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RESUMEN

Las alteraciones moleculares en los oncogenes c-kit y pdgfra, que codifican para los
receptores de membrana tirosina cinasas, se asocian con caracteristicas clinico-patologicas
de pacientes con tumores del estroma gastrointestinal (GIST). Actzalmente, los
medicamentos estan siendo desarrollados para inhibir, a nivel molecular, la accién de tos
oncogenes que desencadenan el desarrollo del cancer. En este estudio caracterizamos las
mutaciones de los genes c-kit y pdgfra en pacientes con diagnéstico de GIST para
determinar las mutaciones que pudieran estar asociadas a la proliferacién tumoral y/o a
una respuesta terapéutica especifica. Se aislé el ADN de 44 tejidos de tumor fijados en
formalina con diagnéstico de GIST. Los exones con mayor frecuencia de mutaciones
reportadas pama los genes c-kit, y pdgfra, fueron amplificados y evaluados por
secuenciacién directa. Experimentos de. clonacién fueron realizados para caracterizar
todos los posibles alelos mutantes presentes en las células tumorales. Las secuencias de
aminoacidos fueron inferidas y alineadas a una secuencia de referencia del Genebank pare
determinar el sitio y el tipo de mutacién. Encontramos la mayor frecuencia de mutaciones
en el exon 11 (77%) del gen c-kit. Las mutaciones encontradas en el exén 11 fueror
heterogéneas mientras que, el exdén 9 presentd0 un tunico tipo de mutacién
(p.A502_Y503dup). En el gen pdgfra se observé sustituciones y deleciones, siendo la
mas frecuente p.D842V. Todas las mutaciones encontradas han sido previamente
asociadas a GIST, inclusive se observaron mutaciones asociadas a. GIST con sindromes
familiares. Un 66% de los pacientes de alto riesgo presentaron mutaciones entre los
residuos 556-560 del exén 11 del gen c-kit. Es interesante observar que las mutaciones
entre los residuos 556-560 comprenden la regién de la yuxtamembrana que regula entre la
conformacion activa e inactiva del receptor. Nuestros resultados sugieren que el sitio y
tipo de mutacién activan constitutivamente a los receptores KIT y PDGFRer.  Estudios
clinicos han determinado cdémo el tipo y sitio de mutacién en estos genes, influyen en la
respuesta objetiva y la resistencia a las drogas que actualmente se emplean. Una
evaluacién a nivel molecular de los casos con GIST permite una mejor interpretacion del
proné6stico y evoluciéon clinica del proceso tumoral al determinar las mutaciones que
desencadena una inadecuada sefializacidn intracelular y por ende un descontrol del ciclo
celular.



ABSTRACT

Mutations found in tyrosine kinase membrane receptor oncogenes, c-kit and pdgfra, are
associated with clinical and pathological characteristics of gastrointestinal stromal tumors
(GIST). New drugs have been developed to inhibit these oncogenes at a molecular level.
In this study, we determined the c-kit y pdgfra gene mutations in 39 GIST to analyze those
mutations associated with tumor proliferation and specific therapeutic response. We
isolated DNA from 44 paraffin-embedded tumor tissues and amplified the exons
associated with a high frequency of mutations. Direct PCR sequencing of these exons
were made and those with different alleles were cloned and re-sequenced. Amino acids
sequences were inferred from DNA sequences and were aligned to a Genebank reference
sequence to determine the position and type of mutation.  We found the higher frequency
of mutations in c-kit gene exon 11 (90%). The mutations found in c-kit exon 11 were
heterogeneous while in c-kif exon 9, there was only one mutation type (p.A502_Y503dup).
Mutations on pdgfra gen showed several substitions and deletions being the more frequent
p.D842V. All mutations found have been previously associated to GIST, and we also
found mutations associated to familiar GIST. A 66% of patients with mutations within
residues 556-560 (exon 11) were considered high risk. We identified a region of high
frequency mutations that would primarily affect the KIT receptor auto-inbibited
conformation. Our results suggest that the site and type of mutation maintain receptors
KIT and PDGFRA constitutively activated. A molecular evaluation of KIT and PDGFRA
receptors mutations permits a better prognostic interpretation and clinical evolution of
tumor proliferation. Characterized mutations will lead to a better knowledge for drugs
design and to specific therapy applications to block molecular process of tumor
proliferation.
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INTRODUCCION

Los Tumores del Estroma Gastrointestinal (GIST segun siglas en inglés) y algunos tipos
de mastocitosis y leucemias presentan mutaciones en los genes c-kit v pdgfra (Tkeda et al.,
1991; Nagata et al, 1995, Kimura et al., 1997; Corless et al., 2004). Estos genes
codifican para las proteinas KIT (receptor del factor de células madres) y PDGFRa
(receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas), que son receptores de
membrana con actividad tirosina cinasa involucrados en las principales vias de
sefializacion celular que determinan crecimiento y proliferacién de las células (Yarden et
al., 1986, 1987, Roskoski, 2005). Estudios recientes han revelado que medicamentos
como STI-57! (Imatinib, Novartis) tienen un efecto anti-tumor que interrumpe la accién
de la tirosina cinasa sobreactivada (Debiec-Rychter et al., 2004). Estos mismos autores
demostraron que la eficacia en la regresién del tumor a la accién de la droga Imatinib esta
en un 50-70%, mientras que en un 85-90% en la detencidn de la progresién. El nivel de
respuesta al tratamiento, junto-con otros parametros clinico-patoldgico, estan relacionados
con el tipo de mutacion (sustitucion, duplicacion, delecién, insercién) y la localizacién de
la misma (codén del exén, intron, regién reguladora) (Corless et al., 2004). Las células
tumorales en respuesta al tratamiento con Imatinib desarrollan mecanismos alternos (c.p.e,
mutaciones secundarias o, activaciones de otros receptores cinasas) para crear la

resistencia a medicamentos inhibidores de cinasas (Heinrich et al., 2006). La resistencia al



Imatinib se ha observado en un 14% en pacientes que experimentan una progresion del
tumor a los 6 meses y en un 50% a los 2 afios de iniciado el tratamiento (Demetri ef al.,

2002, Verweij ef al., 2004).

Por lo tanto, debide al proceso intrinseco de la proteina para activarse y autoinhibirse, la
importancia que una mutacidén confiere a este proceso, demanda la determinacion a nivel
molecular de las mutaciones observadas en pacientes con tumores y su efecto patoldgico,
en relacion al tratamiento. Cuanto mas se documente sobre las mutaciones observadas en
los pacientes, mas contribuimos al desarrollo de nuevos medicamentos inhibidores de la

actividad cinasa.

En este estudio determinamos las mutaciones en los genes c-kit y pdgf & en pacientes con
diagnostico de GIST y las asociamos con la activacién constitutiva del receptor. Los
resultados de esta investigacion permitiran identificar si los mecanismos moleculares de la
terapia con drogas que inhiben la accién tirosina cinasa del receptor son de beneficio a los
pacientes con GIST en Panami. Conociendo la biologia del GIST y sus bases
moleculares, podriamos comprender los mecanismos de la alteracién genética asociados a

la formacidn de canceres.



OBJETIVO GENERAL

¢ Determinar las mutaciones en los residuos de aminodcidos de los genes c-kit y

pdgfra asociadas a la activacion constitutiva del receptor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las. mutaciones de los genes c-kit y pdgfr de tejidos preservados en

bloques de parafina.de pacientes con GIST.

e Asociar las mutaciones del paciente con el grupo de riesgo.

 Predecirla respuesta terapéutica segun el patrén de mutaciones presentes.



FUNDAMENTACION TEORICA

1.  MUTACION Y CANCER

Las mutaciones pueden ser causadas por agentes que dafian al ADN y son cominmente
llamadas mutaciones inducidas. Los mutdgenos, agentes que inducen la mutacién, pueden
ser de dos tipos, quimicos téxicos (nitritos, bromouracilos, naranja acridino) y radiacién
(rayos gamma, luz ultravioleta, particulas alfa y beta). Por el contrario, las mutaciones
espontdneas, que ocurren sin quimicos ni radiacion, son debidas a errores en la replicacion

y reparacion del ADN (Griffiths et al., 2000; Lodish et al., 2000).

El cancer puede originarse por 1) agentes ambientales (radiaciones) o por sustancias
quimicas que tienen la facultad de dafiar al ADN llamados carcindgenos; 2), el resultado
de mutaciones a nivel somatico y/o de la lfnea germinal en genes que regulan y controlan
el crecimiento y divisidn celular, éstos son los oncogenes y los genes supresores de
tumores; 3) y retrovirus que pueden generar células cancerosas por su facultad de capturar
oncogenes de una célula huésped animal, insertarlos en su genoma y expresarlos al
infectar otros individuos (Lodish e/ al, 2000, Clark & Russell, 2000). Existe una
nomenclatura para diferenciar a un oncogen proveniente de un virus de aquel localizado en
la célula. A la versidén del oncogen que proviene de un virus se le nombra con la letra v

(miniscula) seguida del nombre del gen (en mindscula y cursiva), ejemplo, v-kit. La



version del oncogen presente en el cromosoma se le designa con la letra ¢ seguida del

nombre del gen; gjemplo, c-kif (Clark & Russell, 2000).

Un proto-oncogen s una version no mutada de un oncogén y tienen como funcién regular
procesos de divisién y crecimiento celular. Ejemplos de proto-oncogenes son 1),
receptores de membrana celular, los cuales llevan el mensaje externo hacia el interior de la
célula (Chabot er al., 1988); 2), los factores de crecimiento, los cuales son protefnas que
viajan por €l torrente sanguineo, llevando mensajes a la superficie celular (Baserga, 1994);
3), proteinas de transmision de sefiales, las cuales pasan las seflales extracelulares
recibidas a enzimas o genes necesarios para la division celular (gjemplo, proteinas cinasas;
Karin & Hunter, 1995); 4) y los factores de transcripcion, proteinas que se unen y activan
los genes (Dang, 1999). Mientras que los genes supresores de tumores o anti-oncogen
ayudan a mantener el control del ciclo celular codificando proteinas que se enlazan a una
secuencia especifica del ADN (zinc fingers) en la regién reguladora de los genes a

expresarse como ocurre con el Retinoblastoma (Weinberg, 1995).

Algunos oncogenes son el resultado de mutaciones que alteran su regulacion, mientras que
otros son el resultado de mutaciones en su porcidn estructural (Clark & Russell, 2000). Si
la mutacién en solo uno de los dos alelos de un oncogen es suficiente para generar un
cambio en la funcion del gen, se considera el alelo mutado como el alelo dominante. Por
el contrario, y como ocurre en la mayoria de los genes supresores de tumores, se requiere
la mutacién de ambos alelos para generar un cambio, considerando los alelos mutados

como recesivos (Lodish ez af., 2000; Clark & Russell, 2000).



