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RESUMEN

INTRODUCCION:

El término GIST responde a la expresion inglesa “Gastrointestinal Stromal Tumor”.
Durante décadas esta neoplasia fue considerada como un tumor mesenquimal confuso, a
menudo  diagnosticado  errbneamente como  leiomiosarcoma, leiomioma 0
leiomioblastoma, y que, por tanto, respondia mal a tratamientos tanto con quimioterapia
como con radioterapia.

La mayoria de los GIST se caracterizan molecularmente por presentar mutaciones
en CKIT (60-80%) o PDGFRA (5-15%). (1-4) La distribucién y tipo de mutacién
pueden afectar al grado de la activacion constitutiva de la proteina(5), lo que a su vez
genera diferencias en el crecimiento y la agresividad del tumor.

El anélisis de la curva de fusion de un fragmento de ADN, mediante lecturas de alta
resolucion (HRM) se fundamenta en la propiedad de desnaturalizacion o fusion de la
doble hebra de ADN, en condiciones de pH y calor muy concretas. Su aplicacion en
Biologia Molecular ha supuesto un gran avance pues permite caracterizar de una manera

mas facil y sencilla diferencias genéticas entre distintas muestras.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

El andlisis de las curvas de fusion por alta resolucion puede ser una herramienta
Optima para la deteccion de mutaciones en los tumores del estroma gastrointestinal, al
ser una metodologia sencilla, rapida, barata y con una altisima sensibilidad. Como tal,
podria ser contemplada su implantacion en la rutina diagnostica para la evaluacion de
dichos tumores.

Con el fin de evaluar la citada hipdtesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Realizacion de técnicas inmunohistoquimicas para los marcadores CKIT,
PDGFRA Yy DOG-1 en una serie de pacientes diagnosticados de GIST.
2. Realizacion del andlisis molecular de las curvas de fusion de alta resolucion

para los genes CKIT y PDGFRA en todos los casos.



3. Correlacionar los resultados inmunohistoquimicos para CKIT, PDGFRA y
DOG-1 con los hallazgos mutacionales para CKIT y PDGFRA obtenidos
mediante HRM.

4. Confirmar los resultados de HRM mediante métodos de secuenciacion masiva.

Como objetivos secundarios nos planteamos:
a) Establecer el método optimo de extraccion y purificacion de ADN para el estudio

mutacional mediante HRM de los tumores a partir de muestras clinicas.

MATERIAL Y METODOS:

Se seleccionaron un total de 50 muestras correspondientes a 50 pacientes
previamente diagnosticados de tumor del estroma gastrointestinal (GIST) en el Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla entre los afios 1993 y 2011 ambos inclusive. De los
50 casos, descartamos 13 debido a discrepancias en el diagnostico diferido en la nueva
revision diagndstica. Estos 13 casos fueron analizados como un grupo aparte.

Se visualizaron nuevamente todas las preparaciones histologicas por dos patologos
independientes con dos objetivos principales, en primer lugar confirmar el diagndstico
previo (ya gque se basaba en diagnosticos de diferentes patdlogos) y en segundo lugar
elegir un bloque en el que tuviéramos una mayor representacion de células tumorales
para el analisis molecular. Como controles negativos se seleccionaron casos con
representacion tisular representativa de las diferentes localizaciones y ausencia de
celulas tumorales.

Para cada uno de los casos se realiz6 el siguiente protocolo:

Inmunotincion para la expresion de KIT, PDGFRA y DOG1 (marcadores basicos de
GIST)

Extraccion de ADN

PCR a tiempo Real y analisis por curvas de fusion de alta resolucion (HRM) de los
genes CKIT y PDGFRA

Secuenciacion de los principales exones de los genes en estudio mediante técnica
de secuenciacion masiva



RESULTADOS:

En cuanto a la distribucion por sexos de la poblacion en estudio, 19 tumores de los
37 analizados se detectaron en varones (51,35%) y los restantes en mujeres (48,65%).

Por rango de edad, los pacientes reclutados tenian entre 24 y 84 afios, con una
media de 60,4+15,9 afios y una mediana de 60 afios. (Figura 17). Nuestra poblacion
presentd una mayor frecuencia en el intervalo comprendido entre los 60 y los 81 afos.

El porcentaje total de expresion de CKIT en nuestra serie fue del 97,3%. El estudio
inmunohistoquimico de DOG-1 demostrd un porcentaje de positividad del 86.5% con
un patron de marcaje similar al de CKIT sin diferencias significativas, mientras que
PDGFRA se diferenci6 significativamente y presento un porcentaje de marcaje muy
inferior al resto, del solo 54,1%.

El analisis estadistico demostr6 una homogeneidad intramuestral mayor en el
andlisis de la muestras extraidas con el kit de Roche asi como un inicio de la
amplificacion méas temprano, al compararla con sus homdlogas extraidas con el kit de
Qiagen. Aunque estadisticamente no existe una diferencia significativa (p=0,069, test de
Wilcoxon) debido al limitado nimero muestral.

Al igual que se presenta en la literatura cientifica, el exén 11 de CKIT, present6 una
mayor frecuencia de mutaciones (44,8%), con un total de 13 muestras mutadas de 37
casos. Tras el exdn 11, el analisis del exdn 9 mostrd un porcentaje de muestras mutadas
del 25%, el exdn 13 un 18,8% de mutaciones mientras que para el exon 17 solo se
observo mutaciones en un 11,1% de las muestras analizadas. Respecto a PDGFRA, se
encontraron mutaciones del exén 12 en el 26,5% de las muestras. El exén 18, por su
parte presentd una tasa de mutaciones del 21,4%

Debido a que la secuenciacion permite un analisis mas detallado del tipo de
alteraciones moleculares encontradas, se observd en la serie una gran presencia de
polimorfismos de nucleétido simple silenciosos (SNPs). El 81,08% de los pacientes
presentd mutacion en CKIT o PDGFRA (30/37), de las cuales el 43,24% fueron
mutaciones activas (considerandose activa aquellas mutaciones que implican un cambio
en la funcionalidad de la proteina) y el 37,84% correspondié a pacientes con SNPs. El
18,92% restante de los pacientes no presentaron alteracién alguna en los genes
analizados (WT).

Lo més destacable del estudio de secuenciacion masiva fue el alto indice de

mutaciones silenciosas encontradas. Se describieron 88 SNPs silenciosos en los



diferentes exones estudiados de CKIT y PDGFRA. Treinta muestras del total analizadas
presentaron una 0 mas sustituciones silenciosas (81,1%). Varias de esas muestras,
presentaron a su vez coincidencia con mutaciones activas.

Dentro de las mutaciones silenciosas se encontr6 un mayor porcentaje de
sustituciones en el gen PDGFRA (93,18% de mutaciones) y concretamente en el exén
12 (80,68% de mutaciones). Cabe destacar la presencia de una alteracion repetitiva
presente en los codones 569 y 579 (ex6n 12, ¢.1707A>G/c.1737G>A) que se observé en
el 54 % de las muestras (20 de 37) de la que no consta referencia ni por tanto frecuencia
de aparicién por no haberse descrito previamente.

El porcentaje global de concordancia entra el HRM vy la secuenciacion, no presentd
una correspondencia estadistica, ya que valorando tanto las mutaciones activas y como

las mutaciones silenciosas s6lo se encontrd una equivalencia maxima del 60%.

CONCLUSIONES

1) Recomendamos la realizacion de un panel innmunohistoquimico con DOG-1 y
CKIT como herramienta para el diagndstico de los GISTs. El uso de PDGFRA,
no resulta fiable para el diagnostico certero de los GIST.

2) Aunque con un menor rendimiento en la extraccion, el método de extraccion
DNA Sample Preparation Kit de ROCHE presenta una mayor homogeneidad y
reproducibilidad en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.

3) Hemos hallado menor porcentaje de mutaciones en CKIT que lo descrito en la
bibliografia En el 81,08% de los tumores estudiados se hallaron mutaciones, de
las cuales el 43,24% correspondieron a mutaciones activas y el 37,84% restante
a variaciones silenciosas.

4) Describimos dos SNPs repetitivos en el exon 12 de PDGFRA en un 54% de los
pacientes que no han sido descritos previamente.

5) La concordancia obtenida entre el HRM y la secuenciacién masiva fue del
37,08% y aumento hasta un 60% al tomar en consideracion los SNPs.

