-2,34) 0,83
Wielkos¢ guza [cm] <5
> 5-10 3,36 (2,09-5,4) 0
> 10 6,25 (3,84-10,18) 0
Liczba mitoz na 50 pol <5
widzenia (indeks mitotyczny
IM/HPF) >5-10 2,86 (1,95-4,19) 0
> 10 5,08 (3,67-7,01) 0

Czynnikami wykazujacymi negatywny wplyw na
prawdopodobiefnistwo nawrotu choroby w analizie re-
gresji Coxa okazaly si¢: indeks mitotyczny > 5/50 HPF,
lokalizacja zmiany pierwotnej poza zotadkiem, wielko§¢
zmiany pierwotnej > 5 cm oraz pte¢ meska (tab. 5).

W modelu uwzgledniajacym genotyp GIST czynnika-
mi negatywnymi okazaly si¢: obecno§¢ mutacji innej niz
PDGFRA, indeks mitotyczny > 5/50 HPF, pteé me¢ska
oraz wielko$¢ zmiany pierwotnej > 5 cm (tab. 6). Podob-
ne wyniki uzyskano dla oceny czynnikéw wplywajacych
na OS (tab. 7).

Poréwnanie doktadnosci klasyfikaciji oceny ryzyka
nawrotu GIST

Poréwnanie istniejacych klasyfikacji ryzyka nawrotu
przeprowadzono za pomoca krzywych ROC. Poréwnano
je w kontekscie 5-letniego DFS, jak réwniez 5-letniego
OS. Wyniki analizy wykazaly brak istotnych statystycznie
réznic migdzy poszczegllnymi klasyfikacjami zaréwno
dla 5-letniego DFS, jak i dla 5-letniego OS.

Poréwnanie wartoSci prognostycznej klasyfikacji ryzy-
ka nawrotu dla 5-letniego DFS przedstawiaja ryciny 1-3.

Wszystkie analizy pokazuja brak istotnoSci staty-
stycznej miedzy poszczegdlnymi klasyfikacjami ryzyka

— wykresy niemal si¢ pokrywaja. Wynika to z faktu, ze
wszystkie klasyfikacje uwzgledniaja najbardziej istotne
czynniki rokownicze.

Nowy model klasyfikacyjny z uwzglednieniem
analizy mutacji dla przezy¢ wolnych od nawrotu
choroby

W kolejnym kroku analizy przy pomocy metody re-
gresji logistycznej budowano model, w ktérym szacowa-
no prawdopodobiefistwo przezycia 15 lat. Sprawdzono,
czy uwzglednienie w modelu kodu mutacji znaczaco
poprawia jego zdolnosci predykcyjne. Do wybranych
a priori modeli dodawano zmienne oznaczajace kod
mutacji, a nastepnie poréwnywano krzywe ROC zbu-
dowane na podstawie obliczonych z modeli wartoSci
przewidywanych. Przeprowadzona analiza wykazala,
ze dodanie do istniejacych klasyfikacji ryzyka nawrotu
takich zmiennych jak pteé¢, wiek oraz status mutacji
poprawia ich wiarygodno$¢. Co wigcej, dodanie statusu
mutacji bylo najbardziej istotne w grupach o poSrednim
ryzyku w poszczegdlnych klasyfikacjach (ryc. 4-9).

W grupach o poSrednim ryzyku najblizszy rzeczywi-
stosci jest model z uwzglednieniem plci, wieku i dodat-
kowo typu mutacji (ryc. 7-9).
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Tabela 6. Wyniki analizy wieloczynnikowej zmiennych majacych wptyw na DFS z uwzglednieniem typu mutacji