Hanahan v Weinberg (2000) sugieren que el céncer es uma manifestacién de seis
alteraciones esenciales en la fisiologia celular que colectivamente dictaminan, el
crecimiento de células malignas. Estas alteraciones son 1), seflales de autosuficiencia para
crecer 2), insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento 3), evasion de la muette
celular programada (apoptosis) 4), ilimitado potencial replicativo 5), se mantiene la
angiogénesis (habilidad de vascularizacién) 6) y la invasion tisular seguido de metastasis
(Figura 1). Aunque e! orden en que éstas seis alteraciones se adquieren varia dependiendo
del tipo de cAncer y del mecanismo que generé el cambio genético en la célula. La
mutacion de un proto-oncogen y/o de un gen supresor del tumor puede afectar el
funcionamiento de otros genes (Lengauer ef al., 1998), La pérdida de funcion de la
proteina supresora de tumor p53, por ejemplo, se encuentra asociada a diferentes cénceres
(Levine, 1997). De hecho se ha observado que la pérdida en funcién del p53 altera el
funcionamiento de genes involucrados en la transduccion de sefiales para la reparacién del
ADN o en los genes encargados de la segregacion cromosomal durante la mitosis

(Lengauer et al., 1998; Hanahan & Weinberg, 2000).



1

Componente Capacidades Adquiridas  Ejemplos de Mecanismos

B Auto-suhitiencia en las sedfales de )
* crecsmiento Activacién del oncogen H-Ras
% ﬁ mﬂ‘::gg:gﬁg;;as sedales de Pérdida del gen supresor retinoblastoma
E a Evadiendo apoptosis Produce los factores de supervivencia IGF
Potencial replicativo ilimitado Activacidn de ta telomerasa
Angiogénesis sostenida Produce al inductor VEGF
u Invasién de tejidos y metastasis Inactivacion de E-cadherin

Figura 1, Capacidades adquiridas del Cancer durante su desarrollo a través de seis
mecanismos basicos (A) cuyo orden varia dependiendo del tipo de cancer. Ejemplos de
genes asociados a cada mecanismo se muestran (B) algunos de los cuales pueden estar

asociados a varios cdnceres (Hanahan & Weinberg, 2000).



2, LOS RECEPTORES TIROSINA CINASA

Besmer er al. (1986) identificaron un oncogen viral en el virus del sarcoma felino Hardy-
Zuckerman (HZ4-FeSV) que habia sido aislado de un fibrosarcoma felino. La secuencia
de aminoacidos de este oncogen reveld una homologia con la familia de genes de la
tirosina cinasa y por ende se le designd v-kit (Besmer ef al., 1986). Posteriormente, c-kif,
el homologo humano de v-kit, fue identificado y se encontrd que estaba ubicado en el
cromosoma 4q12 en humanos (el cual corresponde al cromosoma 5 en ratén) (Yarden et
al., 1987, Chabot ef al., 1988; Spritz et al, 1994). Yarden e/ al. (1987) determinaron que
el gen c-kif codificaba para una glicoproteina transmembranal de 145-kDa, la cual era
capaz de autofosforilar los residuos de tirosina, y relaciond a c-kit, por su similitud en
estructura y funcion proteica, con los miembros de la familia tirosina cinasa subfamilia I,
encontrando una mayor homologia con los receptores PDGF y CSF-1 que son receptores
del factor de crecimiento. Dentro de esta subfamilia se incluven los receptores del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGEF), el factor-1 estimulador de la colonia de
macrofago (CSE-1 o c-fms), y el receptor Fit-3 (Sherr ef al., 1985; Coussens et al., 1986,
Yarden er al., 1986; Rosnet ef al., 1993). Tiempo después un nuevo factor de crecimiento
cehilar de mastocitos (MGF, mast cell growth factor) fue identificado y se demostré que
era el ligando para ¢l receptor c-kit (Williams ef al., 1990). MGF también se conoce con
los siguientes nombres en inglés: Stem Cell Factor (SCF), Kit Ligand (KL) y Steel Factor

(SF) (Chan, 1999).

10



a. Estructura del receptor KIT y PDGFRea

Los receptores KIT y PDGFRa se caracferizan porque actian como dimeros y presentan
tres regiones: extracelular, transmembranal y citoplasmético. La regién extracelular esti
constituida por cinco dominios similares a inmunoglobulinas (similar a Ig), en donde el
segundo y tercer dominio constituyen en conjunto el sitio de anclaje del ligando mientras
que el cuarto dominio contiene el sitio de dimerizacién. La region transmembranal consta
de una alfa hélice mientras que la region citoplasmatica est4 compuesta por ¢l dominio
adyacente a la membrana (denominado juxtamembrana) y por dos dominios cinasas
dividido por un segmento hidrofilico (Figura 2) (Sherr et al., 1985; Coussens et al., 1986;
Yarden et al., 1986, Rosnet et al., 1993; Lev ef al., 1993; Roskoski, 2005, Lemmon et al.,

1997).

El gen c-kit puede generar también formas truncadas de la proteina KIT, formada por un
solo dominio cinasa, resultado del ayuste (corte y empalme) alternativo del mRNA. Estas
isoformas son solubles y se expresan en células germinales masculinas (Rossi ef al,
1992), pero debido a que estd severamente truncada, no presenta una actividad cinasa,
aunque puede mediar sefiales demostrandose su importancia en la espermatogénesis y la

fertilizacion (Sette et al.,.2000).

b. Estructura del ligando de c-kit: Stem Cell Factor (SCF)
SCF presenta dos isoformas, una soluble y la:otra anclada a la membrana, que se generan
como resultado del ayuste-alternativo del mRNA y de los procesos proteoliticos (Lu et al.,

1991). La forma soluble tiene 165 aminodcidosy funciona como un homodimero (Zhang

n



et al., 2000). Los dimeros de las isoformas SCF se.anclan al ¢c-kit con alta especificidad y

afinidad (Lev et al., 1993; Lemmon et al., 1997):

c. Proceso de activacién del receptor

La activacion de los receptores tirosina cinasa se inicia con la interaccién de un ligando,
como el Factor de Célula Madre (stem cell factor) con el segundo y tercer dominio similar
a Ig provocando la dimerizacion de los receptores de tal forma que los dominios de cinasa
intracelulares de cada receptor interactien en frans uno con ¢l otro (Zhang et al., 2000;
Mol et of., 2003; Yuzawa et al., 2007). Un cuarto dominio similar a Ig defectuoso resulta
en una disociacién acelerada del ligando, indicando que fa afinidad del ligando es
dependiente de la dimerizacion de los receptores (Blechman et al., 1995; Yuzawa er al,

2007).

En proteinas cinasas, generalmente los primeros residuos de tirosina que se fosforilan son
aquellos localizados en ¢l lazo de activacion, localizado en el segundo dominio cinasa, lo
cual promueve la estabilizacién del receptor en su forma mis activa (Huse & Kuriyan,
2002; Roskoski, 2004). A diferencia de las proteinas cinasas, los receptores tirosina
cinasa de la subfamilia IlI, fosforilan primeramente los residuos de tirosina localizados en
las tirosinas 568 y 570 de la juxtamembrana en vez de la tirosina 823 del loop de
activacién, generando un cambio-en la configuracién estatica que bloquea estéricamente ¢l
lazo de activacién y evitando que ¢l receptor se mantenga en conformacion activa

indefinidamente (Mol er /., 2003).
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Figura 2. Estructura de los receptores tirosina cinasa KIT y PDGFRo indicando cada
dominio similar a Ig en la regién extracelular (EC) en nimeros romanos (I, II, IT, IV y V),
la regién transmembranal con un segmento que atraviesa la membrana plasmatica (MP) y
la regién intracelular (IC) con dos dominios cinasas (TK1 y TK2). KIT es codificado por
20 exones y PDGFa es codificado por 21 exones. La posicién de los exones se indican
con flechas segin el segmento de la proteina que codifican en cada receptor (Edling,

2006).
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La juxtamembrana es por ende importante en el proceso de activacion, una delecion del
dominio causa un incremento en €l tiempo de activacion y una duplicacién inhibe la trans-
fosforilacién (Chan er al., 2003). Luego de la fosforilacién iniciat el residuo de tirosins
823, en la segunda regién cinase se fosforila para estabilizar la forma activa del receptor
(Mol er al., 2003, Mol er al, 2004). Por consiguiente, el residuo de tirosina 568 localizado
en la juxtamembrana del receptor es el sitio primario de la autofosforitacion in vivo (Mot
et al., 2004). El cambio de conformacion del lazo de activacién permite que el ATP unido
al receptor se exponga y que los residuos de tirosina 823, en €l segundo dominio cinasa,
catalicen la transferencia del grupo fosfato gamma (ATP) al grupo hidroxilo del sustrato
con un dominio SH2 (Src homology 2) (Roskoski, 2005). La activacion del receptor inicia
una cascada.de sefiales en el citoplasma promoviendo el crecimiento y proliferacién de las

cétulas (Roskoski, 2005; Lennartsson ef al., 2005; Edling, 2006).

d. Sitios de anclaje de las proteinas al KIT y la transduccidn de seiiales

Después de la activacién del receptor KIT diversas proteinas son reclutadas directa o
indirectamente para tomar parte ¢n los complejos procesos de transduccion de sefiales
(Tabla 1). Algunas de las funciones de éstas proteinas reclutadas dentro de las células aiun
son desconocidas, aunque individualmente tengan funciones especificas como es €l caso
de Cbl, cuya funcién enzimdtica es transferir ubiquitina-conjugada al sustrato
promoviendo su degradacién en el proteosoma (Zeng et al, 2005). Las proteinas
reclutadas del grupo Src, de la familia de las cinasas, cstan relacionadas con diferentes
funciones biologicas, incluyendo sobrevivencia, proliferacién, diferenciacion y movilidad

(Roskoski, 2004). En €] caso de las proteinas-Shpl y Shp 2, dos proteinas reclutadas tipo
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fosfatasas fosfotirosil citosolicas regulan negativamente la sefializacién de los factores de

crecimiento y varfan segin el tipo de célula donde se expresan. Ambas Shp actian

desfosforilando al receptor directamente o inhibiendo las sefiales de c-%it indirectamente al

desfosforilar a otros receptores asociados (KozBajoski ef al., 1998). Las vias de

sefializacion mds importantes se observan en la figura 3. Entre las vias de sefializacion

asociadas alos receptores KIT y PDGFRe estan:

Via fosfoinositil 3 -cinasa (PI3K) que ha sido relacionada a la sintesis de ADN,
supervivencia celular, ensamblaje de actinas y membranas, quimiotaxis y trafico
vesicular (Vosseller et al, 1997). En células hematopoyéticas progenitoras,
Wandzioch (2004), encontré que la via MAPK es dependiente de la activacion de
PI3K, estableciendo que la actividad de PI3K es requerida para la viabilidad y
proliferacion de éstas células.

Via Janus Cinasas JAK-STAT, regula la expresion de los genes y su actividad
transcripcional (Steelman et al, 2004),

Via Ras-Erk, su accion es responsable de la division celular y la sobrevivencia
(Steelman ef al., 2004). La activacion de Erk 1/2 en células hematopoyeticas es
importante para su diferénciacién (Uchida et al., 2001).