6) El alto porcentaje de variaciones silenciosas crea la necesidad de utilizar otra
técnica distintas al HRM para el andlisis del perfil mutacional de los GIST, ya
que esta tecnologia no permite discriminar entre mutaciones activas y variacion

silenciosa.
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|. INTRODUCCION






El término GIST responde a la expresion inglesa “Gastrointestinal Stromal Tumor”.
Durante décadas esta neoplasia fue considerada como un tumor mesenquimal confuso, a
menudo  diagnosticado  errbneamente como  leiomiosarcoma, leiomioma 0
leiomioblastoma, y que, por tanto, respondian mal a tratamientos tanto con
quimioterapia como con radioterapia, susceptibles por tanto Gnicamente de respuesta a
la intervencion quirdrgica

En los ultimos 20 afios el manejo de esta enfermedad ha sufrido una revolucién
asombrosa, no sélo en el conocimiento de su etiologia, evolucion clinica y mecanismos
moleculares si no también en lo referente a su tratamiento. El descubrimiento de su
patogénesis molecular, asociada a la presencia de mutaciones en el gen CKIT, abrio el
camino hacia un diagndstico més certero y un tratamiento mas eficaz mediante el uso de
inhibidores especificos de la actividad tirosina quinasa como el STI 571 (Imatinib
mesilato, Glivec), utilizados hasta entonces Unicamente para el tratamiento de la
Leucemia Mieloide Cronica (LMC).



1.1 Sarcomas.

Los sarcomas son tumores de origen mesenquimal que se desarrollan
principalmente en el hueso y en los tejidos blandos. Son un grupo heterogéneo y poco
frecuente que suponen menos del 5% de las neoplasias de adultos y el 10% de los
tumores infantiles. Desde el punto de vista de su clasificacion histoldgica existen més
de cien variantes diferentes, mientras que desde el punto de vista molecular se agrupan

en dos tipos principales:

e Sarcomas con alteraciones génicas especificas. Generalmente se trata de
traslocaciones, como la t (11; 22) que fusiona los genes EWS y FLI1 en el
sarcoma de Ewing), o bien mutaciones puntuales especificas como el caso
de CKIT en los tumores del estroma gastrointestinal (GIST).

e Sarcomas con alteraciones genéticas inespecificas y cariotipos complejos.

1.1.1. Tumor del estroma gastrointestinal; GIST.

El término de GIST fue utilizado por primera vez en 1983 por Mazur y Clark(6),
para describir un tipo tumoral no epitelial del tubo digestivo. Estos tumores carecian
tanto de rasgos ultraestructurales de masculo liso como caracteristicas
inmunohistoquimicas de células de Schwann. No fue hasta 1998, sin embargo, cuando
Kindblom(7) vinculd estos tumores con una poblacion de células poco estudiadas, de
morfologia fusiforme y que se encuentran distribuidas a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal, las Células Intersticiales de Cajal (CIC) del plexo mientérico. Estas
células forman una red localizada en el plexo de Auerbach regulando la comunicacion
entre las neuronas Y las fibras musculares lisas y son necesarias para la regulacion de los
movimientos peristalticos intestinales (Figura 1). Segun algunos autores la célula
tumoral progenitora tendria la capacidad de diferenciarse indistintamente hacia una
célula muscular lisa o intersticial de Cajal(2). Aln no existe una evidencia demostrada
gue permita asegurar la presencia de estas células precursoras de los GIST, no obstante,
la hipotesis de su existencia y su vinculaciéon con el origen tumoral se sustenta en el
hecho de que desde el punto de vista inmunohistoquimico las CIC y los GIST presentan
marcadores celulares comunes como CKIT(4).Sin embargo, a pesar de este hecho, la

posibilidad de que exista un precursor comun es un debate que aun esta en discusion.
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1.1.1.1. Epidemiologia y manifestaciones clinicas.

Aunque su correcto diagnostico es relativamente reciente, los GIST se han
convertido en los tumores mesenquimales mas frecuentes del tracto gastrointestinal
(GI). Su incidencia en Espafia se estima en 457 casos al afio, es decir, 1,1 casos por cada
100.000 habitantes. Aun no existen datos concretos acerca de su prevalencia mundial
debido, principalmente, a que su diagnostico certero es muy novedoso; en general se
cree que representan entre el 1% y el 3% de los tumores malignos gastrointestinales
(www.seom.org), y que se dan alrededor de 6000 nuevos caso al afio en Estados
Unidos(8).

Los tumores del estroma gastrointestinal se pueden desarrollar en cualquier parte
del aparato digestivo, desde el esofago hasta el recto, aunque su localizaciébn mas
frecuente es en el estomago (60%) e intestino delgado (20-30%), especialmente en
yeyuno e ileon, siendo su incidencia en intestino grueso y eséfago sélo del 2 al 5%. Los
tumores del estroma localizados fuera del tracto gastrointestinal, como en vesicula biliar

0 pancreas, son excepcionales. Localizaciones mesentéricas, omentales o0



retoperitoneales, en la mayoria de los casos, se deben principalmente a extensiones del
tumor primario o0 a metastasis, mas que a un tumor primario(9).

Este tipo de tumor presenta una mayor incidencia en pacientes entre los 50 y los 60
afios, el diagnostico en pacientes menores de 40 afios resulta raro(10), aunque en la
literatura cientifica se han descrito casos de GIST pediatricos(11).La distribucién de los
GIST atendiendo al sexo de los pacientes ha generado un debate abierto, pues existen
trabajos que presentan una prevalencia significativamente mayor en varones(12),
mientras que otros andlisis defienden lo contrario(13).

Las manifestaciones clinicas de los GIST son muy variables y dependen del tamafio
y la localizacion del tumor. Generalmente, los de pequefio tamafio se suelen descubrir
de forma accidental cuando los pacientes son sometidos a pruebas de imagen o a
cirugias por otras causas. Sin embargo, los de gran tamafio (que pueden llegar a
presentarse como masas palpables en el abdomen) pueden cursar con distension
abdominal, sindrome oclusivo o anemia provocada por hemorragias de las mucosas del
tracto gastrointestinal.

Ademas de una entidad en si misma, los GIST pueden encontrarse como
componente de otros sindromes como la neurofibromatosis tipo |, la triada de Carney o

el sindrome familiar de GIST, en un 5% de los casos(9).

1.1.1.2. Histopatogénesis

Los GIST son tumores con tamafios heterogéneos, que pueden oscilar desde unos
pocos milimetros hasta mas de 30 cm, con una media entre los 5 y 8cm(14).En pieza,
presentan una forma redondeada, lobulada o multilobulada. Al corte macroscépico, son
tumores bien delimitados, no encapsulados y blangquecinos; pudiendo mostrar areas de
hemorragia, necrosis y, raramente, cambios quisticos.

Una de las principales caracteristicas microscépicas de los GIST -que los diferencia
histolégicamente de los leiomiomas, leiomiosarcomas y schwannomas- es que se trata
de tumores mucho mas celulares. Ademas, también presentan una actividad mitética
mas variable que la descrita para otros sarcomas gastrointestinales(15, 16).En cuanto a
su caracterizacion microscopica, se ha descrito que aproximadamente el 70% de los
GIST presentan un patron histolégico fusocelular, el 20% un patrén epitelioide y un 5%
corresponden a tipos mixtos (fusocelular y epiteloide). Ademas se han publicado

estudios que describen rasgos microscopicos relacionados con el origen tumoral, como



por ejemplo que la mayoria de los GIST intestinales presenten un patron fusocelular,

mostrando agregados eosindfilos PAS positivos de fibras de colageno con frecuentes

areas anucleares intratumorales(17-19).

Los GIST con diferenciacion fusocelular estan compuestos por células
dispuestas en un patrén de nido o mantos sélidos. Se caracterizan por presentar
ceélulas con una morfologia elongada, uniformes que poseen citoplasma palido,
eosinoéfilo, asemejando células musculares lisas. Los ndcleos son redondos, con
cromatina laxa y un nucléolo poco destacado, y en ocasiones, pueden presentar
en forma focal algunas células gigantes multinucleadas(20). Pueden observarse,
también, signos de reabsorcion con transformacion quistica, en los tumores de
gran tamafio (Fig.2a).

Los GIST con diferenciacion epitelioide poseen células con un aspecto
poligonal y un citoplasma acidéfilo bien definido. Mantienen una disposicion
homogénea, uniforme con nucleos redondos u ovales de cromatina laxa. Pueden
incluso adoptar una disposicion lobulada o en nidos que recuerdan a los tumores
epiteliales. Carecen de secrecion citoplasmatica pero con frecuencia poseen
vacuolas envueltas en densificacion protoplasmatica acidéfila a modo de ribete.
(Fig.2b).

GIST con variante mixta se combinan areas epitelioides y fusocelulares, incluso
se encuentran células de transicion que progresivamente van adoptando una
apariencia epitelioide a partir de formas fusiformes o viceversa. Basicamente
carece de significado pronostico y bioldgicamente su comportamiento es

semejante a los tipos puros.