Cecha lloraz ryzyka 95-procentowy p
przedziat ufnosci
Pte¢ Kobiety 1
Mezczyzni 1,62 (1,07-2,46) 0,02
Wiek (lata) <40 1
41-65 1,67 (0,89-3,15) 0,11
> 65 1,46 (0,71-3,02) 0,31
Lokalizacja Dwunastnica 1
Jelito cienkie 0,98 (0,29-3,34) 0,98
Jelito grube/odbytnica 1,26 (0,31-5,03) 0,75
Zotadek 0,93 (0,27-3,15) 0,9
Inne lokalizacje 1,24 (0,3-5,13) 0,76
Wielkos$¢ guza [cm] <5 1
> 5-10 2,12 (1,08-4,18) 0,03
> 10 5,86 (2,84-12,07) 0
Liczba mitoz na 50 pol <5 1
widzenia (indeks mitotyczny
IM/HPF) > 5-10 3,07 (1,69-5,58) 0
> 10 4,38 (2,61-7,36) 0
Genotyp (ocena mutacji) KIT 11, delecja 557-558 1
KIT 11, inne delecje 1,13 (0,63-2,03) 0,69
KIT 9 1,38 (0,68-2,77) 0,37
PDGFRA 18, D842V 0,41 (1,14-1,23) 0,05
Inne mutacje genu PDGFRA 0,61 (0,18-2,13) 0,44
Inne mutacje genu KIT 0,76 (0,26-2,25) 0,63
Typ dziki 1,66 (0,86-3,21) 0,13

Dyskusja

Ocena ryzyka nawrotu po leczeniu chirurgicznym
pierwotnego GIST jest bardzo istotna w kontekscie le-
czenia uzupetniajacego oraz planowania badaf kontrol-
nych w czasie obserwacji po leczeniu chirurgicznym [49].
Obecnie stosowane klasyfikacje ryzyka nawrotu, oparte na
takich czynnikach jak: wielko$¢ guza, lokalizacja, indeks
mitotyczny oraz pe¢knigcie guza, pozwalaja wiarygodnie
oszacowaé ryzyko nawrotu choroby i sag wykorzystywane
w praktyce klinicznej [50, 51]. W ostatnich latach coraz
czesciej podnoszona jest kwestia statusu mutacji jako czyn-
nika wplywajacego na ryzyko nawrotu choroby [49, 51, 52].

W prezentowanej grupie chorych podstawowym
ocenianym parametrem byt DFS. W czasie obserwacji
stwierdzono 265 (38,3%) nawrotéw choroby. Nalezy
podkreslié, ze w niniejszej pracy analiza objeto chorych
nieotrzymujacych uzupetniajacej terapii imatynibem po
resekcji guza pierwotnego, wiec analiza DFS przedsta-
wia naturalny przebieg biologiczny choroby. Mediana
DEFS wynosita 76 miesigcy. Podobne wyniki uzyskali
inni autorzy [17, 53, 54]. W przedstawione] analizie
wykazano znamienno$¢ statystyczng czynnikOw progno-
stycznych takich jak: indeks mitotyczny 5-10/50 HPF
i > 10/50 HPF (p < 0,001), wielko§¢ 5-10 cm i > 10 cm
(p < 0,001), indeks mitotyczny > 5/50 HPF oraz wielkos¢
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Tabela 7. Wyniki analizy wieloczynnikowej zmiennych majacych wptyw na OS z uwzglednieniem rodzaju mutacji

Cecha lloraz ryzyka 95-procentowy przedziat ufnosci P
Wiek (lata) <40 1
41-65 2,84 (0,89-9,06) 0,08
> 65 6,23 (1,83-21,26) 0
Wielkos¢ guza [cm] <5 1
> 5-10 4,81 (1,1-20,95) 0,04
> 10 7,31 (1,67-31,97) 0,01
Liczba mitoz na 50 pdl <5 1
widzenia (indeks mitotyczny
IM/HPF) > 5-10 1,91 (0,79-4,62) 0,15
> 10 3,2 (1,64-6,24) 0
Genotyp (ocena mutacji) KIT 11, delecja 557-558 1