Via SFK, las protefnas SFK estin asociadas a un amplio rango de funciones celulares
que incluyen progresién del ciclo celular, quimiotaxis, adhesién, sobrevivencia y
trafico de proteinas (Thomas & Brugge, 1997).

Via de la Fosfolipasa Cy (PLCy), induce en presencia del ligando SCF la proliferacion
y sobrevivencia celular. Esta via tiene relacion con la descarga de Ca > a la célula, y

bajo la accién del ligando ‘SCF induce proteccién en contra de la apoptosis cuando se
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irradia la célula o bajo la accion de un agente citotéxico como el daunorubicina

{Carpino ef ai., 1997, Plo ef al., 2001).

e c-kit: expresin y mutaciones

La expresion del c-kit es observada en diferentes tipos celulares: mastocitos, células
madres hematopoyéticas, células madres progenitoras, en las células intersticiales de Cajal
(ICC) del tracto gastrointestinal, melanocitos coroidales, células germinales y neuronas
(Heinrich et al., 2002a; Miettinen & l.asota, 2005). Una expresion inapropiada del gen o
una activacion/desactivacion ineficiente estdn asociadas a una variedad de enfermedades

hasta ahora estudiadas en mamiferos superiores (Tabla 2).

Un mecanismo que conlleva a una activacion inapropiada del KIT es la irregularidad enla
secrecion autocrina del ligando SCF, ocasionando la aparicion de carcinomas de células
pequefas del pulmon (SCLC), carcinoma colorectal, carcinoma de mama, tumores
ginecoldgicos y neuroblastomas (Heinrich et al., 2002a). Los mastocitos y las células
hematopoyéticas progenitoras expresan KIT en su superficie, mientras que las células
hematopoyéticas mas diferenciadas, carccen de la expresion de KIT (Edling, 2006). Sin
embargo, ciertas células leucémicas humanas (c.p.e. Leucemia mieloide aguda, AML) y
ciertos tumores no-hematopoyéticos, como los tumores del estroma gastrointestinal
(GIST) y los seminoma de células germinales, expresan en su superficie celular a KIT

(Tkeda et al., 1991; Strohmeyer ef al., 1995; Theou et al., 2004),
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Tabla No.1. Sitios de fosforilacién de las Tirosinas en KIT humano y ratén, nombre de la

proteina que el KIT recluta y el posible efecto bioldgico de dicha interaccion:

Sitio de Proteinas
Fosforilacién de Reclutadas Efecto Biolégico Referencia
las Tirosinas (Y) °
Y567 (raton) 1 Lyn, Src, S, Fyn  Quimiotaxis en células | Ueda er al., 2002
hematopoyeticas primarias
) y movilizacién de Ca >
| Y567 (ratén) SHP2 Regulador negativo  de | KozBajoski et al., 1998
proliferacion
Y568 (humano) " Src familia de Proliferacién Linnekin et al, 1997,
) cinasas Price e al, 1997,
Roskoski, 2004
|_Y568 (humano) | ARS Wollberg ef al.,2003
Y568/570 She, CHK Price et al., 1997
(humano)
‘ Y 569 (raton) SHP1 Regulador negativo de | KozBajoski eraf,, 1998
proliferacién
Y703 (humano) Grb2 Thommes et al., 1999
Y719 (ratén) P85 (subunidad 1 Adhesidn, sobrevivencia, Blume-Jensen et al.,
Y721 (humano) de PI3K) proliferacién, fertilidad en 1998; Kissel et al.,
' ratones 2000; Serve et al., 1994
v 1995
‘ Y728 (ratén) PLCY Proliferacién, sobrevivencia | Gommermsan ef al., 2000
Y730 (humano) (cuando se une el ligando
SCF)
Y746 (humano) c¢PKC Negativamente regula la Edting, 2006
activacién del receptor
Y821 (raton) ‘ | Protiferaciony Serve et al., 1995
{ sobrevivencia
‘ Y823 (humano) Loop de l ———
activacién
Y900 (humano) P85 (PI3K), Ctk' Proliferacion Lennartsson ef al. 2003
Fosforilacion por
Src
Y936 (humano) Thommes et al., 1999,

Grb2/7, APS, Cbl. J

Wollberg et al. 2003
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Figura 3. Esquema simplificado que muestra las vias de transduccién de seffales activadas
al fosforilar los diferentes residuos de Tirosina (Y) encontrados en los receptores tirosina

cinasa tipo ITI (Lennartsson et al., 2005).

18



Tabla No. 2. Mutaciones en el gen c-kif més frecuentemente asociadas a enfermedades.

Mutaciones Enfermedad Asociada Celulas afectadas Referencia

D316V Mastocitosis con desorden Sangre periférica, Nagata (2005)
hematolégico asociado linfocitos

| D816V Mastocitosis agresiva Mastocitos de piel y | Nagata et al,,
rifién 1995, Longley et
al., 1996

D816Y Leucemia aguda no- Blastocitos Ashman, 1999,
linfocitica-M2 con mastogitos Ning, 2001
involucrades

D816H Tumores de células Células germinales Tian, 1999
germinales

D820G Enfermedad sistémica Blastocitos Nagata et al.,
agresiva de mastocitos 1995, Longley er

al., 1996

D816V+V560G | Leucemia humana de Mastocitos Furitsu, 1993
mastocitos, Human mast cell
line HMC-1

E561 Linfomas Sinonasal de Células T Hongyo, 2000
células T

D52N Enfermedad Células madres Nakata, 1995
mieloproliferativa (aun sin mieloides Kimura, 1997
explicacibn)

AS533N mastocitosis cutdnea difusa mastocitos Tang, 2004

V559A Tumores del Estroma Células intersticiales | Hirota, 2002,
Gastrointestinal de Cajal 1998

D=Acido Aspartico, V=Valina, Y=Tirosina, H=Histidina, G=Glicina, E=4cido Glutimico,

N=Asparagina
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Los melanocitos cutdneos y coroidales también expresan KIT en su superficie, sin
embargo, se ha observado que un 70% de los melanomas cutdneos no expresan niveles
detectables de KIT (Easty & Bennett, 2000). Como la ausencia en expresion de KIT se
carrelaciona con el potencial de metastasis en melanomas, ciertos estudios demostraron
que una expresidon positiva de KIT en lineas de células con melanoma inducia la apoptosis
mas no la proliferacién de melanocitos (Huang ef al., 1996). La pérdida en expresion de
KIT, en ciertos melanomas, sugiere que las células malignas escapan de la apoptosis
mediada por KIT, permitiendo al tumor crecer y generar metdstasis (Gutman ef al., 1994).
Por consiguiente, una ganancia-en-funcién o pérdida-en-funcién de esta proteina, estd

relacionada con los tejidos en los cuales ésta se expresa.

En ratones se ha observado que las anormalidades debida a una pérdida/ganancia-en-
funcidn del gen c-kit seria la reduccion en los mastocitos, y en las células intersticiales de
Cajal, severa anemia debido a dafios en la eritropoyésis, piebaldismo y esterilidad en
hembras y machos (Kitamura et af., 1978; Russell, 1979; Maeda et al., 1992; Cable, 1992,
Huilzinga et al., 1995). El piebaldismo, por ejemplo, es un desorden hereditario
autosémico dominante caracterizado por leucodermia congénita. En un 75% de los
pacientes esta condicion estd asociado a mutaciones que ocasionan pérdida-en-funcion del
c-kit y en menor proporcion se debe a mutaciones en el ligando del factor de células
madres (SCF) y/o el gen para el factor de transcripeién (SLUG) (Ezoe et al, 1995).
Deleciones enteras o parciales del gen c-kit (Ezoe et al., 1995), deleciones en los genes
tanto en c-kit como en pdgfra (Fleischman et al., 1991; Spnitz et al., 1992), y deleciones

del gen SLUG han sido asociados a piebaldismo en humanos. Los pacientes con
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picbaldismo presentan mutaciones en el exén 3 del gen c-kit, con sustituciones vy
deleciones, sustituciones en los exones 6, 13 y 17; en el intrén 3 se observa una sustitucior

que afecta al sitio de ayuste de los exones 2 y 3 (Murakami et al., 2005).

La ganancia-en-funcién del gen c-k#t se debe a mutaciones que pueden variar desde
mutaciones puntuales con sentido y sin sentido, deleciones y duplicaciones. Estas
mutaciones tienen un potencial oncogénico fuerte si consideramos su funcién para la
seflalizacion intracelular.  En base a éstas funciones, Longley et al. (2001) clasificaron a
las mutaciones activadoras del KIT en reguladoras o enziméiticas. Dentro de las
mutaciones puntuales los residuos de valina 560, en el dominio de la juxtamembrana, y
asparagina 816, en el dominio cinasa, son las que ocurren més frecuentemente. Los
mutantes del c-kit activados presentan fosforilacion constitutiva de la tirosina activando las

vias de sefializacion independientemente del anclaje del ligando.

Las mutaciones encontradas en la juxtamembrana son reguladoras debido a su funcién en
la dimerizacién y activacién del receptor, mientras que las mutaciones en los dominios
cinasa, son enzimaticas debido a su funcidn de fosforilacion. Las mutaciones enzimaticas
estdn asociadas con mastocitosis, leucemia mieloide aguda y tumores de células
germinales (Nagata et al., 1995, Longley et al., 1996; Ashman et al., 1999; Ning et al.,
2001; Tian er al., 1999). Las mutaciones de la regién reguladora son frecuentemente
asociadas a tumores del estroma gastrointestinal (GIST) (Duensing et al., 2004). Las
mutaciones en la regién reguladora y enzimatica también han sido identificadas en

receptores tirosina cinasas relacionados al KIT, como el FIt3 (mutaciones con repeticiones
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internas en tandem en la juxtamembrana de pacientes con Leucemia Mielode Aguda o
AML), c-Met (mutaciones sin sentido, o inserciones en la juxtamembrana en pacientes con

Cancer de Células Pequefias de Pulmoén o SCLC) (Reilly, 2003; Ma er al., 2003).

La activacién constitutiva del c-kit esta asociada a neoplasias en Mastocitos, tumores del
Estroma Gastrointestinal (GIST), tumores de células germinales y algunas leucemias.
Recientemente, se ha observado una expresién aberrante del c-kif en carcinomas de
pulmoén (Miettinen & Lasota, 2005). El estudio de las mutaciones en los genes de los
receptores tirosina cinasa en humanos, ha demostrado que esta proteina es esencial para la
hematopoyésis, melanogénesis, pametogénesis, crecimiento de mastocitos y en la
diferenciacién y desarrollo de las células intersticiales de Cajal (Loveland & Schlatt, 1997,
Tian et al., 1999). Existe una base de datos de mutaciones de genes en humanos
designada como Human Gene Mutation Database del Instituto de Genética Médica de

Cardiff (www.hgmd.ct.ac uk). En esta base de datos se describen las diferentes

mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y las mutaciones por ayuste que se dan en

los genes c-kit y pdgfru, asociados a los diferentes tipos de tumores.