Fig.2a: HE GIST Fusucelular

Fig. 2b: HE GIST Epitelioide

1.1.1.3. Patron de inmunotincion.

Desde que en 2002 se publicara la guia consenso del National Institute of Health
(NIH), el principal criterio histologico para clasificar un tumor como GIST es la
presencia de inmunomarcaje frente al CKIT que se considera positivo cuando se

observa la marca, de manera especifica, citoplasmatica y/o membranosa en las células



tumorales. EI marcaje debe de ser intenso, aunque se admite que algunos tumores
expresan la proteina con una tincion citoplasmatica més débil y difusa coexistiendo con
un patrén paranuclear (patrén Golgi-like) y en las membranas celulares con tincion
circunferencial ya sea completa o incompleta, (CKIT pharmDxTM-Interpretation
Manual). En uno u otro caso, la tincion debe presentarse en al menos el 90% de las
células tumorales(7, 21) (Fig.3a). Sin embargo, existen casos en los que la tincion es
mas débil, ademas de tener una menor concentracion de células positivas (20%-30%),
pudiendo, por tanto, ser motivo de confusion y deberan ser evaluados de modo maés
riguroso. De igual manera pueden darse casos en los que el inmunomarcaje frente a
CKIT sea negativo (5%) pero que deben de tenerse en consideracion(14, 22, 23), no
obstante, el hecho de quela inmunohistoquimica sea negativa pueda obedecer a motivos
distintos a la ausencia de mutaciones o de sobreexpresion de CKIT, como pueden ser la
escasez de representacion tumoral, la pérdida de antigenicidad por defectos en el
procesamiento histoldgico o bien alteraciones postratamiento. Ademas, existen algunos
tumores GIST que pueden mostrar una sobreexpresion de CKIT limitada a un
porcentaje escaso de células tumorales (5-20%), lo cual puede justificar algunos casos
inmunohistoquimicamente negativos(22, 24). Por tanto, aunque la expresion de CKIT es
una de las caracteristicas que mejor define a este tipo de tumores, al no tratarse de un
marcador celular o tumoral especifico no se considera un requisito imprescindible para
que un tumor sea diagnosticado como GIST.

En el tracto digestivo normal, la inmunoreaccién positiva al PDGFRA (Fig. 3b)
muestra una distribucion similar a la observada con otras proteinas, estando presente en
células ganglionares, fibras nerviosas y células de Schwann(25). En los GIST, el patron
de expresion del PDGFRA es variable pudiendo ser citoplasmatico, para nuclear (patrén
Golgi-like) o una combinacién de ambos(26). EI inmunomarcaje de PDGFRA se ha
considerado como no especifico y con escaso papel en el diagnéstico de GIST, sin
embargo, estudios recientes han demostrado que un patrén de tincién tipo Golgi, ya sea
para CKIT o PDGFRA pueden ser predictivos del estado mutacional(26-29).

Recientemente, ha surgido un nuevo marcador que parece mas eficiente para el
diagnostico de los GIST. Se basa en la expresion de un gen llamado “Discovered on
GIST” (DOGL1) descrito en estudios de expresion(30-32) (Fig. 3c).Aunque no se conoce
aun su funcidn en esta patologia, esta proteina esta expresada, segun la bibliografia, en
una mayor proporcion que CKIT en tumores GIST. DOG1 es, ademas, independiente

del estado mutacional de CKIT y no presenta cruzamientos con otros sarcomas debido a
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que su expresion es nula en la mayoria de estas neoplasias. DOGL1, por tanto, parece
presentar una mayor especificidad y sensibilidad que CKIT para el diagndstico certero
de tumores GIST(32-35).

Fig. 3% inmunotincion CKIT

A
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Fig. 3c: inmunotincion DOG-1
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1.1.1.4. CKIT y PDGFRA

CKIT y PDGFRA son proteinas transmembrana (glicoproteinas) que pertenecen a
la subclase 111 de la familia de receptores tirosina quinasa(36). Esta familia de proteinas
se caracterizan por tener una estructura molecular especifica (Figura 4), que consiste en
un dominio extracelular (EC) con cinco regiones de tipo Ig-like, una Unica region
transmembrana (JM) y un dominio intracitoplasmatico con actividad tirosin quinasa
(TK). Este dltimo esta dividido por un puente hidrofilico en una region unida a
adenosin-trifosfato (TK1) y una region fosfotransferasa (TK2)(37).Ambos genes se
localizan en el cromosoma 4 (4g911-12), proximo al gen del receptor de crecimiento
epidérmico (EGFR)(38, 39).

KIT PDGFRA

Dominio extracelular
(1g-like 5) (EC)

(™™)

e .
TK TK

1 1

Dominio

yuxtamemmbrana

JM

M) TK TK

2 2

Figura 4: Representacion esquematica de la estructura de CKIT y PDGFRA.

El ligando para CKIT se conoce como factor de crecimiento de células madre (stem
cell factor, SCF) y el ligando para PDGFRA se conoce como PDGF. La activacion del
receptor, por unién con sus ligandos, se produce como consecuencia de un proceso de
homodimerizacion que provoca una serie de cambios estructurales en el receptor, que
determinan una activacion del dominio con actividad quinasa y la fosforilacion posterior
de diversas proteinas. El resultado final es el inicio de una serie de sefiales que actlan
sobre procesos cruciales del ciclo celular, como la proliferacion celular, la adhesién, la

12



apoptosis y la diferenciacion.(9, 40) Las mutaciones en el gen CKIT y de PDGFRA
permiten la autofosforilacion intracelular del receptor que implica una activacion
constitutiva en ausencia de ligandos, y por tanto una alteracion en el ciclo celular. (Fig.
5)

Abnormal sell-activation
rasubling from mutation

Mormal activation by stem cell tactor

3CF BCF

THE O o o il o G ) O

Cpiapiasm

KT KIT

Regulated signaling Unragulated, conatitutve
cascade signaling cascade

s 3

Figura 5: representacion esquematica de la activacién de CKIT en presencia de ligando SCF y

como resultado de una mutacion. Figura adaptada de www.gistespafia.es

La mayoria de los GIST se caracterizan molecularmente por presentar mutaciones
en CKIT (60-80%) o PDGFRA (5-15%). (1-4) La distribucién y tipo de mutacién
pueden afectar al grado de la activacion constitutiva de la proteina(5), lo que a su vez se
genera diferencias en el crecimiento y la agresividad del tumor.

Las mutaciones en CKIT se producen principalmente en el exdn 11(65,7%) seguido
del exdn 9 (11%). El resto de exones presenta tasas de mutacién muy bajas, como un
0,9% en el exon 13 o un 0,5% en el exon 17 (Fig. 6a)(10). Basandonos en el locus
donde se producen las mutaciones, se pueden dividir en dos categorias principales:
mutaciones que se dan en el dominio regulador del receptor (EC y JM) y mutaciones en
el dominio enzimatico (TK1 y TK2). La mayoria de las localizadas en el dominio JM
consisten en deleciones 0o mutaciones puntuales y afectaran a la autorregulacion y a la
activacion espontanea(37).

En el afio 2003,el grupo del doctor Heinrich(39)describid que la mitad de los GIST
gue no presentaban mutaciones en CKIT, si las presentaban en el PDGFRA. La mayoria

de estas mutaciones afectan al dominio TK2 en el exon 18, siendo el mas afectado con
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el 6,9% de los casos diagnosticados de GIST. Le sigue en frecuencia el exon 12 (2,5%)
y el exdén 14 (0,5%). (Fig. 6b)(10, 23, 37).

KIT PDGFRA

-

-

-

-

- «— Exon 8 (1 case)

| «— Exon 9 (9.1%) '

+— Exon 11(59.6%) +— Exon 12 (2.5%)
“— Exon 13 (1.9%) +— Exon 14 (0.5%)
«— Exon 17 (0.8%) _ «— Exon 18 (6.9%)

Figura 6: Distribucion de las principales mutaciones encontradas en los genes de CKIT y

PDGFRA.Adaptada de www.gistsupport.org

1.1.1.5. Tratamiento del GIST

El tratamiento de eleccion, siempre que sea posible, es la extirpacion quirdrgica
completa del tumor. En ocasiones, puede ser necesaria la reseccion de Organos
adyacentes para lograr la eliminacion completa del tumor. La rotura del tumor (R1),
antes o durante la intervencion entrafia un mal prondstico. Las grandes limitaciones del
tratamiento quirdrgico de los GIST primarios son su aparicion en localizaciones
anatomicamente complicadas o la presencia de tumores de gran tamafio.