KIT 11, mutacja

. . 0,89 (0,37-2,15) 0,79
punktowa/insercja
KIT 11, inne delecje 0,84 (0,34-2,09) 0,71
KIT 9 1,12 (0,43-2,92) 0,82
PDGFRA 18, D842V 2 (0,55-7,34) 0,3
Inne mutacje genu PDGFRA 1.4 (0,3-6,64) 0,67
Inne mutacje genu KIT 0,85 (0,11-6,7) 0,88
Typ dziki 2,59 (1,13-5,96) 0,03
Nawr6t w ciggu 5 lat: ML vs. NIH Nawrét w ciggu 5 lat: ML vs. nomogram 5 wg Golda
100 100 o
e
/
80 1 80 — /
2 6o- £ 60 7/
RS N4 /
\8 ‘8 i
5 40 S 40 — / p = 0,692
20 20 /
— ML / — ML
0- NIH 04 / nomogram 5
T T T T T T T T T T T T
100 80 60 40 20 0 100 80 60 40 20 0
Swoistosé (%) Swoistos¢ (%)

Rycina 1. Wartos$¢ prognostyczna klasyfikacji Miettinena  Rycina 2. Wartos$¢ prognostyczna klasyfikacji Miettinena
i Lasoty AFIP-NCCN (ML) w odniesieniu do National Institutes i Lasoty AFIP-NCCN (ML) w odniesieniu do nomogramu
of Health (NIH) w przewidywaniu ryzyka nawrotu choroby 5 wg Golda w przewidywaniu ryzyka nawrotu choroby w ciggu
w ciggu 5 lat 5 lat
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Rycina 3. Wartos¢ prognostyczna klasyfikacji National Institutes
of Health (NIH) w odniesieniu do nomogramu 5 wg Golda
w przewidywaniu ryzyka nawrotu choroby w ciggu 5 lat

Rycina 5. Model uwzgledniajacy pte¢, wiek oraz klasyfikacje NIH

Model: pte¢ + wiek + AJCC
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Rycina 4. Model uwzgledniajacy ptec, wiek oraz klasyfikacje AJCC

guza > 5 cm zwiazana jest ze znacznie krotszym DFS, co
udowodniono réwniez we wszystkich dotychczasowych
pracach [55-58]. Wyniki analizy potwierdzaja takze
wplyw lokalizacji guza na rokowanie w GIST, co jest
zgodne z wynikami innych opracowan [31, 32, 55-57, 59].
GIST umiejscowiony poza zotadkiem (gléwnie w jelicie)
cechuje si¢ znacznie gorszym rokowaniem niz GIST
zlokalizowany w zotadku, co znalazto odzwierciedlenie
w klasyfikacji zmodyfikowanej przez Mietinnena i Laso-
te [57,59]. Wymienione czynniki stanowia obecnie pod-
stawe istniejacych klasyfikacji, w tym oceny stopnia za-
awansowania TNM wg AJCC. Przedstawione zaleznoSci
potwierdzaja tez reprezentatywno$¢ analizowanej grupy
chorych na pierwotny GIST. Innymi czynnikami istotnie
zwickszajacymi ryzyko nawrotu GIST w niniejszej anali-

Rycina 6. Model uwzgledniajacy pte¢, wiek oraz klasyfikacje
Joensuu (J)

zie okazaly si¢ zakres chirurgii R1 (p < 0,001), peknigcie
guza (p < 0,001) i pte¢ meska (p = 0,02). Radykalnos¢
leczenia chirurgicznego (R0) w ocenie mikroskopowej
oraz niewystapienie pgkniecia guza — samoistnego
badz zwiazanego z dzialaniami Srédoperacyjnymi — sa
niezwykle istotne podczas operacji GIST. Peknigcie guza
stanowi niezalezny od wielkosci i indeksu mitotycznego
czynnik kwalifikujacy chorych do grupy wysokiego ryzyka
nawrotu wg zmodyfikowanej klasyfikacji NIH wg Joen-
suu [33, 59-61]. Przedstawione wyniki wskazuja rowniez
na istnienie zaleznosci miedzy plcia meska a nawrotem
choroby. Pte¢ me¢ska w analizowanej grupie okazata si¢
ztym czynnikiem rokowniczym. W odniesieniu do za-
prezentowanych wynikéw pochodzace z literatury dane
dotyczace tej cechy nie sg juz tak jednoznaczne [56, 58].
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Rycina 7. Model uwzgledniajacy pte¢, wiek oraz klasyfikacje
AJCC w grupie o posrednim ryzyku
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Rycina 8. Model uwzgledniajacy pte¢, wiek oraz klasyfikacje
NIH w grupie o posrednim ryzyku