3. GIST: GENERALIDADES

Los GIST son un cancer relativamente raro, sin embargo, son los tumores mesenquimales
primarios méas comunes del tracto digestivo, con una incidencia cercana a 20/1 000 000
por afio (Kindblom et af., 1998; Miettinen er al., 2001). Su naturaleza es dificil de
predecir, algunos pueden ser tumores benignos y otros malignos. Entre los factores de

pron6stico, que mas ayudan a predecir la evolucién del tumor son el tamafio y el indice de
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divisiones mitéticas. En base a estos pardmetros, se ha propuesto una clasificacion de

riesgo (Tabla 3; Fletcher et o/, 2002; Miettinen ef /., 2005 a, b).

Los GIST fueron inicialmente clasificados como tumores de musculo liso (leilomioma,
leiomioblastoma o leiomiosarcoma) hasta que la microscopia electrénica y los analisis
inmuno-histoquimicos mostraran que solo una fraccién pequefia de éstos mostraban una
diferenciacién de muisculo liso (Miettinen ef al, 2001; Fletcher ef @/ 2002). Esta
clasificacién errénea permitié por muchos afios estadisticas irreales de GIST. A finales de
la década de los 90, s¢ demostré que los GIST compartian caracteristicas morfologicas,
inmuno-histoquimicas y genéticas con las células intersticiales de Cajal (ICC), que son las
células marcapaso del eséfago-tracto gastrointestinal (Kindblom er al., 1998; Sircar et al.,

1999).

La mayoria de los GIST expresan la oncoproteina tirosina cinasa KIT, la cual también se
utiliza como marcador inmunohistoquimico de las células intersticiales de Cajal (Hirota ef
al,, 1998). La expresion de KIT es fuerte y tan especifica que actualmente se utiliza como
diagnostico, aunque hay una pequefa fraccion (5-10%) de las células del tumor que son

KIT negativo (Corless et af., 2004; Medeiros et al., 2004).
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Tabla No.3. Estimacién del grado de riesgo de un GIST en base a su tamafio y tasa

mitotica segun (a) Fletcher y (b) Miettinen.

a)
Conteo Mitético
Riesgo Tamaho (por 50 HPF)
Viuy bajo ~2cem <5
Bajo 2-5cm <8
atermedio <Scm 6-10
510 cm <5
Alto >85em >5
>10cm cualquiera
cuaiquieta >10
b) ;l- = i
Parametros del Tumor Caracterizacion del Riesgo de Metastasis
Conteo Jepnum /
Mitético Estomago | Duodenum ileum Rgc
€2em nnguno ninguno ninguno ninguno
>2¢5¢m <561 50 Muybao | Bap Bajo -
L]
>5¢10¢m HPFs Bajo ) Modsrad,
| Alty }Ang
>10¢em wMaoderado Alo
£2em . I . ' Alto
2.¢5¢ Moderado Ao Alles Allo
hERTm > 5 per SOHPF I
>5¢10¢m Alto Al
Trho L } Alte
>10¢cm At | Alte

HPF: High Power Field (campo en alto poder); * significa muy pocos casos
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4, GIST Y MUTACIONES EN RECEPTORES TIROSINA CINASA

Los GIST presentan mutaciones oncogénicas en los genes c-£if y pdgfra. La activacién
constitutiva de KIT es uno de los primeros eventos de transformacion en GIST y ocurre
principalmente por mutaciones activadas en el gen c-kir (Duensing et al., 2004, Hirota et
al., 2000a; Hirota et al., 2001). La mayoria de las mutaciones del c-kit estin dentro de la
region de la juxtamembrana {codificada por el exén 11). Sin embargo, un menor nimero
de mutaciones se ha encontrado en la regién extracelular del KIT (exén 9), en la regién
que divide a los dominios cinasas intracelulares {exén 13), o en los lazos de activacién
catalitica en el segundo dominio cinasa (exén 17) (Figura 4) (Moskaluk ef al., 1999;
Hirota et al., 1998, Lasota et al., 1999, Taniguchi et al., 1999; Lux, 2000; Hirota ef al.,
2001; Miettinen and Lasota, 2005). Las mutaciones en el gen Pdgfra se observan en un
7-12% de los casos, ocurriendo més frecuentemente en el exén 18 (asa de activacion) y
raramente en el exén 12 (dominio de la juxtamenbrana) y exén 14 (primer dominio cinasa)
(Sihto er af, 2005; Heinrich, 2002b). En la tabla 4 se resume las mutaciones méas
frecuentemente encontradas en estos receptores cinasas asociados a GIST (Heinrich,

2006).

La actividad cinasa del c-kif esta estrechamente regulada a través de todo el ciclo de
sefializacion.  El anclaje de la proteina tirosina fosfatasa SHP-1 a la regién de la
juxtamembrana fosforilada del c-kit resulta en la defosforilacién de los residuos de tirosina
y en la terminacion de las seflales intracelulares (Mol er @i, 2003). EIl doble rol de la
region juxtamembranosa como dominio autoinhibitorio cuando no esta fosforilado, y

como dominio iniciador de sefiales intracelulares al cuando se fosforila, ha hecho dificil
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poder disectar las funciones estructurales y mecénicas de esta regién en la cascada de
sefializacion. Heinrich er al. (2003), demostraron que GIST con mutaciones en c-kit ¢
pdgfra no difieren en su potencial para activar las vias de sefalizacién como Akt, STATI,

STAT3 yErk 1/2.

Mutaciones en sitios especificos del dominio juxtamembranal del c-kir y del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (pdgfra) indican que varios residuos son necesarios
para mantener €l estado autoinhibido de la cinasa (Mol er al., 2004). Las mutaciones que
causan la activacién constitutiva de la cinasa del c-kir en ausencia de un factor de células
madres (ligando) esta relacionado con la formacién de cénceres altamente malignos
también observados en tumores de células germinales, leucemias mieloides y en
mastocitosis (Nagata er al., 1995; Longley er al., 1996; Lasota er al., 1999, Taniguchi ez

al., 1999; Hou et al., 2004, Zimpfer et al., 2004).

S, MUTACIONES EN GIST Y EFICTENCIA DE LAS DROGAS

Estudios recientes han revelado un efecto anti-tumor del medicamento STI-571 (Imatinib)
que interrumpe la accién de la tirosina cinasa (Mol er o/, 2004). Varios estudios clinicos
sefialan que 1a respuesta a Imatinib varfa dependiendo de la regién (exén) y et tipo de
mutacién que se presenta en el gen c-kit (Dagher et al., 2002; Zimpfer er al., 2004;
Miettinen ez al., 2005, Tarn ef al., 2005). Las mutaciones en €l exén 11, por ejemplo, son
mas sensibles a la droga Imatinib, porque la droga compite por el sitio de inactivacién de
la firosina 568; mientras que, la mutacién en el exén 9 de KIT es resistente in vitro

(Corless er al., 2004, Mol et al., 2004).
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KIT PDGFRA

«— Exon 8 (1 caso)
<+— Exon 9 (9.9%)

<«— Exon 11(60%) «— Exon 12 (1.2%)
<+— Exon 13 (2%) *— Exon 14 (0.5%)
+— Exon 17 (1.3%) «— Exon 18 (6.4%)

Figura 4. Frecuencia de mutaciones encontradas en los exones de c-kit y pdgfra que
codifican para los receptores tirosina cinasa relacionados con GIST. Datos obtenidos a
partir de 1,581 casos. Un 18.6% de los casos con GIST no presentaron mutacion. {Segun
datos de los laboratorios de Corless y Henrich hasta el 2008 y presentados en conferencia

GIST Tour 2008 organizado por Novartis Oncology).



Tabla No. 4. Resumen de las mutaciones mas frecuentes del c-kit y pdgfra encontradas en

GIST no-hereditario (esporadico).
Gen Exon | Frecuencia (%) Codones con Mutacion
c-kit 11 20-60 Delecion-insercion 550-561
Mutacién puntual 557, 559, 560, 576
Duplicaciones internas en tandem (repeticiones)
(3 final) después de 570
9 10-15 Duplicacién-Insercion 501-502
13 <5 Mutacion puntual 642
17 Raros <1 Mutacion puntual 820
Pdgfra | 12 <1 Mutacion Puntual 561
Delecion-insercion $60-571
Insercion 582-586
14 <0,5 Mutacion puntual 659
18 2-3 Mutacion puntual en 842
Delecton-sustitucion 842-847
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Actualmente, algunos pacientes con GIST después de cinco afios en el uso de la droga
muestran resistencia;, algunos estudios indican que la resistencia esta asociada a
mutaciones secundarias (Figura 5) (Heinrich et al., 2006, Tamborine et af., 2005). Esta
hipdtesis ha sido determinada en pacientes con leucemia quienes presentan una segunda.
Mmutacidn en el dominio ABL del oncogen BCR-ABL (Corless et al., 2004). Dos tipos de
resistencia sc han identificado en pacientes con GIST: (1) resistencia primaria, donde se
evidencia la progresion de la enfermedad en los primeros 6 meses de tratamiento,
frecuenteente asociada con la proteina KIT tipo salvaje, o con mutacion en el exén 9 de
c-kit, o con la mutacion D842V en pdgfra; (2) resistencia secundaria, donde hay
progresion de la enfermedad después de 6 meses de tratamiento. Esto puede ser debido
probablemente a una segunda mutacién en cualquiera de los dos genes, a una sobre-
expresion de 1as proteinas, o a activacién constitutiva de otro receptor cinasa (Corless ef
al., 2004). Heinrich et al. (2006) determiné la correlacién entre fas mutaciones y la

resistencia al Imatinib (Gleevec) en pacientes con GIST.



Mutaciones primaria y secundarias en c-kit

Dominio de unidn

&l ligando
Exdn 9- domimo extracetular %
1 | Exdn 11- dominio juxtamernbrana _!
Membrana celutar T

l Mutaciones Primanas ’*

Exén 13- dorninio tirosina cinasa 1

Las mutaciones
secundarias pueden

ocurrir dando resistencia Inserto inter-cinasa
al Gleevec

Figura 5. Exones con mutaciones primarias y secundarias en ¢-kit. Se observan las
mutaciones primarias mas frecuentemente observados (exones 9 y 11) en pacientes que
gue al tiempo de iniciado el tratamiento con Gleevec (Imatinib) desarrollan mutaciones
secundarias (exones 13 y 17) que confiere resistencia al tratamiento. Sunitinib es una

opcion en casos con resistencia (Heinrich er al., 2006).
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METODOLOGIA

Seleccién de las Muestras

La revision de 45 casos clinicos (1980-2006)-con tumores del sistema gastrointestinal y la
seleccion de los tejidos para este estudio fue realizado por el Dr. Carlos Singh, patélogo
del Instituto Oncolégico Nacional, como parte de un proyecto de investigacion que en
conjunto se desarrolla con el Instituto Conmemorativo Gorgas. El diagnéstico de estos
tumores fue realizado por el Dr. Singh basindose en los criterios morfoldgicos
(microscopicos) establecidos en la clasificacion de tumores de tejidos blandos segun la
Organizacion Mundial de la Salud (2002) y confirmados con los estudios inmuno-
histoquimicos utilizando los marcadores CD117, CD34, Proteina S-100 alfa-actina y
Desmina. Los tejidos de la primera reseccion del tumor realizada a los pacientes fueron
preservados en formalina amortiguada y procesadas en parafina segin procedimientos
estandarizados en el Instituto Oncoldgico. Se seleccionaron 40 bloques porgue
prese¢ntaban poca recrosis y hemorragia, donde el tejido ocupaba la mayor drea del bloque,
y que presentaran tejido sano y tejido con células tumorales. Los tejidos en blogues de
parafina seleccionados fueron codificados para salvaguardar la confidencialidad de los

pacientes.
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Extraccion de Acidos Nucléicos

