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RESUMEN

Objetivo: Optimizar la deteccion de mutaciones en los genes KIT y PDGFRA en una muestra de tumor del estroma
gastrointestinal (GIST).

Material y Métodos: Se analizd una muestra de tumor GIST fijada y embebida en parafina. Mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron los exones 9, 11, 13 y 17 del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFR
que contienen las mutaciones causales de GIST. Se confirmé la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al
2%. Los fragmentos amplificados, fueron purificados y secuenciados en un analizador genético. Se detect6 una sobreposicion
de bases propio de una delecion por lo que se tuvo que clonar los productos del exon 11 para identificar el alelo mutado.
Resultados: Se determind la presencia de una mutacion patogénica en el exén 11 del gen KIT. Dicha mutacion es una
delecion de 15 pares de bases que genera la pérdida de 5 aminoacidos en el receptor tirosina kinasa KIT. Se encontraron
polimorfismos neutrales en los exones 11 del gen KIT y en el exon 18 del gen PDGFRA.

Conclusion: El analisis molecular mediante secuenciacion automatica, permitio identificar una mutacion en el gen KIT en
una muestra de tumor GIST. Esta técnica puede ser aplicada para caracterizar las mutaciones genéticas de casos peruanos
de GIST y asi poder establecer un tratamiento adecuado segln su perfil mutacional. (Horiz Med 2014; 14(4): 43-47)

Palabras clave: Proteina Proto-Oncogénica c-KIT, Receptor alfa de Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas, Tumores
del Estroma Gastrointestinal. (Fuente: DeCS BIREME).

identification of a causative deletion of gastrointestinal stromal tumor (gist) by the analysis
of the KIT and PDGFRA genes

ABSTRACT

Objective: To optimize the detection of mutations in the genes KIT and PDGFRA in a sample of gastrointestinal stromal
tumor (GIST).

Material and Methods: We analyzed a GIST tumor sample fixed and embedded in paraffin. Using the technique of the
polymerase chain reaction (PCR) we amplified exons 9, 11, 13 and 17 of the KIT gene and exons 12 and 18 PDGFR gene
which contain tha causal mutations of GIST. PCR amplification was confirmed by gel electrophoresis on 2% agarose. The
amplified fragments were purified and cloned for subsequent sequencing. An overlap of baeses, characteristic of a deletion
was detected, so we had to clone the exon 11 products to identify mutated allele.

Results: We determined the presence of a pathogenic mutation in exon 11 of KIT gene. The mutation is a deletion of 15 base
pairs and generates a loss of 5 amino acids in the KIT receptor tyrosine kinase. Neutral polymorphisms were also found in
exon 11 of KIT gene and exon 18 of PDGFRA gene.

Conclusion: Molecular analysis by automatic sequencing identified a mutation in the KIT gene in a tumor sample GIST. This
technique can be applied to characterize genetic mutations Peruvian cases of GIST and thus establish adequate treatment
by mutational profile. (Horiz Med 2014; 14(4): 43-47)
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INTRODUCCION

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST,
Gastrointestinal  Stromal Tumors), son las
neoplasias mesenquimales mas comunes del tracto
gastrointestinal (1), ubicandose principalmente
dentro de la pared muscular del estomago y del
intestino delgado y otros sitios anatémicos en la
cavidad abdominal (2). Aproximadamente el 95% de
los GISTs expresan el receptor Tirosina quinasa KIT
(CD117), el cual es utilizado en la discriminacion de
estos tumores de otros sarcomas que se desarrollan
en el abdomen (3,4).

Se piensa que los tumores GIST se originan de las
células intersticiales de Cajal (ICCs).

Las ICCs estan localizadas dentro y alrededor del
plexo mientérico y funcionarian como células
marcapasos intestinales que regulan la motilidad
intestinal. Historicamente, los GISTs eran mal
clasificados como leiomiomas o leiomiosarcomas.

Posteriormente, se ha determinado que los GISTs
tienen diferentes caracteristicas ultraestructurales
y marcadores inmunofenotipicos, comparados con
células normales y tumores de musculo liso (5).

Los GISTs, a menudo, portan mutaciones que activan
el receptor tirosina quinasa KIT o el receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFRA). En el caso del gen KIT, los cuatro exones
involucrados: 9, 11, 13 y 17, corresponden a los
dominios extracelular, juxtamembranoso, tirosina
quinasa 1 y tirosina quinasa 2 de la proteina KIT,
respectivamente.

Mutaciones en estos exones generan una activacion
constitutiva de la actividad tirosina quinasa de la
proteina KIT, el principal evento oncogénico en
estos tumores (6-9).