Antes de la aparicion de la terapia molecular dirigida con los inhibidores selectivos
de la actividad tirosina quinasa (TKI), los esfuerzos para tratar los GIST con
quimioterapia convencional fueron ineficaces. La extrema resistencia que presenta este
tipo de tumores ha llevado al acuerdo de que la quimioterapia convencional no aporta
ningun beneficio en el tratamiento primario de los tumores del estroma gastrointestinal
(128).

14



Sin embargo, la aprobacion por la FDA (Food and Drug Administration) y la
EMEA (European Medicines Agency) del uso del Mesilato de Imatinib (Gleevec,
Novartis, Basel, Switzeland) para el tratamiento de pacientes con GIST CKIT positivos
inoperables 0 metastaticos, ha supuesto un grandisimo avance en la lucha contra esta

patologia.

1.1.1.5.1. Imatinib

El mesilato de Imatinib es un inhibidor selectivo de la actividad tirosina quinasa
(TKI) de CKIT, PDGFRA, PDGFRB y ABL. Originalmente se desarrollo para el
tratamiento de la leucemia mieloide crénica provocada por la fusién oncogéenica BCR-
ABL(41). Recordemos que los GIST se caracterizan por una sobreexpresion del
receptor CKIT, generada en la mayoria de los casos por una mutacion en los proto-
oncogenes CKIT o PDGFRA(39, 42).

El Imatinib es un derivado de la 2-fenilaminopirimidina. Actia especificamente
bloqueando el lugar de unidn para el ATP de las quinasas, por lo que inhibe la capacidad
de ésta para transferir grupos fosfatos desde el ATP y residuos de tirosina fosforilados a
las proteinas sustratos, lo que a su vez, interrumpe la transduccion de las sefiales
necesarias para la proliferacion celular.

Los primeros estudios de fase Il y fase Il presentaron una alta tasa global de
respuesta y una excepcionalmente buena tasa de supervivencia libre de progresion en
pacientes con GIST inoperables 0 metastasicos, asi como una respuesta objetiva en mas
del 50% de los pacientes (NCCN.org).Tras comparar una dosis de 400mg/dia con otra
de 800mg/dia en dos ensayos clinicos randomizados Fase Ill en pacientes con GIST
metastaticos CKIT positivos (EORTC-ISG-AGITG y NASG-S0033), se establecid una
dosis de 400 mg/dia, al no encontrar diferencias en la supervivencia global (SG) con la
dosis de 800mg/dia pero presentando perfiles de toxicidad mas aceptables.

En los ensayos clinicos, pacientes con mutacion en el exdn 11 de CKIT presentan
mejores tasas de respuesta y un mayor tiempo hasta progresion y de supervivencia
global comparandolos con pacientes que tenian mutacion en el exdn 9 o pacientes wild-
type (no mutado) para CKIT y PDGFRA(39).

Gracias a los avances en el conocimiento de la biologia tumoral y al desarrollo de

nuevos farmacos se ha mejorado mucho en el abordaje terapéutico de esta enfermedad.
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1.1.1.5.2. Otros farmacos utilizados en el tratamiento del GIST

Se han descrito dos tipos de resistencias al uso del imatinib en los Gltimos afios. La
resistencia primaria, que se presenta entre un 10-20% de los pacientes y que se
relaciona, principalmente con tres factores; la presencia de mutacién en el exén 9 de
CKIT, la mutacion en el exén 18 de PDGFRA o la ausencia de mutacion para ambos
genes(43).

La llamada resistencia secundaria ocurre cuando se produce una progresion tumoral
después de mas de seis meses de respuesta clinica al tratamiento. Este tipo de resistencia
se atribuye a la aparicion de nuevas mutaciones en CKIT o PDGFRA(43-45).

Para poder tratar estas resistencias, se han desarrollado nuevos farmacos
inhibidores de la tirosin quinasa, que actian mediante mecanismos distintos al imatinib.

El sunitinib es un inhibidor de la tirosin quinasa multidiana que, en un reciente
estudio fase Ill, demostré una mejora significativa del tiempo hasta progresiéon (27,3
frente a 6,4 semanas) y una mayor supervivencia global estimada en pacientes con
resistencia o intolerancia a imatinib(46).La actividad clinica del sunitinib en pacientes
resistentes al imatinib, esta claramente influenciada por el dominio del receptor CKIT
donde tenga lugar la mutacion. Sunitinib produce una mayor respuesta en pacientes con
mutacion primaria en el exdn 9 respecto a aquellos que la presentan en el exén 11 de
CKIT (58% frente al 34%)(43).

Los inhibidores de la tirosina quinasa de segunda generacion como son el sorafenib,
nilotinib, dasatinibo regorafenib (de disefio muy reciente) han demostrado actividad

terapéutica en pacientes con resistencia al imatinib y al sunitinib(43).

1.2. Metodologia para la deteccion de mutaciones
Aunque existen multitud de técnicas que se pueden utilizar para el analisis de

mutaciones, en el siguiente apartado se resumen brevemente las utilizadas en el estudio

realizado.

1.2.1. Curvas de fusiébn de alta resolucion (High
ResolutionMelting)
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El analisis de la curva de fusion de un fragmento de ADN, mediante lecturas de alta
resolucion (HRM) es una nueva tecnologia desarrollada en 2002 por Idaho Technology
en colaboracion con la Universidad de Utah(47). Su aplicacién en Biologia Molecular
ha supuesto un gran avance pues permite caracterizar de una manera mas facil y sencilla
diferencias genéticas entre distintas muestras; pudiendo aplicarse en el genotipado de
SNPs, andlisis de mutaciones, identificacion de especies o el analisis de la metilacion
del ADN.

La base fundamental del HRM es la propiedad de desnaturalizacién o fusion de la
doble hebra de ADN, en condiciones de pH y calor muy concretas. Esta tecnologia se
basa en el calculo concreto de la temperatura de desnaturalizacion de distintos
fragmentos de ADN.

Los puentes de hidrégeno son una de las fuerzas electroestaticas que ayudan a
mantener la estructura de doble hélice del ADN. Estos puentes se producen entre las
bases nitrogenadas de los distintos nucleétidos y se consideran fuerzas débiles que
interaccionan de forma distinta dependiendo de qué bases estén implicadas en el enlace.
Mientras que entre la adenina y la timina (A-T), se produce un enlace sencillo, la
guaninay la citosina (C-G) generan un triple enlace. Por tanto, regiones ricas en C-G, se
encuentran mas fuertemente unidas que aquellas que poseen una mayor proporcion de
A-T. La rotura de estos puentes provoca el desenrollamiento (desnaturalizacion) de la
doble hélice, ya sea parcialmente, de manera que parte de la molécula todavia conserve
la estructura de doble hélice, o bien de manera absoluta, dando lugar a dos hebras
sencillas de ADN. Cada molecula de ADN (a un pH determinado) tiene una temperatura
de desnaturalizacion caracteristica, denominada punto de fusion (Tm). La Tm se define
como la temperatura a la cual la un 50% de la secuencia de ADN se encuentra
desnaturalizada (Fig. 7). Esta temperatura dependera de factores como la longitud de la
cadena, contenido en GC y de la secuencia de nucleétidos(23). Cuanto mayor es el
contenido en guanina y citosina, mas alto serd el punto de fusién del ADN. Asi la
determinacion de la temperatura de fusion de una muestra de ADN, en condiciones de
pH y fuerza ibnica controladas, es caracteristica de dicho fragmento y puede
proporcionar una estimacion de su composicién en bases(48).

El anélisis de curvas de fusion de alta resolucion se lleva a cabo sobre muestras de
ADN de doble cadena. En un primer paso se realiza una amplificacion de la region de
interés mediante una PCR-RT. Posteriormente comienza el analisis mediante HRM. El

proceso consiste en un preciso calentamiento del producto de la amplificacion del ADN
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desde 50 °C hasta 95 °C. Al alcanzar la temperatura de fusion las dos hebras de ADN se
separan y la transicibn del ADN de doble cadena al ADN de cadena sencilla
desnaturalizado se cuantifica mediante fluorescencia. Los marcadores fluorescentes
intercalantes, sélo son activos cuando se encuentran unidos al ADN de doble cadena de
modo que en la primera etapa del HRM habra un alto nivel de fluorescencia debido a la
alta concentracion de copias de doble cadena. Posteriormente, a medida que la muestra
se va calentando y las dos hebras de ADN se separan, disminuira la concentracion de
fluorocromos activos y por lo tanto la fluorescencia. Los equipos de HRM tienen
camaras especializadas en capturar y medirla fluorescencia. Posteriormente, mediante
un software de analisis se generan graficos con las curvas de fusion, que muestran la

variacion de fluorescencia frente a la temperatura (Fig.7).
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Figura7: Representacion de la temperatura de fusién (tm) de una molécula de ADN.