Los tejidos preservados en bloques de parafina se cortaron con un bisturi y se colocaron
de 5-10 mg en un microtubo de 1,5 ml libre de DNasas y RNasas. Se utilizaron bisturis
nuevos para ¢ada muestra, los cuales fueron limpiados con etanol al 70% antes de su uso.
Cada tejido fue desparafinado en 1 ml de Xilol e incubados a 55 °C con agitacion de 200
rpm por ] hora. Posteriormente, la muestra fue centrifugada a 14000 rpm por S minutos,
se descart6 el sobrenadante y se repiti6 el proceso con Xilol. Se realizaron 3 lavados con
etanol al 100%. Se dej6 secar el pellet de células y se agregé la solucién amortiguadora de
lisis celular (100mM NaCl/10mM Tris-HCI/25SmM EDTA/5% SDS) con proteinasa K
(concentracion final de 0,3-0,5 mg/ml). Los tejidos se maceraron con un pistilo (libre de
DNasas y RNasas) y se incubaron toda [a noche a 55 °C con agitacion a 200 rpm. El ADN
fue separado con fenol-cloroformo-alcohol iscamilico (PCI 25:24:1) segin método
estandar (Ausubel ef al., 2002). Se dejé secar el pellet de ADN y se resuspendié en 50 pd
de agua grado molecular, rehidratdndolos a 55 °C por | hora. La calidad del ADN
obtenido fue evaluado mediante electroforesis en agarosa al 1% en amortiguador Tris-
Borato-EDTA (TBE) teflido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Una vez evaluada la

calidad del ADN se procedi6 a.almacenarlo a -20 °C.

Amplificacién del ADN

Los exones 11,9, 177y 13 del gen c-kit y'18, 12, 14 y 10 del pdgfra fueron amplificados
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La amplificacién de cada exén se
realizo utilizando cebadores. especificos previamente reportados por Yamamoto ef al,

(2004) (Tabla No. 5). Debido a que el ADN extraido de tejidos fijados en formalina ests
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fragmentado, la dilucién del ADN (1:10, 1:50 y 1:100) de cada muestra se hizo para
estimar la integridad del ADN utilizando el gen de la §-Actina (300 pb) con protocolos
estandarizados en el Departamento de Gendémica y Protedmica del Institmto Gorgas.
Posteriormente, se utilizé éste gen como control positivo de amplificacién. La
amplificacion de los exones de c-kit y pdgfra se realizé con la dilucién estimada con la B-
Actina. El volumen final de la reaccién de PCR fue de 25 pul y contenia 200 uM de cada
dinucleétido, 2.0 mM MgCl;, 0.6 unidades/ul DNA polimerasa, 1 uM de cada cebador y 5
pul de ADN diluido utilizando el reactivo PCR Master Mix (Promega Corp.). Se verifico la
temperatura éptima de anidamiento de los cebadores a través de un PCR gradiente
(Eppendorf). Las. condiciones de amplificaciéon fueron: desnaturalizacion imicial de 3
minutos a 95 °C, 35 ciclos a 95 °C por45 segundos, 50-56 °C (dependiendo del exén, ver
tabla No.5) por 45 segundos y 72 °C por 45 segundos, extension final a 72 °C por 5
minutos. Los fragmentos amplificados fueron evaluados mediante electroforesis en
agarosa al 2% con 0.5X de amortiguador Tris-Borato-EDTA (TBE) tefiido con bromuro de
etidio (0.5 pg/ml). Los geles fueron corridos a voltaje constante de 80V por 1 hora y con
una escalera de peso molecular de 100pb (100bp-DNA Ladder, Promega Corp.). Los
fragmentos del tamafio esperado, fueron recuperados del gel y purificados utilizando la

enzima Agar-ACE (Promega Corp.) segin protocolo del fabricante.
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Tabla No. 5. Secuencias'y tiempo de anidamiento de los cebadores utilizados.

n C-ki|
EXON SECUENCIA Ta AMPLICON
ESPERADO (pb)
9F: 5TTT GGA AAGCTAGTG GTT CA 3’ 55°C 190
9R: 5"ATG GTA GAC AGA GCC TAA AC 3*
11F: 5°CTATTT TTCCCT TTC TCCCC 3’ 56°C 200
11R: 5"TAC CCA AAA AGG TGACATGG ¥’
13F: 5'GCT TGA CAT CAG TTT GCC AG 3 60°C 190
13R: 5’AAA GGC AGC TTG GAC ACGGCT TTA 3
17F: 5"TTT CTC CTC CAA CCT AATAG3’ 56°C 180
17R: 5'CCT TTG CAG GAC TGT CAA GC 3
Gen ra
EXON SECUENCIA Ta AMPLICON
ESPERADO (pb)
10R 5" AGA TGG TTT GAG AGA TGG TACTGC 3 54°C 400
10L '5'GGA CAC AGT AGA GTC CAA CAA CGT 3’
12F 5"TCC AGT CACT GTC GCT GCT TC 3° 56°C 250
12R 5"GCA AGG GAA AAG GGA GTCTT 3’
14R $'CTC ACT CTC ATT CAAACC TATCAGC3  '54°C 450
14L 5"TCA TAC CCA TCT CCT AACGGC ¥
18F 5'ACC.ATG GAT CAG CCA GTC TT 3 50°C. 250
18R 5'TGA AGG AGG ATG AGC CTG ACC 3

Ta, temperature de anidamiento del cebador.
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Secuenciacién

Los fragmentos purificados fueron cuantificados mediante electroforesis de agarosa
utilizando una escalera de masa molecular (Quanti-Ladder QL200, Origene). los
fragmentos en concentraciéon de 5-20 ng/ul fueron secuenciados por la técnica de PCR-
secuenciacién utilizando 1a quimica de BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) vy
los cebadores exon-especifico. Posteriormente fueron purificados con precipitacion de
EDTA/EtOH segiun protocolo del fabricante. Los productos de la reaccion de
secuenciacion fueron separados mediante electroforesis capilar en un Analizador Genético

ABI Prism 310 (Applied Biosystems).

Determinacion de las Mutaciones

Las secuencias de ADN obtenidas del ABI 310 fueron editadas usando el programa
Sequencher (GeneCodes, Corp.). Luego las secuencias de cada muestra fueron alineadas
en el programa MacClade (Sinauer Associates, Inc.) con la secuencia de referencia no
mutada de los genes c-kir y pdgfra obtenidas de bases de datos en Internet (GenBank). Se
utilizd la matriz con las secuencias alineadas a la secuencia de referencia para cada exén
para caracterizar el nimero del codén y el tipo de mutacion presente. La descripeién de
las mutaciones encontradas en cada muestra se hizo considerando la nomenclatura

establecida (den Dunnen & Antonarakis, 2001).

Clonacién
Los cromatogramas de las secuencias directas del producto de PCR que mostraron tanto

mutaciones claramente identificables como mutaciones dificiles de interpretar fueron
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clonadas y posteriormente secuenciadas con el objeto de identificar la posible mutacion.
Los productos purificados del PCR se ligaron al vector de clonacion pGEM (Figura 6) y se
introdujeron en la cepa JM109 siguiendo el protocolo del fabricante (pGem-T-easy
Cloning kit, Promega). La identificacion de la colonia con el vector recombinante se hizo
seleccionando colonias blancas de un plato de agar selectivo conteniendo IPTG (0.5 mM),
X-Gal (80 pg/ply y ampicilina (100 pg/ul). Se seleccionaron 10 colonias blancas por
plato, y se crecieron en 5 ml de caldo LB con ampicilina (100 pug/ul) a 37 °C toda la
noche. Se verifico el inserto por PCR utilizando los cebadores especificos. Se utilizd para
esta PCR una dilucién 1:50 del cultivo en nH;0; el cual fue previamente calentado a 95 °C
por 5 min. Las condiciones de amplificacion fueron; desnaturalizacidn inicial de 3
minutos a 95 °C, 28 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 50-56 °C (dependiendo del exon) por
30 segundos y 72 °C por 30 segundos, extension final a 72 °C por 5 minutos. El producto
de la PCR se visualizd mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% como se
describié previamente. Los clones seleccionados mostraron una sola banda en el rango de
tamaiio esperado. Se hizo la extraccidn del ADN del plasmido utilizando el Kit Wizard
Plus SV Minipreps (Promega, corp.) segun el protocolo del fabricante. Los plasmidos
purificados fueron secuenciados con el cebador en sentido contraric MI13
(5’ AACAGCTATGACCATG 3°) que anidan en el vector cercano al punto de insercién
del inserto. La evaluacion de mutaciones en estas secuencias se realizé como se ha

descrito anteriormente en este documento.
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Figura 6. Véctor de clonacién pGEM-T-easy (Promega) mostrando ¢l punto de insercion

TA (Timina-Adenina) que-permite ligar el producto de PCR.
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RESULTADOS

Amplificacién de exones

3e logro la amplificacion del exdn 11 del gen c-kit en 41 de los 44 tejidos, de 1os cuales 27
presentaron mutaciones en ese exén. Debido a que se reportaron que las mutaciones en
los genes c-kit y pdgfro. asociados a GIST son mutuamente excluyentes (Medeiros ef al.,
2004) se procedié a amplificar el exon 9 en las 14 muestras restantes, lograndose la
amplificacion exitosa de éstas 14 muestras de las cuales 3 presenitaron mutaci ones en ese
exon. Las muestras que no presentaron mutacion (11) fueron utilizadas para amplificar los
exones 13 y 17. Ninguna de estas muestras amplificadas presentd mutacién. Por
consiguiénte, se procedid a trabajar con los exones 18, 12, 10 y 14 del gen pdgfra, de los
cuales 7 presenitaron mutaciones en €l exén 18 unicamente. En Solo 2 de las 4 muestras
restantes se pudo comprobar 1a ausencia de mutaciones. Los productos de amplificacion

con los cebadores especificos del tamafio esperado se observan en la figura 7.

Los productos de la amplificacién de los exones de c-kit y pdgfra presentaban en Su
mayOria una sOla banda, aunque algunos de 10s productos de los exones 9 y 1 del c-kit
presentaban dos bandas de amplificacién (Figura 8). La muestra T25 por ejemplo,
amplificé para el exon 9 una banda de aproximadamente 200 pb y otra de peso molecular
ligeramente mayor. En ¢l exdn 9, las muestras con estas caracteristicas fueron T13, T21 y
T25. Mientras que en el exén 11 se observd 2 6 3 productos de amplificacion para las

muestras T02, T08, T10, T14, T18, T20, T23, T26, T30, T39 y T44. En los exones del
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pdgfra no se observaron dobles bandas. Las amplificaciones realizadas a los clones
aislados de una muestra mostraron los tamafios de banda correspondientes a 1o observado

en el producto amplificado (Figura 9).