En aquellos casos que no presentan mutaciones en
el gen KIT, se ha encontrado que algunos presentan
mutaciones en el gen PDGFRA, el cual también es
un miembro de la familia Tirosina quinasa tipo Ill.
Mutaciones en este gen, en GISTs, resultan en la
activacion constitutiva de esta actividad tirosina
quinasa, la cual contribuye a la formacion del
tumor (10).
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La mayoria de mutaciones en el gen PDGFRA
relacionadas con tumores GISTs, han sido reportadas
en los exones 12 y 18. Hay que tener en cuenta que
las mutaciones en los exones de estos genes, son
mutuamente excluyentes en la mayoria de tumores
GISTs (10).

Aproximadamente, el 75% de las mutaciones en
el gen KIT involucran el exon 11, agrupandose en
los extremos 5’ y 3’ de dicho exén, que codifica
el dominio Juxtamembranoso (citosolico) de la
proteina KIT.

Las mutaciones, en el extremo 5’ frecuentemente,
incluyen deleciones internas y sustituciones de un
solo aminoacido, mientras que en el extremo 3’,
se observa una mayor proporcion de duplicaciones.
Clinicamente, estos pacientes tienen tumores GIST
gastricos con un curso indolente (11).

En comparacion, un curso clinico agresivo con un
elevado riesgo de recurrencia y corta sobrevida,
se ha observado en pacientes con tumores GIST
portadores de deleciones en el exdn 11, mientras
que en pacientes GIST con otro tipo de mutaciones
e inclusive sin mutacion, se ha observado una muy
baja sobrevida libre de enfermedad (12,13).

El objetivo del presente trabajo, fue optimizar la
deteccion de mutaciones en los genes KIT y PDGFRA
en una muestra de GIST.

MATERIAL Y METODOS

Se evaludé una muestra de GIST, fijado en formalina
al 10% e incluido en bloque de parafina. Se
realizaron cortes histolégicos de 5 pm y tinciéon con
hematoxilina-eosina.

El analisis inmunohistoquimico indic6 que la
muestra era positiva para la expresion de CD117.

Extraccion y amplificacion del DNA genémico

El DNA gendmico, fue extraido usando el kit
High Pure PCR Template Preparation kit (ROCHE)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La
cuantificacion del DNA se realizé mediante el uso
del fluorometro QubitTM (InvitrogenTM).
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El DNA extraido, fue amplificado mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
primers disenados para los exones: 9, 11, 13 y 17
del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFRA
(Tabla 1). Las condiciones de PCR fueron: 95°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C por
45 segundos, 55°C a 57°C durante 45 segundos
(temperaturas especificas de hibridacion en la
tabla 1) y 72°C por 1 minuto.

Finalmente, una etapa de extension a 72°C
durante 10 minutos. La comprobacion del
proceso de amplificacion se realiz6 mediante una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%.
Los tamanos relativos de cada exon de ambos genes
se encuentran detallados en la Tabla 1.

Tabla 1.- Lista de primers usados y condiciones para amplificacion
de los genes KIT y PDGFRA.

. Ampl
Gen Exon Primer (5° — 37) AP Tm
(bp)
9 F: 5’-tcctagagtaageccagggett-3° 284 5500
R: 5’-tggtagacagagcctaaacatc-3’

KIT 1 F: 5’-ctetetccagagtgcetetaatgac-3’ 267 5750
R: 5’-gttccttaaagtcactgttatgtgtacc-3’

F: 5’-gacatcagtttgccagttgt-3°

13 214 57°C
R:5’-Tettttgataacctgacagac-3’

17 F: 5’-atggttttetttictcctee-3” 213 5700
R: 5’-tacattatgaaaatcacagg-3’

12 F: 5’-ctggtgcactgggactttggtaat-3’ 235 5500
R: 5’-gtgtgcaagggaaaagggagtct-3’

PDGFRA

F: 5’-gggteatgctaticagctacagatgg-3’
18 R oot ot o f=) o7 oD R 267 SSOC
R: 5’-ccgaatctectagaagcaacacetgac-3

Secuenciacion del DNA

Los 6 fragmentos amplificados por PCR, fueron
purificados con el kit QIAquick PCR Purification
(QIAGEN). Posteriormente, amplificados con el kit
BigDye Terminator version 3.1 Cycle sequencing
y secuenciados en ambas direcciones (forward
y reverse) en un analizador genético ABI 3500
(Applied Biosystems).

Se realizaron dos procesos de secuenciacion. La
primera sirvié para determinar la presencia de
mutaciones en los genes KIT y PDGFRA. Una posible
mutacion se encontrd en el exon 11 del gen KIT con

una sobreposicion de bases tipico de una delecién/
insercion en uno de los alelos.

Analisis bioinformatico

El analisis de las secuencias, se realiz6 mediante
el uso del software SerialCloner (V1.3r11) (http://
www.serialbasics.com). Las mutaciones se
describieron en base a las secuencias de referencia
NM_000222 y NM_006206 para los genes KIT y
PDGFRA, respectivamente.