Wszystkie wyzej wymienione czynniki (oprocz resekcji
R1) wykazuja znamienno$¢ statystycznag w analizie za-
rowno jedno-, jak i wieloczynnikowej. Dotychczas tylko
kilka prac analizowalo znaczenie rokownicze genotypu
pierwotnego guza u chorych na GIST, znacznie wigcej
za$§ koncentrowalo si¢ na roli predykcyjnej mutacji dla
odpowiedzi na leczenie IKT [62-64]. Kolejnym istot-
nym w ocenie czynnikiem jest obecno$¢ mutacji genu
KIT w eksonie 11, obejmujacej delecje 557-558, ktéra
okazala si¢ czynnikiem zwigzanym z krdtszym czasem
wolnym od nawrotu choroby. W §wietle dostgpnych
badafi mutacja ta wystgpuje najczesciej w guzach zlo-
kalizowanych poza zoladkiem, > 5 cm oraz z indeksem
mitotycznym > 5/50 HPF, automatycznie kwalifikuje
chorych do grupy wysokiego ryzyka nawrotu i powinna

Rycina 9. Model uwzgledniajacy pte¢, wiek oraz klasyfikacje
Joensuu (J) w grupie o posrednim ryzyku

by¢ dodatkowym czynnikiem w kwalifikacji do leczenia
uzupelniajacego imatynibem [65]; co wigcej, obecne
dane pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢, ze jest to
mutacja najbardziej wrazliwa na imatynib [66—68]. Wy-
niki analizy jednoczynnikowej pokazuja, ze obecnosé
mutacji genu KIT w eksonie 9 réwniez istotnie wplywa
na skrdcenie czasu do nawrotu choroby. Reasumujac,
nalezy stwierdzi¢, ze obecno$¢ mutacji w genu KI7, nie-
zaleznie czy w eksonie 11, obejmujacej delecje 557-558,
czy eksonie 9 (p = 0,009), jest zwigzana z krotszym DFS
w odniesieniu do mutacji genu PDGFRA, w przypadku
ktérej szacowany S-letni DFS przy obecno$ci mutacji
w eksonie 11, obejmujacej delecje 557-558, wynosi
35,1% (95% CI: 23,8-51,8%), a w eksonie 9 — 38,5%
(95% CI: 21,2-69,95) vs. 83,6% (95% CI: 68,2-100,0)
w sytuacji obecno$ci mutacji genu PDGFRA. Dhuzszy
DEFS dla GIST z obecnoscia mutacji PDGFRA byt juz
wskazywany przez innych autoréw [69, 70]. Pierwsze
prace z przetomu wiekéw XX i XXI sugerowaly jedy-
nie, ze u chorych na GIST z obecnoScia mutacji KIT
wystepuja bardziej agresywne postacie nowotworu niz
u chorych bez mutacji badZ z obecnoScia mutacji genu
PDGFRA — nie analizowano jednak wéwczas szczego-
fowo typdw mutacji [38, 71, 72]. Po raz pierwszy uwage
na niezalezne negatywne znaczenie rokownicze delecji
obejmujacej kodon 557 i/lub 558 genu KIT zwrdcita
hiszpanska grupa badawcza [73]. Réwniez DeMatteo
i wsp. sugerowali, ze specyficzne mutacje KIT moga
miec¢ znaczenie rokownicze w analizie jednoczynnikowej,
ale nie wieloczynnikowej [68, 74], wskazujac, ze GIST
z obecno$cia mutacji punktowej lub insercji KIT moga
mie¢ lepszy przebieg kliniczny niz w przypadku mutacji
w eksonie 9 KIT czy delecji obejmujacych aminokwasy
W557 i/lub K558 KIT, podczas gdy guzy bez mutacji
KIT wiaza si¢ z poSrednim rokowaniem. Prezentowana
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praca potwierdza role¢ tych czynnikéw jako niezaleznych
biomarkeréw rokowniczych w znacznie wigkszej grupie
chorych. Nie wyja$niono doktadnie biologicznej podsta-
wy tych zaleznoSci; sugeruje si¢, ze zmutowana forma
KIT, generowana przez podstawienie proliny za lizyne
w pozycji 558, prowadzi do wigkszej konstytutywne;j
fosforylacji receptora i wyzszej proliferacji komorki [75].
Kilka prac wskazywato rowniez na korzystniejszy prze-
bieg choroby u chorych na pierwotny, resekcyjny GIST
z obecno$cig mutacji PDGFRA (zwlaszcza w eksonie
18, gtéwnie w lokalizacji zotadkowej i — co interesujace
— przy mutacji punktowej D842V, charakteryzujacej
sie opornoscia na stosowane IKT w przypadkach niere-
sekcyjnych/rozsianych) [39, 46, 70, 76-78]. Potwierdzita
to réwniez analiza badania ACOSOG Z9001 w grupie,
ktérej podawano placebo [68].