El analisis de curvas de fusion de alta resolucion (HRM) presenta varias ventajas
sobre otras técnicas para el estudio de mutaciones:

e Rapidez y potencia: el analisis se realiza instantaneamente después de una

PCR y es capaz de detectar el simple cambio de un aminoacido en un 5% de

la muestra(49).
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e Al realizarse toda la técnica en placas capilares y de una sola vez se
disminuye considerablemente el riesgo de contaminacion (50).

e El andlisis es muy sencillo, no requiere una normalizacion/calibracion previa
a la deteccion de mutaciones.

e Es un método no destructivo, lo que permite realizar otros analisis, por

ejemplo electroforesis en gel o secuenciacion, de las mismas muestras(51).

1.2.1.1. Colorantes intercalantes

Para monitorizar la desnaturalizacion del ADN de doble cadena a ADN de cadena
simple se utilizan colorantes intercalantes. Estos tintes muestran distinta emision de
fluorescencia dependiendo de si se encuentran unidos al ADN de doble cadena (donde
la emision de fluorescencia es maxima) o de cadena simple (en las cuales la emisién es
minima). (Fig.8)
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Figura 8: Esta grafica representa la fluorescencia frente a la temperatura. Representa como al
principio tenemos las dos cadenas unidas y un maximo de fluorescencia, pero a medida que la
temperatura aumenta, las dos hebras se van separando y la fluorescencia desciende hasta que se
alcanza la temperatura de desnaturalizacion. Superada ésta y alcanzada la desnaturalizacion total
no habra emision de fluorescencia por parte de los colorantes intercalantes.

Hay varios tipos de colorantes intercalantes, con propiedades claramente diferentes:
e SYBR Green | fue el primer colorante utilizado en HRM. También utilizado en

la tincion de ADN para el anélisis por electroforesis de productos de PCR, o
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como fluorocromo utilizado como medio de visualizacion directa de los
productos de la PCR en tiempo real.

Esta molécula se introduce en la estructura secundaria de la doble hélice del
ADN vy se acopla energéticamente a los acidos nucleicos que lo forman, de
manera que se incrementa su tasa de emision fluorescente. EI complejo
resultante ADN-SYBR Green presenta el pico de absorcion en L =498 nm y el
pico de emision en L = 522 nm (correspondiente a la zona verde del espectro, de
ahi su nombre).

Este colorante presenta dos grandes inconvenientes, no puede ser utilizado en
concentraciones de saturacion ya que inhibiria la PCR y el hecho de que una vez
gue comienza la desnaturalizacion, se redistribuyen a lo largo de la doble hebra,
de modo que no permite el seguimiento exhaustivo de la desnaturalizacion.
Algunos investigadores han desalentado el uso de SYBR Green para el HRM
proponiendo el uso de nuevos tintes LC verde y LC Green Plus, Resolight,
EvaGreen, Chromofy SYTO, HRM dyes de Roche, que se encuentran
disponibles en el mercado y se han utilizado con éxito en analisis de curvas de
fusion(52) (Fig.9a).

Colorantes de 22 generacion o saturantes. Presentan la ventaja de no inhibir la
ADN-polimerasay no alteran la temperatura de fusion de los productos de
PCR: LC verde y LC Green Plus, Resolight, HRM dyes de Roche.

Ademas, estos colorantes no difunden de nuevo a la doble hebra de ADN pues
ya se encuentra saturada, lo que va a permitir seguir mejor el proceso de
desnaturalizacion. (Fig. 9b)

Otro tipo de colorante utilizados en el HRM son los release-on-demand
(liberacion a demanda). Pueden ser afiadidos en concentraciones no saturantes.
Se debe a un novedoso metodo de fluorescencia de emision, cuando el colorante
esta en disolucidn esta en equilibrio entre la forma inactiva y la activa y la unida
a la doble hebra de ADN que es donde muestra la maxima fluorescencia. (Fig.
7c)
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Figura 9: Representacidn de las diferentes clases de colorantes intercalantes.

1.2.1.2. Aplicaciones de la HRM

A) Deteccion de mutaciones:

Si se comparan dos muestras de pacientes diferentes, siempre que ambos posean
una secuencia idéntica, las curvas de fusion de ambos deberdn poseer la misma forma.
Sin embargo, si una de las muestras presenta alguna alteracion la temperatura de fusion
de las hebras cambiard, produciendo curvas de fusion diferentes. Aunque la diferencia
sea pequefia, tal vez de una pequefia fraccion de grado, la tecnologia aplicada tiene la
potencia suficiente para resolver a “alta resolucion” los cambios de fluorescencia,
capacitandolo para documentar con precision estos cambios y por lo tanto, determinar si
existe 0 no una mutacion(Fig.10). Son muchos los articulos que hacen referencia al uso
de esta técnica como meétodo de deteccion de mutaciones aplicandola al estudio de
diversos genes: como KRAS(49, 53), EGFR(54-56), BRCAl1 y BRCA2(57, 58),
PDGFRA(4), CKIT(2).
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Horm. Fluoro.

Wild type controls

HCT-116:

heterozygous 38 G>A
(G13D)
RPMI 8226:
heterozygous
A549: 35 G>C (G12A)
homozygous 34
G>A (G128)

RPMI 8226:
heterozygous
35 G>C (G12A)

HCT-116:
heterozygous 38 G>A
(G13D)

A549:
homozygous 34
G>A (G12S)

Figura 10: Deteccién de mutaciones en KRAS por HRM. Figura adaptada de Krypuys M et al.BMC
Cancer2006,6:295(49).

Debido a la configuracion bialélica de los genes, el analisis de mutaciones mediante
HRM plantea tres posibles escenarios:
1. Que ningun alelo contenga mutacion.
2. Que uno de los dos alelos esté mutado.
3. Que ambos alelos contengan mutacion.
Estas tres posibilidades son conocidas como “tipo salvaje”, “heterocigoto” u
“homocigoto”, respectivamente. Cada uno dara una curva ligeramente diferente que

podra ser distinguida mediante un ensayo de HRM. (Fig. 11)
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Figurall: Representacion de las curvas de fusidn para muestras homocigotas, heterocigotas y tipo

salvaje de un mismo exén.

B) Método de tipificacion de SNP (single-nucleotide polymorphism).

HRM fue inicialmente desarrollado para la deteccion de SNP (Fig. 12)(59).Los
métodos convencionales son largos y costosos, el HRM es mas rentable y reduce la
necesidad de disefiar varios pares de cebadores y de comprar costosas sondas(50, 60,
61).
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Figura 12: Curvas de fusién de alta resolucién de dos muestras que presentan un Unico cambio

de base en la secuencia de ADN.

C) Pruebas de zigosidad:

El uso de HRM reduce el tiempo necesario para el anélisis(62).

D) Epigenética:

El andlisis de curvas de fusion de alta resolucion también ha sido aprovechado

para realizar un analisis rapido del estado de metilacion del ADN(51, 63).
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1.2.2. Secuenciacion

En los afios 70, se produjo un gran avance en la biologia molecular debido al
descubrimiento de los primeros metodos de secuenciacion. Todos los métodos de
secuenciacion comparten caracteristicas comunes, como son la necesidad de separar los
distintos fragmentos de ADN de tamafio variado y el marcaje de los mismos bien por
métodos radioactivos o fluorescentes, de manera que permita determinar la secuencia

nucleotidica exacta del fragmento en estudio.

1.2.2.1. Métodos clasicos de secuenciacion

Dentro de los métodos de secuenciacion considerados como clasicos encontramos
dos tipos, el de degradacion quimica de Maxam y Gilbert(64) y el método enzimatico o

método de Sanger.

1.2.2.1.1. Método de degradacion quimica, Maxam y Gilbert,
1977(64)

En el método quimico de secuenciacion, un fragmento de ADN se marca en uno de
sus extremos con fésforo o azufre radiactivo por acciéon de la enzima polinucledtido-
quinasa. Ambos extremos se separan mediante una enzima de restriccion.

Posteriormente se rompen estos fragmentos, no mas de una o dos veces por
molécula, con reacciones quimicas especificas para cada una de las cuatro bases: se
hacen cuatro alicuotas y se tratan cada una de ellas con un compuesto quimico que
modifique una de las cuatro bases, aproximadamente una vez por molécula de ADN. Un
tratamiento posterior con piperidina producird la rotura de la cadena alli donde la base
habia sido alterada generando fragmentos marcados radiactivamente hasta el primer
lugar de rotura de la molécula (los restos no se podran detectar al no estar marcados).
Tras ello se analizan los fragmentos generados (ADN monocatenario marcado) en geles
desnaturalizantes, separando los productos de las cuatro reacciones en cuatro carreras
electroforeéticas distintas, una al lado de la otra.