Secuenciacién

Las muestras amplificadas para el exén 11 (T24, T28 y T29) mostraron en el
cromatograma picos dobles para una misma posicion, lo cual sugiere la existencia de 2
nucledtidos diferentes para esa posicién (Figura 10). Sin embargo la mayoria de las
muestras del c-kit (exén 9 y exén 11) y del pdgfra (exén 18) presentaron picos dobles en
més de una posicién a lo largo del fragmento secuenciado. En la figura 11 se puede

observar las secuencias con picos dobles para la muestra T21 del €x6n9.

Determinacién de las mutaciones en los genes c-kit y pdgfra

Las mutaciones en c-kit y pdgfra fueron detectadas en 37 de 39 pacientes (95%) (Tabla 6).
En general, se determinaron 30 (77%) pacientes con mutaciones en el gen c-kit y 7 (18%)
mutaciones en el gen pdgfra. Solamente 2 casos (5%) se confirmd la ausencia de
mutaciones. para los exones estudiados (Tabla 7). La mayoria de las mutaciones del gen c-
kit se encontraron eh el exén 11 (27 casos) y en el exdén 9 (3 casos). Mientras que en el

gen pdgfra se observaron 7 casos, todos con mutaciones en el exén 18,

Las mutaciones detectadas en la region codificadora del exén 11 son de diversos tipos. En
la figura 12 se observa que 1), la. mayorfa de estas mutaciones se encuentran en la region

5’ del exénm; 2), las deleciones se localizan entre los codones 549-579, con un méximo de

39



15 codones eliminados; 3), las sustituciones se observan a lo largo del exén, aunque en
mayor ntmero entre los codones 554-562. Un 59% (16/27) de las muestras que
presentaron mutaciones en los residuos de aminoacidos 556-560 se consideraron dentro
del grupo de alto riesgo (Figura 12). Las sustituciones simples se observaron
especificamente en los codones 557, 559, 560 y 576 (p.WS57R, p.V559A, p.V559D,
p. V560D, p.L576P); 4), la tnica duplicacion se observo entre los codones 578-579 en el
paciente T32. Las caracteristicas clinico-patolégicas que tenian los pacientes al momento
de la biopsia al tumor primario s¢ anotaron segin el tipo de mutacidn observada en el exén
11 como sustituciones simples (Tabla 8), delecciones y sustituciones simples (Tabla 9),
mixtas con multiples sustituciones y delecciones (Tabla 10), mutaciones con pérdida de
sentido y duplicacion (Tabla 11). En el exdn 9, la mutacion encontrada en los 3 pacientes
fue la misma, representada por una insercién de los aucleotidos GCC TAT que resulta en
la duplicacidén de los residuos de aminodcidos A*? y Y (Figura 13). La tabla 12

muestra las caracteristicas clinico-patolégicas de 1os pacientes con este tipo de mutacién.

Se observaron mutaciones en diversas posiciones del fragmento amplificade con los
cebadores utilizados para el exén 18 del gen pdgfro.  Las secuencias de los clones
mostraron cinco muestras.con sustituciones, una con sustitucion y delecion de tres codones
y otra con delecion de-4 codones (Figura 14). Las sustituciones se observaron entre los
codones 838-850 y las deleciones se presentaron hacia.el extremo 3° del exén. En la tabla
13 se muestran las mutaciones observadas vy las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes con esta condicién. En este gen, a nivél de la secuencia de nucledtidos, se

observé que de las 11 muestras amplificadas para el ex6n 18, 9 mostraron secuencias
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heterogéneas (con picos dobles). Los clones de dichas muestras presentaban una delecién
del nucledtido adenina en el 4rea del intrén 17, a 42 pares de bases del inicio del ex6n 18.
De las 7 muestras con mutaciones en el €x0n 18 solamente una muesira no se present6 la

delecion de adenina en sus clones (muestra T46).

41



kut

A.
S00EP T01 T02 T03
-
[ 4
-
"
il
200 pb
Gen pdgira
. Exén 10 Exdn 12 Exon 18

400 pb
250 pb

Figura 7. Tamafios de bandas aproximados para cada uno de los exones estudiados de los
genes c-kit (A) y pdgfra (B) con excepcion del exon 14, Marcador de peso molecular de

incremento en 100 pb.
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Figura 8 Gel de agarosa al 2% en 0.5X TBE mostrando las muestras amplificadas para
los exones 9y 11. Obsérvese las muestras con més de una banda en rango de 150 a 210

pb. Marcador de peso molecular por banda de 100 pb (Promega, 100bp DNA Ladder).
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Figura 9. La identificacion de clones con inserto se hizo amplificando directamente de la
colonia (1:50) con cebadores especificos para cada exén. (A) Los carriles 10 y 11
mostraron una sola banda con tamafios ligeramente diferentes. (B) Los carriles 2, 7y 9 se
observaron dos productos de amplificacion. Controles negativos en (A) carril 1 y en (B)

carril 11. Marcador de peso molecular de 100 pb (Promega, 100bp DNA Ladder).
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Figura 10. Ventana del Programa Sequencher (arriba) donde muestra los cromatogramas
de las secuencias 523" y 3’25’ de la muestra T28 (exén 11) indicandose con la flecha
negra dos bases nucleotidicas (Timina y Adenina) para una misma posicién que resuita en
la sustitucién del aminoécido Valina por Acido Aspértico (flecha roja) segin lo muestra el

Programa MacClade.
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Figura 11. Cromatograma de secuencias en ambas cadenas mostrando dobles picos en una
misma posicién (flecha roja). Cromatograma de arriba, secuencia con cebador en sentido
5 3, y en cromatograma de abajo, secuencia en sentido contrario. Debajo de los
cromatogramas se encueniran las secuencias de aminodcidos alineadas. La comparacion a
nivel de secuencia de aminoacido muestra una insercién de 2 aminoacidos que duplica los
aminoacidos Alanina y Tirosina (p.A502 _Y503dup) en el exén 9 del gen c-kir (flecha

verde).
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Tabla No. 6. Distribucién de las mutaciones en los genes c-kit y pdgfra encontrados en los

tumores de este estudio.
Tipo de Mutacidén No. de Pacientes
Gen c-kit
— ——
Ex6n 11
Deleciones multiples 5
Sustituciones 8
Deleciones + sustituciones 11
| Duplicaciones + sustituciones 1
Mutaciones con coddn de parada (non-sense)+ deleciones 2
Exon 9
Duplicaciones 3
Exon 13 0
Ex6n 17 0
[ Gen PDGFRa
Exén 18
Deleciones ) 2
Mutaciones en intron + Sustituclones 5
Exén 12 0
Con genes tipo siivestre 2
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blaNo. 7. Caracteristicas clinicas y patolégicas de los pacientes que presentaron ambos genes tipo silvestre.

Jo.

1 Mutacién Tamafiodel ~ Sitio del Mirosis

. Metdstasis:
. Seguimiento Grupo de
Edad Género Tipo de Célula /No.50 presente (SI/NQO)./ ;
Observada Tumor (cm)  Tumor *SLDF (meses) tiempo) (mtss) Mhitio Riesgo

‘06  Ninguno 72 F 17 Estémago  Fusiformes 10 33 No Alto

c - ; Intestino .

38  Ninguno 47 F 20 delgado Fusiformes 3 10 No Alio
HPF, high power field (campo de alto poder)
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zura 12.  Tipo y posicién de las mutaciones dentro del exon 11 del gen c-kiz. Se muestra a los pacientes con sus respectivas
zuencias de aminoicidos obtenidas de los diferentes clones que representan a los posibles alelos presentes en el individuo. Las

:chas y corchetes (rojo) indican las muestras consideradas dentro del grupo de alto riesgo. Nomenclatura de amino4cidos: A=Alanina,
Arginina, N=Asparagina, D=4cido Aspartico, C=Cisteina, E=acido Glutamico, Q=Glutamina, G=Glicina, H=Histidina, I=[soleucina, L= Leucina, K=Lisina,

=Metionina, F=Fenilalanina, P=Prolina, S=Serina, T= Treonina, W=Triptofano, Y=Tirosina, V=Valina, X=-codon de parada en color negro.
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ibla No. 8. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes que presentaron sustituciones simples en el exén 11 del gen c-kit.

Tamaito

> . .. . . N . Metéstasis: Grupo

Mutacion del Sitiodel Tipo de Mitosis/No. Seguimiento ! .

Observada Edad Género Tumor Tumor  Célula S0 HPF**  (meses) presente(SUNO) / tiempo (meses) dt?
150 (cm) / sitio Riesgo
0 pWS55TR 82 F 21 Omento  Fusiformes 19 SI/ ATD* / Peritoneo Alto

: No .
(S p.W5STR 85 M Jisponible Estémago Fusiformes 37 no regresd Alto
i3 p.V559D 80 F 3 Estémago Fusiformes 2 50 No Bajo
'8 p.V559D 65 M 5 Estomago Fusiformes 0 S SI/S /Higado Bajo
Intestino . .

¥ k
19 p.V559A 38 F 5 delgado Fusiformes 1 23 No Bajo
4 p:V560D 51 M 27 Omento  Mixto 80 SI1/ ATD* / Higado y Peritoneo Alto
6 pLS576P 77 M 14 Estémago Fusiforimes 2 2 SI/ 2/ Peritoneo Alto
, Intestino . .
i6 p.L576F 77 F 4 delgado Fusiformes 5 15 No Bajo

TD: al momento del diagnéstico; ** HPF: high power field (campo de alto poder); W=Triptéfano, R=Arginina, D=4cido Aspértico,

Valina, A=Alanina, L= Leucina, P=Prolina, F=Fenilalanina.
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ibla No. 9. Caracteristicas clinicas y patolégicas de los pacientes que presentaron deleciones simples en el exén 11 del gen c-kit.