Na podstawie analizy jednoczynnikowej wskazano
nastepujace czynniki, ktére mialy negatywny wplyw na
OS: liczba mitoz > 10/HPF (p < 0,001), wielko$¢ guza
pierwotnego > 10 cm (p < 0,001), marginesy chirur-
giczne R1 (p = 0,004), peknigcie guza (p < 0,001) oraz
wiek < 40 lat (p = 0,045). Czynniki te, z wykluczeniem
marginesow chirurgicznych, okazaly si¢ istotne réwniez
statystycznie w analizie wieloczynnikowej. W przedsta-
wionej pracy nie zaobserwowano istotnego wplywu sta-
tusu mutacji na OS. Analiza czynnikéw wplywajacych na
OS po resekcji pierwotnego GIST nalezy do nielicznych
w piSmiennictwie Swiatowym i wskazuje na istotnie dobre
przezycia nawet w grupach o duzym ryzyku, co wiaze
si¢ z wysoka aktywnoScig imatynibu i innych IKT stoso-
wanych w leczeniu nawrotéw choroby [14, 79]. MozZna
oczekiwad, ze stosowane obecnie leczenie uzupetniajace
imatynibem po resekcji GIST o duzym ryzyku przyczyni
si¢ do dalszej poprawy wynikow przezy¢ tych chorych.

Analiza istniejacych klasyfikacji oceny ryzyka nawro-
tu (wyrazona za pomocg krzywych ROC) dla 5-letnich
DEFS oraz OS potwierdzita znaczenie prognostyczne tych
klasyfikacji. Na podstawie zaprezentowanych wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze obecnie dostgpne i stosowane
klasyfikacje pozwalaja na wiarygodna ocen¢ ryzyka
nawrotu, co jest zgodne z wynikami innych autoréw
[80-82]. Poréwnujac poszczegdlne klasyfikacje, nie
stwierdzono natomiast statystycznie istotnej réznicy
miedzy nimi. Moze to wynikac z faktu, Ze kazda z nich
uwzglednia dwie cechy — wielko$¢ guza oraz liczbe
mitoz, ktére — jak udowodniono takze w niniejszej
analizie — sa najistotniejszymi czynnikami ryzyka.
OczywiScie kazda z klasyfikacji ma swoje ograniczenia,
i tak wyniki, ktore przedstawili Goh i wsp. w 2008 roku,
pokazuja, ze klasyfikacja AFIP Miettinena i Lasoty lepiej
przewiduje ryzyko nawrotu w poréwnaniu z klasyfikacja
NIH, co wynika z dodania kryterium lokalizacji guza,
ktore — jak zostalo udowodnione réwniez w tej anali-
zie — jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym dla
guzow zlokalizowanych poza zotadkiem. Jednoczes$nie