Los fragmentos son visualizados mediante el empleo de una autoradiografia del gel,
proporcionando una serie de bandas oscuras, correspondientes a los fragmentos

marcados con el radiois6topo y de ahi podemos inferir la secuencia (Fig. 13)
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Figura 13: Esquema del método de Maxam y Gilbert con marcaje radiactivo con fosforo-

32 para el ndcleotidoguanosina.

1.2.2.1.2. Método enzimatico de Sanger, Nicklen y Coulson, 1977

El método de Sanger(33) se basa en el uso de la ADN-polimerasa para sintetizar
cadenas de ADN con una terminacion especifica. Con este método se generan
fragmentos de ADN de todos los tamafios posibles que se puedan distinguir entre si, por
el tipo de marcaje que llevan o por la incorporacion de un terminador especifico ADN-
polimerasa. Entre los componentes de la reaccion se incluyen nucle6tidos que no tienen
un grupo hidroxilo en su extremo 3’ (ddNTP), para poder obtener una terminacion
especifica en las cadenas. Una vez que el ddNTP se incorpora como el residuo terminal,
evita que la cadena de ADN sintetizada continle extendiéendose. De esta forma, se
sintetizan cadenas de todos los tamafios, para cada tipo de ddNTP. Posteriormente, los
fragmentos se separan mediante electroforesis. La incorporaciéon previa de un dNTP
marcado radiactivamente permite la visualizaciéon de los fragmentos mediante
radiografia. Mediante la lectura consecutiva de las bandas se obtiene la secuencia

nucleotidica del fragmento analizado. (Fig. 14)
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Figura 14: Representacion esquematica de los principales pasos en la secuenciacion de
Sanger.

1.2.2.2. Secuenciacion automatica

Distintos hallazgos en la década de los 80, como las mejoras en las polimerasas, 0
la PCR marcada con fluorescencia, contribuyeron al desarrollo de equipos
automatizados capaces de determinar miles de bases de secuencia por dia. Este sistema
permitié automatizar el proceso de manera que fue posible leer al mismo tiempo los
distintos fragmentos de ADN de nueva sintesis y posteriormente posibilito su analisis y
valoracion mediante un equipo informatico.

En 1986, Smith et al.(65) describieron una técnica de secuenciacion automatizada,

basada en la secuenciacion de Sanger, mediante la terminacion especifica con cuatro
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fluorocromos diferentes. La mezcla de los productos de la PCR se cargaba en un unico
carril de gel en tubo, y se usaba un detector Optico para determinar la absorcion de cada
banda. Esta informacion se transferia directamente a un ordenador que permitia obtener
informacidn precisa de hasta 200 pares de bases (pb).

Posteriormente, se experimentd con el uso de equipos que tenian un detector éptico
capaz de leer la informacion de cuatro carriles, de modo que era posible obtener
informacién precisa de mas de 400 pb, usando s6lo un marcador fluorescente y
separando las cuatro reacciones.

En 1994, se describio el uso de la polimerasa termoestable “SequiTherm”, que era
capaz de sintetizar fragmentos grandes con terminacion especifica. Esto permitio
determinar hasta 1000 bases de una secuencia por reaccion(66) y supuso un gran
avance, porque hasta el momento, la informacion que se obtenia despues de unas 400 pb
de secuencia era dificil de interpretar y susceptible a error. La excepcion eran reacciones
de secuenciacion utilizando la polimerasa T7, la cual permitia obtener hasta 700 pb de
secuencia con 99% de precision, pero con el gran inconveniente de no ser
termoestable(67).

1.2.2.3. Otros métodos de secuenciacion automatizada.

1.2.2.3.1. Pirosecuenciacion.

Se trata de una técnica para la secuenciacion de fragmentos cortos de ADN,
generalmente empleada en la busqueda de mutaciones y polimorfismos. Se caracteriza
por la adiciéon secuencial de los distintos nucleétidos. Cuando el nucleétido que se
afiade es el complementario a la cadena molde, la ADN-polimerasa cataliza la union de
éste a la cadena, liberando pirofosfato (PPi). La ATP sulfurilasa convierte el PPi en ATP
en presencia de APS (adenosina 5 fosfosulfato). Este ATP sirve de mediador en una
reaccion secundaria acoplada a la extension del ADN que lleva a cabo la luciferasa. Esta
enzima convierte la luciferina en oxiluciferina, emitiendo luz en presencia del ATP
generado desde el PPi. La cantidad de luz emitida es, por tanto, directamente

proporcional al nimero de dNTPs afiadidos.
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1.2.2.3.1.1. Secuenciacién de nueva generacion.

El desarrollo en los ultimos afios de las denominadas tecnologias de secuenciacion
masiva permite actualmente obtener millones de secuencias de ADN a una velocidad sin
precedentes y a un coste cada vez méas reducido. Estas tecnologias estdn permitiendo la
consecucion de logros cientificos trascendentales, con la identificacion de nuevos genes
y la resolucion de las bases genéticas de enfermedades. Su potencial ha permitido el
desarrollo de nuevas aplicaciones y pruebas biologicas que van a revolucionar, en un
futuro préximo, el diagnostico.

En este apartado vamos a describir una tecnologia concreta de secuenciacion
masiva basada en la pirosecuenciacién. Esta tecnologia, desarrollada por ROCHE®,
permite la secuenciacion de hasta 100.000 fragmentos independientes en un solo
experimento, y ademas en un equipo disefiado para uso en pequefios laboratorios. La
tomamos como ejemplo de la secuenciacibn masiva, ya que como Se vera
posteriormente es la tecnologia que se ha utilizado para el desarrollo de este trabajo de
tesis doctoral.

El ADN generado en una PCR convencional se aisla y se fragmenta para ligarle
adaptadores especificos y separarlo en hebras sencillas (Fig. 15a). Los fragmentos
producidos se unen a microperlas en condiciones que favorezcan la unién de un solo
fragmento por microesfera (Fig.15b). Las perlas se aislan y compartimentan en gotitas
de una emulsién de aceite que contiene la mezcla de productos necesarios para llevar a
cabo una reaccion de amplificacion. Cada microesfera, por tanto, contendré tras la PCR
maultiples copias de un so6lo fragmento concreto de ADN (Fig. 15c). Posteriormente, la
emulsion se rompe y las hebras de ADN se desnaturalizan. Las perlas unidas a los
productos de PCR se depositan en los pocillos de un portaobjetos de fibra dptica. En
cada pocillo se afiaden ademas perlas mas pequefias que llevan inmovilizadas las
enzimas necesarias para una reaccion de pirosecuenciacion(Fig. 15d). El proceso de
secuenciacion, la captura de imagenes y su interpretacion estd automatizado. El
secuenciador vierte automaticamente sobre los pocillos los reactivos necesarios y un
tipo de nucledtido cada vez. La ADN polimerasa afiade los nucledtidos dependiendo de
la secuencia que actia como molde y se emite luz con una intensidad proporcional al
numero de nucleotidos incorporados a la nueva cadena (Fig. 15f). El secuenciador
consta de un sistema 6ptico que recoge el patron de destellos luminosos que se emiten y

gue se como incorporacion o no de nucle6tidos y su nimero.
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Fig.15: Tecnologia del secuenciador 454. Figura adaptada del articulo: The development and impact
454 sequencing. Jonathan M Rothberg and John H Leamon. Nature Biotechnology, vol 26 n10, Oct
2008(40).

a) Cadenas de ADN desnaturalizadas, b) fusién de cadenas individuales en microperlas, c) perlas
aisladas y compartimentadas en una emulsion con los productos necesarios para la PCR, d) perlas
depositadas en el portaobjetos junto con perlas mas pequefias que contienen las enzimas de reaccion, e)
portaobjetos de fibra Optica donde se depositan las perlas para llevar a cabo la reaccion, f) partes del
secuenciador 454.
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1I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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A la vista de los datos expuestos en la introduccion nos planteamos la siguiente
hipdtesis: El analisis de las curvas de fusion por alta resolucion puede ser una
herramienta Optima para la deteccion de mutaciones en los tumores del estroma
gastrointestinal en el devenir diario de la anatomia patologica, al ser una metodologia

sencilla, rapida, barata y con una altisima sensibilidad.

Con el fin de evaluar la citada hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Realizacion de técnicas inmunohistoquimicas para los marcadores CKIT,
PDGFRa, DOG-1 en una serie de pacientes diagnosticados de GIST.

2. Realizacion del analisis molecular de las curvas de fusion de alta resolucion
para los genes CKIT y PDGFRA en todos los casos.