> Tamafio - . Mitosis/ . .
. Sitiodel Tipo de Seguimiento Metdstasis: presente (S/NO)/ Grupo de
Mutacién Observada Edad Género del Tumor No. 50 - . .
\so (cm) Tumor Célula HPF** (meses) tiempo (meses) / sitio Riesgo
20 p.D579del 65 F 5a3 Estémago Fusiformes 1 7 No Bajo
39 p-V560del 63 M 13 Estomago Fusiformes 5 16 No Alto
03 p.V560del 69 M 5.5 Yeyuno  Fusiformes 0 2 SI/ 1/ Higado Medio
ot p.Q556_K558del 68 M 17 Estobmago Fusiformes 2 no regresd Alto
12 W557 K558del 56 M 10 Retro- Fusiformes 6 S1/ ATD* / Higado Ahko
P: - Peritoneo
02 p-W557 _K558del 56 F . No. Omento  Fusiformes 30 30 S1/30/ Peritoneo Alto
- disponible
04 p-W557_K558del 54 M 8 Estomago Fusiformes 35 7 S1/7 / Peritoneo Alto

HPF: high power field (campo de alto poder); N=Asparagina, D=acido Aspartico, V=Valina.
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bla No. 10. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes que presentaron multiples mutaciones (sustituciones y

leciones) en el exén 11 del gen c-kir.

lo. Tamaiio o . Mitosis/ - Metdstasis: presente  Grupo
le Mutacién Observada Edad Género del Tumor S;,ﬁ;i:l ]821(:1;16 No. 50 Se(g:lgsnel:;n ° (SIYNO) / tiempo de
130 (cm) HPF*+ (meses) / sitio Riesgo
37 p.ID572N (+) D579del} 73 M 4 Estémago  Fusiformes 0 23 No Bajo
22 p.[W557 K558del (+)F591S] 50 M 37 Estémago  Fusiformes 56 34 No Alto
10 Pf”“—“ﬁ?éé‘]*) ES62K(H) 5 F 30 Omento  Fusiformes 143 SI/ATD*/Peritone  Alto
p.[ES54D (+) Q556_V560del (+) Intestino .
23 PS73L (+) R588K] 45 M 17 delgado Fusiformes 4 29 No Alto
30 p.[Q556_I563del, NS64H] 57 F 13 Estsmago  Epiteliode 5 St/ AED." Higadoy 4y,
_ eritoneo
p. [V5551 (+) W557_K558del; ) . S1/15 /Higado y
18 V559F] 79 M 14 Estomago  Fusiformes 61 15 Pesitoneo Alto
19  p. [W557 K558del (+) L576P] 57 M 12 Recto Fusiformes 20 SI/ATD* / Higado Alto
44 pIW557C; K558_V560del] 6l F 14 Estémago  Fusiformes 31 28 SI/28/ Higado Alto
% p.[Y568_T574det; Q575E] 7 M 9 Iestino i cormes 2 28 No Medio

delgado
TD: al momento del diagndstico; ** HPF: high power field (campo de alto poder), P=Prolina, V=Valina, E=acido Glutimico, D=gcido Aspartico,

Glutamina, K=Lisine, I=Isoleucina, N=Asparagina, H=Histidina, W=Tript6fano, F=Fenilalanina, L= Leucina, Y=Tircsina, T= Treonina.
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ibla No. 11. Caracteristicas clinicas y patolégicas de los casos T08 y T11 que presentaron sustitucién del aminoacido W’ por ur

don de parada mas deleciones; y el caso T32 que presentd sustitucion (Q575E) y duplicacion de 3 aminoicidos en el exon 11 de

n c-kit.
Metdstasis: Grupo
o.de . Tamafiodel  Sitio del . Mitosis/No. Seguimiento presente (SI/NO)/
‘250 Mutacién Observada  Edad Género Tumor (cm)  Tumor Tipo de Célula 50 HPF** (meses) tiempo (meses) / Ri‘;g .
sitio
p. [WS57X (+) :
ros 1563_P577del] 52 F 11 Estdmago  Fusiformes 12 Rno regresd Allo
Intestino . SI/ATD*/
11 p.[WSSTX (+) V560del] 58 M 23 delgado Fusiformes 17 Peritoneo Alto
r3z p.QS575E_Y578dup 29 F 9 Estomago  Fusiformes 5 5 No Medio

TD: al momento del diagnastico; ** HPF: high power field (campo de alto poder), W=Tript6fano, X=codoén de parada, I=lIsoleucina, P=Prolina, V=Valina

Glutamina, Y=Tirosina, E=4cido Glutamico.
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Figura 13. Tipo y posicion de las mutaciones dentro del exon 9 del gen c-kit. Se muestra los pacientes con sus respectivas secuenciat

de aminoacidos obtenidas de los diferentes clones que representarian a los posibles alelos presentes en el individuo.
Nomenclatura de aminoacidos: A=Alanina, R=Arginina, N=Asparagina, D=acido Aspartico, C=Cisteina, E=acido Glutamico, Q=Glutamina, G=Glicina,
H=Histidina, I=Isoleucina, L= Leucina, K=Lisina, M=Metionina, F=Fenilalanina, P=Prolina, S=Serina, T= Treonina, W=Triptofano, Y=Tirosina, V=Valina,

X=codon de parada en calor negro.
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ibla No. 12. Caracteristicas clinicas y patolégicas de los pacientes que presentaron duplicaciones en el ex6én 9 del gen c-it.

Metsstasis:
Tamafio L : _—_ - presente

) de . . Sitiodel  Tipo de Mitosis/No. Seguimiento Grupo de

Mutacién Observada  Edad Género  del Tumor s (SUNO) !/ 5-
150 (cm) Tumor  Célula 50 HPF (meses) tiempo (meses) Riesgo

/sitio

15 p.ASO2_Y503dup 40 F 8 ;’:;‘S'f‘f Fusiformes 0 3 No Medio
) Intestino - SI / ATD* /
n p.AS02_Y503dup 67 F 28 delgado Epiteliode 140 peritoneal Alto

p.[A502_Y503dup Intestino .
3 (+) K497R) 62 M 6 delgado Fusiformes 6 14 No Alto

\TD: al momento del diagnéstico; ** HPF: high power field (campo de alto poder); A=Alanina, Y=Tirosina.

‘N
N
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T45 RD AAR A CDF AR M s
T46 R AAR cb. A -- 5 3 s

gura 14. Tipo y posicidon de las mutaciones dentro del exén 18 del gen pdgfra. Se muestra los diferentes pacientes con sus
spectivas Secuencias de aminoacidos obtenidas de los diferentes clones que representarian a los posibles alelos presentes en I
Jestra.  Nomenclatura de aminodcidos: A=Alanina, R=Arginina, N=ASparagina, D=4cido Aspartico, C=Cisteina, E=dcidc
utamico, Q=Glutamina, G=Glicina, H=Histidina, I=Isoleucina, L= Leucina, K=Lisina, M=Mgtionina, F=Fenilalanina, P=Prolina

:Serina, T= Treonina, W=Triptofano, Y=Tirosina, V=Valina, X=codén de parada ¢n color negro.
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ibla No. 13. Caracteristicas clinicas y patolégicas de los pacientes que presentaron mutaciones en el exon 18 del gen pdgfra.

Metdstasis:
R Tamaiio presente
. . del Sitio del  Tipo de MitosiyNo. Seguimiento (SINO) / Grupo de
Mutaciént Observada Edad Género Tumor Tumor  Célula 50 HPF**  (meses) tiempo Riesgo
180 (cm) (meses) /
sitio
9 p.GBISE 77 M 13 Estomago Mixto 11 no regresd Alto
7 p. [L825P (+) D842V] NA M 8 Estbmago Mixto 11 no regresd Aho
it p[D842V (+) I1843V] 33 M 19 Estdmago  Epiteliode 2 22 No Alto
3 p.[D842V (+) $851P] 74 F 7 Estémago  Epiteliode 6 24 No Alto
i1 pI834V 82 F 7 Estébmago  Epiteliode 5 40 No Medio
15 p[H345P (+) D846 Ng4d8del] 58 F 10 Estomago  Epiteliode 0 no regresd Medio
16 p.I843_D846del 64 F 4 Estémago  Fusiformes 4 32 No Bajo

HPF: high power field (campo de alto poder); G-Glicina, E=acido Glutimico, L= Leucina, P=Prolina, D=4cido Aspartico, V=Valina, I=Isoleucina, S=Serina,

Histidina, N=Asparagina.
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DISCUSION

En este estudio encontramos que el 77% de las muestras analizadas presentaron
mutaciones en el gen c-kit. Estos resultados coinciden con estudios previos que muestran
una mayor incidencia de mutaciones en el gen c-kit en relacion al gen pdgfra en pacientes
con GIST (Hirota et al, 2001; Duensing et al., 2004). La mayoria de las mutaciones
observadas en el gen c-kit fueron en el exdn 11 (27 casos) y en menor proporcién en el
ex6n 9 (3 casos). Mutaciones en estos exones han sido. previamente asociadas a GIST, a
diferencia de otros tumores y enfermedades genéticas que presentan mutaciones en otros
exones del gen c-kit, responsables en su mayoria de realizar la activacion enzimatica de
KIT (Furitsu et al., 1993; Tian et al., 1999; Hongyo et al., 2000, Tang er al., 2004;

Miettinen & Lasota, 2005; Nagata ef al., 2005).

La regién de la juxtamembrana del receptor KIT comprendido entre los aminoacidos 554-
562 present6é un mayor numero y tipo de mutaciones en un 96% de las muestras (Figura
12). Las mutaciones observadas fueron principalmente deleciones y sustituciones, la
mayoria reportadas por -otros autores (Lasota et al, 1998; Taniguchi et af, 1999;
Yamamoto ef al., 2004; Martin et al., 2005; Miettinen et al, 2005, Wardelmann et al.,
2006). Nuestras muestras no presentaron inserciones en la regién mencionada como otros
autores han mencionado (Kang er a/., 2005, Tam et al., 2005). El efecto de estas

mutaciones interrumpen .las interacciones hidrofébicas (especificamente los residuos
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W557, V559 v V560) o electrostaticas (residuo Q556) que favorecen el cierre del lazo de
horquilla entre la cinasa N-terminal y su dominio C-terminal que regula la conformacion

activa e inactiva del receptor (Mol et af., 2004; Tam et al., 2005).

Dos muestras se observaron con la sustitucion de triptéfano por un codén de parada en la
posicién 557 (p.W557X) que evita la sintesis de los restantes residuos de la regioén de la
juxtamembrana y de la cinasa proximal del receptor KIT (muestras TO8 y T11). En la
figura 12 se observa que para la muestra T0O8, ambos clones presentaban la deleccion de
15 aminoacidos (p.1563 P577del) pero solamente el clon 2 presenta un codén de parada
en el aminodcido 557. Las células de este tumor presentaron tres alelos que produciran
una proteina truncada, una proteina con 15 aminodcidos menos y la proteina normal.
Igualmente observamos que la muestra T11 presenta células con el alelo normal, un alelo
mutado (clon 2) con un codén de parada en la posicién 557 y otro alelo mutado (clon 1)
con una unica deleccion del residuo 560 (p.V560del) (Figura 12). A pesar de que T11
presentd dos alelos mutados sin grandes delecciones como las observadas en T08, la
muestra T11 evidencié metdstasis al momento del diagnéstico (Tabla 11). Estudios han
demostrado que el nivel de alteracién de la proteina en los residuos 557-560 se asocia con
un mal prondstico en la sobrevida (Taniguchi et al, 1999; Martin er al., 2005).
Observemos que 16 de 27 muestras con mutaciones entre los residuos 557-560
responsable de la regulacién del receptor KIT fueron consideradas de alto riesgo.
Nuestros resultados sugieren que la posicién y el tipo de mutacion son importantes, en
especifico, aquellas mutaciones relacionadas con la regulacidén entre la conformacion

-activa e inactiva del receptor KIT.
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Investigaciones a nivel de la proteina han demostrado que mutaciones en estos
aminoécidos mantienen la activacin constitutiva del receptor dado a que corresponde con
al dommio que regula la dimerizacidn y activacién de los receptores (Heinrich ef af., 2003;
Tam et.al., 2005). Varios autores apoyan.con sus datos la hipotesis de que la posicién y el
tipo de: mutacién asociadas a la conformacién y activided de la proteina KIT son
evidentemente importantes y explican porqué al interrumpir la conformacién inactiva de la
proteina se mantiene la fosforilacién constitutiva del receptor que conlleva a una
alteracién en la transduccién de sefiales (Heinrich ef al., 2003; Mol ef al., 2004; Kang et

al., 2005; Tarn et ai., 2005).