zastosowanie podziatu na niskie i bardzo niskie ryzyko
nawrotu wydaje si¢ nieistotne w kontekscie podjecia
decyzji o zastosowaniu leczenia uzupehiajacego oraz
planowanym schemacie wizyt kontrolnych, co tez znaj-
duje odzwierciedlenie w prezentowanej analizie, gdzie
nie wykazano istotnoSci statystycznej migdzy niskim
i bardzo niskim ryzykiem zaréwno dla DFS, jak i OS.
Podobne wyniki analiz znajdujemy réwniez u innych
autorow [51]. Przegladajac literature, trudno znalezé
analize¢, ktéra poréwnywataby wszystkie istniejace
obecnie klasyfikacje. W analizie, jaka przeprowadzili
Yanagimoto i wsp., poréwnujac klasyfikacje NIH, AFIP,
NIH wg Joensuu, AJCC oraz ,,japofiska zmodyfikowana
NIH”, w ktorej dodano pekniecie guza i/lub naciekanie
narzadow w grupie 712 pacjentéw, wskazano klasyfikacje
NIH wg Joensuu jako najbardziej czuta w przewidywa-
niu nawrotu GIST. Na podstawie tej analizy wybrano
klasyfikacje NIH do kwalifikacji chorych do leczenia
uzupehniajacego [69]. Analiza ta nie uwzgledniata jednak
oceny mutacji oraz nomogramu Golda.

Zadna z dotychczas opublikowanych prac nie podjeta
proby wlaczenia analizy mutacji do systemu rokownicze-
go po resekeji pierwotnego GIST. Wyniki przedstawione
w niniejszym opracowaniu wskazuja jednoznacznie na
poprawe dokladnosSci rokowniczej klasyfikacji ryzyka
przy uwzglednieniu oprécz klasycznych czynnikéw
rokowniczych réwniez genotypowania — moze to miec
wplyw na wlasciwe kwalifikowanie chorych o poSrednim
ryzyku nawrotu choroby do leczenia uzupetniajacego
imatynibem po resekcji pierwotnego nowotworu. Woz-
niak i wsp. w swojej pracy, obejmujacej wielooSrodkowe
kliniczno-patologiczne i molekularne dane poddanych
resekeji chorych na zlokalizowany GIST, zgromadzone
w bazie European ConticaGIST, potwierdzaja korzyst-
ne znaczenie rokownicze obecnosci mutacji w eksonie
18 PDGFRA i negatywny wplyw obecnosci duplikacji
w eksonie 9 KIT (wystgpujacej gtéwnie w jelicie cienkim)
oraz delecji 557-558 w eksonie 11 KIT. Interesujace jest,
ze wedlug autoréw tej pracy obecnos¢ delecji obejmu-
jacej kodony 557 i/lub 558 KIT byta istotnym, niezalez-
nym negatywnym czynnikiem prognostycznym jedynie
w GIST wywodzacym si¢ z zotadka. Autorzy stwierdzaja,
ze obecno$¢ tego zaburzenia genetycznego u chorych na
GIST wywodzacy si¢ z zoladka, nawet o teoretycznie
mniejszym ryzyku ocenianym na podstawie istniejacych
klasyfikacji, powinno stanowi¢ dodatkowe wskazanie
do zastosowania leczenia uzupetniajacego imatynibem.
W prezentowanej pracy wykazano réwniez istotnos¢
statystyczna (p < 0,001) obecnosci mutacji w poszcze-
goblnych grupach ryzyka z niekorzystnym wskazaniem na
grupe wysokiego ryzyka; ponad 40% wszystkich ozna-
czonych mutacji to mutacje oznaczone w guzach, ktdre
zostaly sklasyfikowane jako grupa wysokiego ryzyka, co
wiecej, mutacja w eksonie 11 KIT delecja obejmujaca
p- W557-K558 jest najczestsza mutacja w grupie o wy-
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sokim ryzyku nawrotu. Ze wzglgdu na liczebno$¢ bada-
nej grupy nie bylo mozliwosci przeprowadzenia az tak
szczegdtowych analiz podgrup pacjentdw w zaleznoSci
od lokalizacji guza, jakie wykonata grupa ConticaGIST.
Najnowsza, poszerzona analiza grupy badawczej Con-
ticaGIST obejmowata 1844 chorych. Ocenie zostaly
poddane najczestsze rodzaje mutacji, ktére podzie-
lono na dwie klasy prognostyczne: klasa 1 (C1, dobre
rokowanie), z wlaczeniem mutacji eksonu 11 KIT,
duplikacji, delecji poza kodonami 557-558 i eksonem
PDGFRA 18, oraz klasa 2 (C2, zte rokowanie), obej-
mujaca delecje eksonu 11 KIT, kodony 557-558. Gdy
w modelu wielowymiarowym wzi¢to pod uwage ko-
relacje miedzy lokalizacja guza a statusem mutacji,
wykazano niekorzystny wptyw wielkoSci guza > 10 cm
oraz wskaznika mitotycznego 6-10 > 10/50 HPF, ale
mutacje klasy 2 cechowaly si¢ gorszym rokowaniem
tylko w przypadku guzéw zotadka, w odréznieniu od
GIST w lokalizacji pozazotadkowej [83]. Mimo ze
grupa analizowana w prezentowanej pracy byta mniej
liczna i ocena rodzaju mutacji nie byla tak dokladna,
uzyskane wyniki pozwalaja na podobne wnioski — guz
zlokalizowany w zotadku oraz obecno$¢ mutacji KIT
w kodonach 557-588 sa ztymi czynnikami rokowniczymi
i powinny mie¢ istotne znaczenie w zaktualizowaniu
obecnie istniejacych klasyfikacji oceny ryzyka nawrotu.