3. Correlacionar los resultados inmunohistoquimicos para CKIT, PDGFRA y
DOG-1 con los hallazgos mutacionales para CKIT y PDGFRA obtenidos
mediante HRM.

4. Confirmar los resultados de HRM mediante métodos de secuenciacion masiva

Como objetivo secundario nos planteamos:

a) Establecer el método 6ptimo de extraccion y purificacion de ADN para
el estudio mutacional mediante HRM de los tumores a partir de muestras

clinicas.
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11l. MATERIAL Y METODO
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3.1. Muestras:

Con el fin de evaluar una nueva herramienta en el analisis de mutaciones de CKIT
y PDGFRA nos servimos del Biobanco de muestras sélidas del Departamento de
Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV)
perteneciente al Biobanco de la Comunidad de Cantabria. Se seleccionaron un total de
50 muestras previamente diagnosticadas de tumor del estroma gastrointestinal (GIST).
La busqueda se realizd en la base de datos informatizada (LIS) del servicio entre los
afios 1993 y 2011 ambos inclusive. Todos los casos habian sufrido el procesado
rutinario de fijacion en formol, deshidratacién e inclusion en parafina. Es preciso
destacar que hasta el afio 2000 no se us6 de manera constante formol tamponado al 4%
y un tiempo preestablecido no mayor de 24 horas para la fijacion.

De cada paciente se reviso su historia clinica y se recopilaron los datos esenciales
para el estudio referidos a edad, sexo, diagnoéstico, localizacion del tumor, seguimiento
y tratamiento recibido. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) de Cantabria.

Se visualizaron nuevamente todas las preparaciones histoldgicas tefiidas con
Hematoxilina y Eosina de los diferentes casos por dos patologos independientes con dos
objetivos principales, en primer lugar confirmar el diagnostico previo (ya que se basaba
en diagnosticos de diferentes patologos) y en segundo lugar elegir un blogue en el que
tuviéramos una mayor representacion de células tumorales. Como controles negativos
se seleccionaron casos con representacion tisular representativa de las diferentes
localizaciones y ausencia de tumor.

Para cada uno de los casos se realiz6 el siguiente protocolo:

1. Inmunotincion para la expresion de KIT, PDGFRA y DOG1 (marcadores
basicos de GIST)

2. Extraccion de ADN

3. PCR a tiempo Real y analisis por curvas de fusion de alta resolucion
(HRM)

4. Secuenciacion de los principales exones de los genes en estudio mediante

técnica de secuenciacion masiva.
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3.2. Inmunohistoquimica

A partir de los bloques de parafina se realizaron cortes de tres um y se colocaron
sobre portaobjetos pretratados IHC FlexTM (DAKO, Glostrup, Dinamarca). Los cortes
se desparafinaron y se pretrataron simultdneamente en el buffer Envision FlexTM
Target RetrivalSolution High pH (DAKO) durante 20 min en el equipo ptLINK
(DAKO) a 95°C.

Una vez sometidos a la recuperacion antigénica, los portas se colocaron sobre
rejillas especiales y se realizé la inmunotincion de manera automatica en el equipo
AutostainerLink 48 (DAKO, Glostrup. Dinamarca). Se utilizaron los anticuerpos
monoclonales frente CKIT (A4502, DAKO, Dinamarca), PDGFR alfa (C-20, Santa
Cruz Biotechnology, Inc, California) y DOG1 (PA0219, Novocastra Laboratories Ltd,
Newcastle- Upton-Tyne, UK) (tabla 1) utilizando FLEX+, Mouse, High Ph,(Link)(Cod
K8002, DAKO) como kit de revelado.

La Dra. Clara Caballero, del servicio de Anatomia Patologica del HUMYV, fue la
encargada de llevar a cabo la evaluacion histopatologica de las muestras asi como la
cuantificacion de las técnicas inmunohistoquimicas. Se consideré como positivo para
ambos anticuerpos la presencia de inmunotincion en al menos un 10% de las células

tumorales.

Tabla 1: Anticuerpos utilizados en la validacion inmunohistoquimica.

Anticuerpo Clon Dilucién Casa Comercial
DOG-1 K9 1/100 Novocasta Laboratories Ltd
CD117 A4502 1/100 DAKO

PDGFR-a C-20 1/400 Santa Cruz Biotechnology, Inc

3.3. Extraccion y purificacion de DNA

Con el fin de determinar el procedimiento de extraccion que nos ofreciera un mayor
rendimiento y una mayor pureza, se realizd un ensayo piloto con 10 muestras que
habian sido fijadas y procesadas en las mismas condiciones que las del estudio extraidas
bajo tres procedimientos distintos. Para todos ellos se realizaron entre 15 y 20 secciones

de cinco micras de grosor de cada blogue en el ensayo y se incluyeron por triplicado.
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3.2.1. Extraccién con QlAamp® DNA mini kit (QIAGEN, Cat.
No. 51306)

. Se afiadieron1200pL de xilol y mezclamos en agitacion hasta la completa
disolucion. Centrifugamos a maxima potencia (12.000 rpm) y temperatura
ambiente durante cinco minutos. Eliminamos el xilol con cuidado de no
arrastrar el sedimento.

. Afadimos 1200uL de etanol absoluto sobre el sedimento y mezclamos en
agitacion. Centrifugamos a maxima potencia (12.000 rpm) y temperatura
ambiente durante cinco minutos. Descartamos el etanol con cuidado de no
arrastrar el sedimento. Este paso se repitié dos veces

Incubamos a 37°C durante 15 minutos para eliminar los restos de etanol.

. Anadimos180uL de buffer ATL y 20uL de Proteinasa K. Mezclamos en
agitacion durante 15 segundos e incubamos a 56 °C en agitacion durante 80
min hasta alcanzar la lisis completa de los tejidos.

. Dimos un pulso de centrifuga, afiadimos 200uL de buffer AL y mezclamos
por agitacion durante 15 segundos. Incubamos a 70°C durante 10 minutos.

. Dimos un pulso de centrifuga. Afiadimos 200uL de etanol absoluto y
mezclamos en agitacion. Filtramos la mezcla obtenida a través de una
columna de purificacion (QlAamp mini spin). Centrifugamos a 8000 g
durante un minuto.

. Pasamos la columna a un tubo Ependorff limpio y desechamos el tubo con
el etanol filtrado. Afadimos sobre la columna 500uL de buffer AW1.
Centrifugamos a 8000 g y desechamos el liquido filtrado.

. Anadimos 500uL de buffer AW2. Centrifugamos a 8000g durante tres
minutos. Descartamos el liquido filtrado y centrifugamos de nuevo durante
1 minuto.

. Colocamos la columna sobre un nuevo tubo Eppendorf con tapa
debidamente rotulado. Afadimos 100uL de buffer AE e incubamos durante
un minuto a temperatura ambiente para centrifugar a 8000g. durante un

minuto.
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10.

11.

10.

Afadimos 50uL de buffer AE sobre la columna. Incubamos un minuto a
temperatura ambiente y centrifugamos en las mismas condiciones que el
paso 9.

Medimos la concentracion del DNA obtenido mediante el

espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific. USA).

3.2.2. Extraccion con DNA sample preparation kit, (COBAS,
ROCHE Diagnostic,Ref. P/N: 05985536190)

Depositamos las cinco secciones seleccionadas de cinco micras de tejido en
un tubo Eppendorf rotulado con 500ul de xileno. Mezclamos en agitacion
durante 10 segundos. Incubamos a temperatura ambiente durante cinco
minutos.

Afadimos 500pl de etanol absoluto y mezclamos por agitacion durante 10
segundos. Incubamos a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Centrifugamos a 16.000g durante tres minutos y descartamos el
sobrenadante sin tocar el sedimento. En el caso que apareciera tejido en
suspension repetimos la centrifugacion durante un minuto.

Afadimos un ml de etanol absoluto y mezclamos en agitacion durante 10
segundos. Centrifugamos a 16.000g durante dos minutos y descartamos el
sobrenadante sin tocar el sedimento.

Secamos el sedimento en un termobloque precalentado a 56°C al menos
durante 10 minutos, con los tubos abiertos, para que se evapore el etanol.
Resuspendemos en 180ul de DNA Tissue Lysis Buffer (DNATLB) y 70 pl
de proteinasa K (PK). Agitamos cada tubo con tejido y TLB/PK durante 30
segundos. Verificamos que el tejido estuviera sumergido en el liquido.
Incubamos a 56°C durante 2 horas.