Los casos T16, T20, T26, T32, T36 y T37 presentaron mutaciones que estén dentro del
dominio de la juxtamembrana aunque fuera del area importante para la regulacién del
receptor KIT (residuos 562-581). Los pacientes T16 y T36 presentaron ambos la misma
mutacién en el aminodcido 576 (p.L576P), mientras que, los pacientes T37 y T20
presentaron una deleccién del aminoacido 579 (p.D579del). A diferencia de 1a mutacion
p.L576P cuyo significado bioldgico altin no se ha estudiado, la mutacién p.D579del ha sido
reportada en la linea germinal de pacientes con GIST (Tarn ef af, 2005). En la muestra
T26 se presento la mutacién p.[Y568 T574del; Q575E] en un mismo alelo que elimina
los dos sitios de fosforilacién Y568 y Y570, los cuales son importantes para el inicio de la
activacién de las diferentes tirosinas que han siav estudiadas in Vitro (Mol et al, 2004).

Los residuos Y3568 y Y570 recluta a las familias de cinasas src, 4PS, Sch, CHK, algunos
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de los cuales son importantes .en los procesos de proliferacién celular (Linnekin et al.,

1997, Price et al., 1997, KozBaoski ef al., 1998; Wollberg ez al., 2003, Roskoski, 2004).

En este estudio se encontré tres mutaciones (p.WS3S7R, p.V559A y p.DD579del)
previamente publicadas como asociadas a GIST familiar en los pacientes T15, T40, T37,
T20 y'T29 (Figura 12) (Hirota et al., 2000b; Maeyama et al., 2001, Li et al., 2005; Tam et
al., 2005). Maeyama et al. (2001) describieron que la mutacién p.V559A estaba presente
en una familia cuyos integrantes presentaban primeramente un cuadro de
hiperpigmentacién cutdnea durante la adolescencia, seguida de un diagnéstico de GIST
multiple al llegar a los 40 aflos; no obstante, aquellos familjares sin la mutacién no
desarrollaban hiperpigmentacién ni GIST. A diferencia de los pacientes con la mutacién
p.-V559A, los pacientes con mutacién en p.W557R no desarrollan hiperpigmentacién por
el contrario presentan miltiples GIST con una hiperplasia en las células intersticiales de
Cajal y tumores neuronales (Hirota ez al., 2000b). Las mutaciones p.D579del y p.V559A
afectan la actividad del dominio de la cinasa intracelular (Tarn et al., 2005). En este
estudio, no se conté con suficientes datos clinicos que permitiera corroborar si familiares
de los pacientes estudiados hayan desarrollado GIST u otro tipo de cancer incluyendo el
de es6fago y mamario y/o presenten hiperpigmentacién. Es posible que con un mayor
niimero de pacientes y sus. familias pudiésemos estimar la frecuencia de estas mutaciones
dentro de la poblacién panamefia. Una evaluacién sobre otros cdnceres asociados a
mutaciones en la linea germinal del c-4ir no ha sido hasta el momento estudiada de manera
extensiva aunque hay muchos reportes de tumores GIST con sindromes familiares

(Nishida et al., 1998; Isozaki et al, 2000; Maeyama et al., 2001; Hirota el al, 2002;
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Robson ef al., 2004). Seria interesante en un proximo estudio evaluar la importancia de la
posicién y el tipo de mutacién asociada a GIST familiar (ex6n 11: p.WS557R, p.V559A,
p.D579del; exon 13: p.K642E; exon 17: p.D820Y) en relacion a las mutaciones en GIST

esporadicos.

Los pacientes T25, T21 y TI13 (figura 13) presentan la misma mutacién
(p.A502_Y503dup) para el exén 9 del gen c-kir, una mutacién previamente descrita por
varios autores (Lux et al., 2000; Martin ef al., 2005; Wardelmann et al, 2006). Una
proteina KIT con esta mutacion en el exén 9 exhibe una autofosforilacién constitutiva sin

necesidad de ser estimulada por el ligando SCF (Hirota et al., 2001).

Las mutaciones observadas en el exon 18 del gen pdgfra han sido previamente descritas
(Heinrich et al., 2003; Lasota et al., 2004; Miettinen et al., 2005) con excepcion de
pI843V (paciente T33 clon 2), p.I834V (paciente T41), p.G829E (paciente T09) vy,
p.L826P (en el clon 2 del paciente T17). Aunque los clones demostraran un alelo con
mutaciones diferentes a las reportadas (T17 y T31), el otro clon mostré al alelo con la
mutacién mas frecuentemente encontrada (p.D842V) en pacientes con GIST. Heinrich et
al. (2003) determinaron mediante experimentos de expresiéon del receptor PDGFRo. con
mutaciones p.D842V, p.D842 845H y p. [H845 848N (+) N848P] la fosforilacién
independiente del ligando. La mutacién p.D842V corresponde en funcién con la mutacion
p.D816V de KIT que ha sido previamente identificada en tumores de mastocitos (Furitsu
et al., 1993), en células mononucleares de pacientes que tienen mastocitosis con desorden

hematopoyético asociado (Nagata et af., 1995) y de células germinales (Tian et al., 1999).
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Heinrich et al. (2003) comprobaron que los tumores que expresaban oncoproteinas de KIT
o PDGFRa eran indistinguibles en relacién a la activacion de sefiales intracelulares por
proteinas reclutadas por lo que consideran que las mutaciones activadas de KIT y
PDGFRa presentan eventos oncogénicos mutuamente exclusivos en GIST y que estas

mutaciones tienen consecuencias biol égicas similares.

Estudios clinicos han mostrado que la respuesta a medicamentos que inhiben la accién de
la tirosina-cinasa en c-kit o pdgfra en pacientes con GIST, como por gjemplo el Imatinib
(Glivec, Novartis), es dependiente del estatus mutacional del proto-ongogen (Heinrich et
al., 2003; Debiec-Rychter et al., 2004; Heinrich et al., 2006). En la figura 15 se muestra
como la interaccién de la droga Imatinib en codones especificos interrumpe la activacion
constitutiva de KIT (Mol er al., 2004). Por consiguiente, la accidn del Imatinib sobre los
aminoacidos reguladores de la juxtamembrana permite el funcionamiento normal del
receptor aunque diférencias signmificativas asociadas recaidas se ha encontrado en pacientes
con la mutacion p.WS557 K558del (Martin et al., 2005). Pacientes con la mutacidn
encontrada en el exdén 9 del gen c-kit y exén 18 del gen pdgfra no tienen buena respuesta
al tratamiento con Imatinib pero son sensibles al tratamiento con Sunitinib (Corless et al.,
2004; Heinrich ef al., 2006; Miettinen et al., 2005b). La figura 16 permite observar que
estudios clinicos han determinado cémo el tipo v sitio de mutacidn en el gen c-kit {(exones
11y 9), influyen en la respuesta objetiva y la resistencia a las drogas que actualmente se

emplean (Heinrich et al, 2006).
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Solamente dos pacientes no presentaron mutaciones para los exones estudiados lo que
demuestra la utilidad de la determinacién de las mutaciones en los genes c-kif y pdgfra
para la confirmacion de diagnéstico.  Estudios previos han demostrado que
aproximadamente el 5% de los GIST no presentan mutaciones (Heinrich er al., 2003a;
Miettinen et al., 2005b). Es probable que otros genes como el receptor del factor de
crecimiento de insulina (IGF1R) también sean responsables de la oncogénesis de los GIST

(Tam et al., 2008).
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Figura 15. Sitio de union y anclaje del imatinib a la cinasa del c-kit, se muestra la
estructura quimica del imatinib (STI-571) indicando los aminodcidos en KIT donde
interacciona (A) el imatinib (color purpura) al sitio de anclaje en el KIT mostrando los
enlaces de hidrogeno formados con los residuos de Cys673, Thr670, y Glu640 (B) en la
conformacion activa (derecha) e inactiva (izquierda). El polipéptido alrededor Trp557
desde la estructura del KIT inactivo se muestra sobreponiendo a la estructura del Imatinib

(Mol et al., 2004).
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Dosis Approximada IC,, (nM}

Localizacién de
una segunda

Mutacidn{es) Exén(s) mutacion Sunitinib Imatinib
V560D 11 -

VE54A 13 - 5000
V560D + VB54A 11 +13 ATP BP 5000
V560D + 76701 11 +14 ATP BP 10,000
V560D + D816H 11 +17 Act. loop 1000 5000
V560D + N822K 11 +17 Act, loop >1000 ~1000
V560D + V823D 1 +17 Act. loop >1000 >1000
Exon 9 + V654A 9+13 ATPBP 5000

ATP BP: ATP binding pocket (sitio de union del ATP);

Act. Loop: activation loop (lazo o sitio de activacion)

Figura 16. Efectos in Vitro del Imatinib y Sunitinib en mutantes de KIT. Obsérvese
como el tipo y sitio de la primera (en tumor primario) y segunda mutacion mas
frecuentemente encontrada en pacientes que desarrollan resistencia al Imatinib segin
concentracion de dosis aplicada (nM). Los nimeros de dosis en rojo indican sensibilidad &
la droga mientras que los nimeros en negro indican resistencia a la droga segun sea el tipc

y sitio de la mutacion en ¢l gen c-kit (Heinrich er al., 2006).
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CONCLUSIONES

-En este estudio se encontr6 una mayor incidencia de mutaciones en el gen c-kif en
relacion al gen pdgfra en pacientes con GIST, ademas, se determing mutaciones en
los genes c-kit y pdgfra asociados & GIST esporddico y familiar. La mayoria de las

mutaciones encontradas-en ambos genes.causan la activacion constitutiva del receptor.

-Las mutaciones p.W557R, p.V559A y p.D579del presentes en cingo Muestras estan
asociadas a GIST familiar. El tipo de mutacion y la posicion en pacientes con GIST

familiar presenta cuadros clinicos caracteristicos de cada mutacidn.

-Aproximadamente el 5% de los GIST no presentaron mutaciones, {0 cual demuestra la
utilidad de la determinacién de las mutaciones en los genes c-kif 'y pdgfra para la

confirmacioén de diagndstico.

-Los pacientes con mutaciones en el exon 11 del gen c-kit tendrdn una buena respuesta
a drogas inhibitorias a la accion de los receptores tirosina cinasa KT y PDGFRA
sobreactivados que actualmente estin en el mercado como Glivec (Imatinib) y
Sunitinib. De esta manera, nuestra investigacion va a permitir un tratamiento
personalizado a pacientes con GIST quienes anteriormente no tenian opciones

terapéuticas y por ende un mal pronoéstico de.sobrevida.
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