Do podobnych wnioskéw doszli réwniez autorzy
analizy obejmujacej grupe 451 chorych, w ktorej
modele wielowymiarowej regresji Coxa pozwolity na
identyfikacje trzech molekularnych grup ryzyka: grupa
I'wykazata najlepszy wynik i obejmowata mutacje eksonu
12 PDGFRA, mutacje BRAF i eksonu 13 KIT; grupa II,
o poSrednim fenotypie klinicznym (HR = 3,06), obej-
mowata przypadki potrdjnie ujemne, mutacje w eksonie
17 KIT, kodonie D842V eksonu 18 PDGFRA i eksonie
14 PDGFRA; grupa 111 wykazata najgorszy wynik (HR
= 4,52) i obejmowata mutacje w eksonie 9 KIT'i eksonie
11 KIT oraz w eksonie 18 PDGFRA inne niz D842V.
Mutacja byta istotnym wskaZnikiem prognostycznym
OS w nieleczonych systemowo, zlokalizowanych GIST
(p < 0,001): u chorych z mutacja KIT wyniki byly gorsze
niz w przypadku mutacji PDGFRA lub potrdjnie ujem-
nych (KIT, PDGFRA, BRAF typu dzikiego). Badanie
to podkresla prognostyczny wplyw statusu mutacji na
naturalny przebieg GIST, sugeruje, ze molekularne
grupowanie prognostyczne moze uzupetnia¢ kliniczne
kryteria stratyfikacji ryzyka przy podejmowaniu decyzji
o leczeniu uzupelniajacym i odpowiada na pytanie, czy
status mutacji wplywa na rokowanie zlokalizowanych,
nieleczonych GIST [84].

Skandynawska Grupa Migsakéw przeprowadzila
badanie majace na celu zbadanie wplywu mutacji KIT
i PDGFRA na przezycie wolne od nawrotéw (RFS,
recurrence-free survival) u chorych na GIST leczonych
chirurgicznie i adiuwantowo imatynibem. Do badania