Clonacion de productos de PCR

Para diferenciar entre la secuencia normal y
mutada (posible delecion/duplicacion), se clono el
fragmento amplificado correspondiente al exén 11
del gen KIT utilizando el set de reactivos pCR®8/
GW/TOPO®TA Cloningo (Invitrogen) y siguiendo
las indicaciones del fabricante. Brevemente, los
productos de PCR se ligaron en el vector plasmidico
pCR®8/GW/TOPO®, las células Electro Max TM
DH10BTM-T1® fueron transformadas con los
constructos generados, estas células se cultivaron
en medio LB con el antibidtico espectinomicina e
incubadas a 37 C.

EL ADN del plasmido, se extrajo usando el método
modificado de lisis alcalina/PEG y luego se sometio
a digestion con la enzima EcoR1, electroforesis en
agarosa 1% y tincion con bromuro de etidio para
confirmar la presencia del fragmento clonado.

Los plasmidos obtenidos fueron secuenciados en
ambos sentidos para confirmar las variaciones de
la secuencia.

RESULTADOS

Se analizo una muestra de GIST fijada y embebida
en parafina. En el analisis inmuno histoquimico, se
determiné la sobreexpresion del marcador CD117
(datos no mostrados). La muestra provenia de una
paciente de 67 afos con tumoracion a nivel de
estdmago.

El analisis molecular de los exones: 9, 11, 13y 17
del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFRA,
permitié la deteccion de una mutacién heterocigota
(delecion/insercion) en el exon 11 del gen KIT.
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Después de la clonacion con el kit pCR®8/GW/
TOPO®TA Cloning® para individualizar y secuenciar
separadamente los alelos se encontr6 la mutacion,
denominada p.K550_E554del, que corresponde
a una delecion de 15 pares de bases a nivel del
extremo 5’ del exén 11, generando una pérdida de
cinco aminoacidos (Lys-Pro-Met-Tyr-Glu) entre los
codones 550y 554. Esta mutacion afecta la secuencia
aminoacidica del dominio yuxtamembranoso del
receptor tirosina kinasa. También se encontré un
cambio puntual (c.1752T>C) en el codon 584 del
exon 11, que no genera un cambio de aminoéacido,
por lo que se considera un polimorfismo neutral.

En el caso de los exones 12 y 18 del gen PDGFRA no
se encontraron mutaciones patogénicas, sélo en el
coddn 824 del exon 18 se encontro un polimorfismo
neutral (c.2472C>T) que no genera un cambio de
aminoacido.

DISCUSION

Las mutaciones en los genes KIT y PDGFRA, en
tumores del estroma gastrointestinal, pueden
causar una proliferacion celular descontrolada y
una inhibicién de la apoptosis mediante produccion
de senales continuas. En orden de frecuencia
decreciente, estas mutaciones estan presentes
en los exones: 11, 9, 13y 17 del gen KIT, y en los
exones 18 y 12 del gen PDGFRA (14,15).

En el gen KIT, estas mutaciones resultan en la
activacion del dominio kinasa de la proteina KIT,
independientemente del ligando. La mutacion
p.K550_E554del encontrada en nuestro estudio, ya
ha sido reportada y estaria afectando la estructura
del dominio juxtamembranoso de la proteina
qgue tiene como funcion prevenir la activacion
constitutiva de la kinasa (16,17).

Esta mutacion, es una delecion de 15 pares de bases
que estaria asociada con una corta sobrevida libre
de progresion (18).

Las deleciones que implican el codon 557 y/o

codon 558 estan asociadas con un comportamiento
maligno (19). Se han reportado casos en las que
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la delecion se ubica entre los codones 550 y 558
(p-K550_K558del), con una frecuencia variable (1.4
a 1.6%) y estaban asociadas con un comportamiento
agresivo (10,20), por lo que podemos esperar que en
nuestro caso, las caracteristicas del tumor deberian
ser similares, ya que la mutacién se encuentra en la
misma region.

El estado mutacional del gen KIT, es también un
factor predictivo de respuesta a tratamiento con un
inhibidor selectivo de tirosina kinasa (20-21).

La ausencia de mutaciones en el gen PDGFRA en la
muestra analizada, se corresponde con el hecho
de que las vias oncogénicas de KIT y PDGFRA son
alternativas y mutuamente excluyentes en el
desarrollo de GISTs (14).

Finalmente, en la version 2012 de las Guias de
Practica Clinica de la ESMO (European Society
for Medical Oncology) para GIST, se indica que la
caracterizacién molecular de la mutacién debe
ser obligatoria para todos los pacientes con GIST,
con el fin de orientar en la administracion de un
tratamiento adyuvante (22,23).

En conclusion, el analisis molecular mediante
secuenciacion automatica, permitio identificar
una mutacién en el gen KIT en una muestra de
tumor GIST. Esta técnica puede ser aplicada para
caracterizar las mutaciones genéticas de casos
peruanos de tumores GIST para establecer un
tratamiento y pronostico adecuados segun el perfil
mutacional.
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