wlaczono 400 pacjentéw leczonych operacyjnie, u kto-
rych ryzyko nawrotu oszacowano jako wysokie, dzielac
ich na 2 grupy otrzymujace imatynib przez rok lub 3 lata.
Punktem koficowym byl czas wolny od nawrotu choroby.
Mutacje zostaly pogrupowane wedlug genu i eksonu.
Mutacje w eksonie 11 KIT zostaly nastgpnie pogrupo-
wane jako mutacje delecyjne lub mutacje insercyjno-de-
lecyjne, mutacje substytucyjne, mutacje insercyjne lub
duplikacyjne oraz mutacje obejmujace kodony 557 i/lub
558. Mutacje PDGFRA i mutacje insercyjne lub dupli-
kacyjne w eksonie 11 KIT byly powiazane z korzystnym
DFS, natomiast mutacje w eksonie 9 KIT byly zwiazane
z niekorzystnym wynikiem. Chorzy z delecja eksonu
11 KIT lub mutacja insercyjno-delecyjna cechowali si¢
lepszym DFS, gdy zostali przydzieleni do grupy leczone;j
przez 3 lata w poréwnaniu z grupa leczona przez rok
(5-letni RFS 71,0% vs. 41,3%; p < 0,001), natomiast
w innych badanych podgrupach mutacyjnych stwierdzo-
no brak znaczacej korzysci z 3-letniego leczenia. Mutacje
delecyjne w eksonie 11 KIT, delecje obejmujace kodony
557 i/lub 558 byly zwiazane z kr6tkim DFS w grupie le-
czonej przez rok, ale nie w grupie leczonej przez 3 lata.
Wyniki tego badania potwierdzaja, ze korzySci, jakie
odnosza pacjenci z leczenia uzupetniajacego, zaleza od
rodzaju wystepujacej mutacji. Wiaczeni do badania cho-
rzy, u ktorych potwierdzono mutacje delecyjne w eksonie
11 KIT, odniesli najwigksze korzysci z dluzszego czasu
trwania leczenia adiuwantowego imatynibem. A zatem
czas trwania leczenia adiuwantowego imatynibem mo-
dyfikuje ryzyko nawrotu GIST zwigzanego z niektorymi
mutacjami KIT, w tym delecjami, ktoére wplywaja na
kodony 557 i/lub 558 eksonu 11 [85].

Whnioski

W niniejszej pracy stwierdzono, ze najwazniejsze
czynniki rokownicze zwigzane z czasem wolnym od
nawrotu choroby to: wielko$¢ guza, indeks mitotyczny,
lokalizacja poza zotadkiem oraz obecno$¢ mutacji genu
KIT w eksonie 11, obejmujacej delecje 557-558, oraz
genu KITw eksonie 9. Czynniki, ktére w sposéb istotny
wplywaja na calkowity czas przezycia, to: liczba mitoz
> 10/HPF (p < 0,001), wielko$¢ guza pierwotnego
> 10 cm (p < 0,001), marginesy chirurgiczne R1
(p = 0,004), pekniecie guza (p < 0,001) oraz wiek
< 40 lat (p = 0,045). Ponad 40% wszystkich oznaczo-
nych mutacji stanowily mutacje oznaczone w guzach,
ktore zostaly sklasyfikowane jako grupa wysokie-
go ryzyka; co wiecej, mutacje obejmujace delecje
557-558 w eksonie 11 KIT sa najczesciej obecne w gru-
pie o wysokim ryzyku nawrotu, co powinno warunkowac
podjecie leczenia uzupetniajacego. Obecno$¢ mutacji
w eksonie 18 PDGFRA ma korzystne znaczenie rokow-
nicze w GIST po resekcji pierwotnego guza. Wszystkie
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obecnie stosowane klasyfikacje oceny ryzyka nawrotu
GIST pozwalaja na wiarygodna oceng ryzyka nawrotu.
Wiarygodno$¢ istniejacych klasyfikacji oceny ryzyka
nawrotu choroby po resekcji GIST mozna poprawic,
uwzgledniajac status mutacji, szczegdlnie w grupach
o posrednim ryzyku nawrotu. Zastosowanie leczenia
ukierunkowanego molekularnie na obecno$¢ konkret-
nej mutacji wydaje si¢ mie¢ kluczowe znaczenie w kon-
teksScie nie tylko leczenia uzupelniajacego, ale réwniez
leczenia choroby zaawansowanej i/lub przerzutowe;.
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