Agitamos el tubo durante 10 segundos e incubamos a 90°C durante 1 hora.
Durante esta incubacién, preparamos el nimero necesario de tubos con
filtro junto con sus tubos de desecho, y los rotulamos con la identidad de la
muestra en el tapon del tubo con filtro. Rotulamos adicionalmente un tubo
Eppendorf de 1,5ml por cada muestra para recoger el extraido final.
Retiramos los tubos del termobloque a 90°C, y atemperamos durante cinco

minutos.
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11.Realizamos un pulso de centrifuga durante tres segundos. Afiadimos 200ul
de DNA Paraffin Binging Buffer (DNA PBB) y homogeneizamos mediante
pipeteo. Nos aseguramos visualmente que la solucion fuera homogénea.
Incubamos a temperatura ambiente durante 10 minutos.

12. Afadimos 100ul de isopropanol y homogeneizamos mediante pipeteo.
Transferimos todo el liquido del tubo mediante pipeteo a la columna.

13.Centrifugamos a 8.000g durante un minuto. Descartamos el tubo de
desecho.

14. Afadimos 500ul de Wash Buffer | a la columna. Centrifugamos a 8.000g
durante un minuto.

15. Afladimos 500ul de Wash Buffer 1l a la columna. Centrifugamos a 8.000g
durante un minuto.

16. Centrifugamos a 16.000g durante un minuto. Descartamos el tubo de
desecho y colocamos la columna sobre el tubo Eppendorf rotulado.

17. Afadimos 50ul de DNA Elution Buffer (DNA EB) en el centro del filtro,
sin tocarlo. Incubamos a temperatura ambiente durante cinco minutos.
Centrifugamos a 8.000g durante un minuto para recoger el DNA extraido
en el tubo Eppendorf.

18. Repetimos el paso 17 en caso de requerir mas volumen de eluido.

3.2.3. Extraccion con Kit de purificacion de DNA (Genomica,
Madrid, Ref: BK-0295-050-01):

1. Colocamos de dos a cinco secciones de cinco micras de tejido parafinado
en un eppendorf de dos mL previamente rotulado.

2. Afadimos 1200uL de xilol y mezclamos en agitacion hasta completar la
disolucion. Centrifugamos a maxima potencia (12.000 rpm) y temperatura
ambiente durante cinco minutos. Eliminamos el xilol con cuidado de no
arrastrar el sedimento.

3. Afadimos 1200uL de etanol absoluto sobre el sedimento y mezclamos en
agitacion. Centrifugamos a maxima potencia durante cinco minutos y
eliminamos el etanol con cuidado de no arrastrar el sedimento. Este paso

fue repetido en dos ocasiones
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4. Incubamos a 37°C durante 15 minutos para que los restos de etanol se
evaporasen.

5. Anadimos 50uL de solucion de digestion y 50uL de proteinasa K.
Mezclamos mediante agitacion e incubamos durante 3h a 56°C.

6. Hervimos al bafio maria durante 10 minutos y centrifugamos a méaxima
velocidad cinco minutos. Recogimos el sobrenadante en un tubo Eppendorf
nuevo convenientemente rotulado.

7. Afadimos 500uL de resina de purificacion. Mezclamos mediante inversion
del tubo e incubamos cinco minutos a temperatura ambiente.

8. Mientras tanto, fijamos al extremo de una jeringa de dos mL una columna
de purificacién correctamente identificada.

9. Anfadimos el contenido del tubo Eppendorf a la jeringuilla e hicimos pasar
lentamente el liquido a través de la columna presionando el émbolo. Una
vez filtrada la muestra, quitamos la columna del extremo, sacamos el
émbolo de la jeringuilla y fijamos de nuevo la columna al extremo de la
jeringuilla.

10. Afiadimos dos mL de solucién de lavado a la jeringuilla e hicimos presion
con el émbolo. Una vez pasada toda la solucion de lavado, desechamos la
jeringuilla. Colocamos la columna en un tubo Eppendorf y centrifugamos
durante dos minutos a 16000g para eliminar los posibles restos de solucién
de lavado.

11. Pasamos la columna a un tubo Eppendorf limpio y correctamente marcado.
Afadimos 50uL de solucion de dilucién (SD) y dejamos incubar durante
cinco minutos

12. Eluimos el DNA por centrifugacion durante 20 segundos a maxima

potencia.

3.2.4. Comparacion entre los métodos de extraccion de DNA 'y

eleccion de concentracion de trabajo.

Una vez realizadas las extracciones DNA por los distintos métodos se procedio a su
cuantificacion y evaluacion de pureza a través de la medida espectrofotomética con el

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Delaware; USA). Los ratios utilizados con dicho
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fin fueron: A260 para la cuantificacion y A260/A280 y A260/A230 para la evaluacion
de la pureza.

Para que todas las muestras pudieran ser comparables entre si y establecerse la
concentracion de trabajo, se procedio a realizar diluciones con agua ultra-estéril para
inyectables Braun (B. Braun Medical S.A., Rubi, Barcelona). Las concentraciones a
evaluar fueron: 40, 30, 20 y 4 ng/pl.

La evaluacion de los distintos métodos de extraccion se llevo a cabo comparando
los siguientes parametros:

e El rendimiento medio obtenido en cada muestra, segun la concentracion.

e La pureza obtenida en las mediciones.

e Comportamiento durante la PCR a tiempo real realizada con cebadores
dirigidos frente al exén 11 de CKIT, de 267pb.

Para evaluar la concentracion Optima de trabajo para la PCR y el HRM se
contemplaron los siguientes parametros: Cp, homogeneidad de amplificacion, maxima

fluorescencia alcanzada y ciclos requeridos para amplificacion completa.

3.3. PCR atiempo real y HRM

Los cebadores necesarios para la amplificacion de los genes en estudio fueron
escogidos por su uso previo en la literatura cientifica (Wallander ML et al 2010)y fueron
sintetizados por TIB MOLBIOL (Syntheselabor GmbH, Berlin, Alemania). Las
secuencias, y tamaios de los fragmentos obtenidos se detallan en la tabla 2.
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Tabla 2: analisis molecular de KIT y PDGFRA

Cebadores de C-KIT y PDGFRA

Cebador Secuencia Tamafio Fragmento
C-KIT Exon Forward 5-CTTCCCTTTAGATGCTCTGCTTCTG-3 249 pb
9 Revese 5-CAGAGCCTAAACATCCCCTTAAATTGG-3'
C-KIT Exon Forward 5-CTCTCTCCAGAGTGCTCTAATGAC-3 267 pb
11 Revese 5-GTTCCTTAAAGTCACTGTTATGTGTACC-3'
C-KIT Exon Forward 5-GACATCAGTTTGCCAGTTGTGC-3 261 pb
13 Revese 5-CCAAGCAGTTTATAATCTAGCATTGCC-3'
C-KIT Exon Forward 5-AAATGGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC-3 192 pb
17 Revese 5-TCCTTTGCAGGACTGTCAAGC-3'
PDGERA Forward 5-CTGGTGCACTGGGACTTTGGTAAT-3 235 pb
Exon 12 Revese 5-GTGTGCAAGGGAAAAGGGAGTCT-3'
PDGERA Forward 5-GGGTGATGCTATTCAGCTACAGATGG-3 267 pb
Exon 18 Revese 5-CCGAATCTCTAGAAGCAACACCTGAC-3'

Secuencias de cebadores de los exones 9, 11, 13 y 17 correspondientes al gen KIT y de los cebadores de los exones
12 y 18 correspondientes al gen PDGFRA; utilizados en PCR, HRMA, y secuenciacion de las muestras.

Para la reaccion de amplificacion se utilizé un termociclador LightCycler® 480 I

(Roche). Para cada fragmento a amplificar se utilizaron 3,6pl de agua, 2,4ul de MgCl,,

1ul de cebador forward, 1pl de cebador reverse, 10ul de MasterMix y 2ul de DNA,

todos los reactivos utilizados provienen del kit LightCycler® 480 High Resolution
Melting Master (Ref: 04909631001, Roche) y se cargaron en placas de 0.3ml AD-
plateCobas® (Ref: 05232724001, Roche). Tanto los protocolos de la amplificacién como

los del HRM para cada exon se recogen en la tabla 3.

Tabla 3: Protocolos de amplificaciony HRM

Exones 11, 9, 17 de c-kit y 12, 18 de PDGFRA

Ciclos Temperatura (2C) | Modo de sequimiento | Tiempo (hh:mm:ss) | Rampa (2C/s) | Seguimiento (por 2C)
Activacion 1 95 ninguno 0:10:00 4.4
95 ninguno 0:00:10 4.4
Amplificacion 45 59 ninguno 0:00:10 2.2
72 simple 0:00:13 4.4
95 ninguno 0:01:00
HRM 1 40 ninguno 0:01:00
60 ninguno 0:00:01
95 continuo 25
Enfriamiento 1 40 ninguno 0:00:30 2.2
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Exon 13 c-kit
Ciclos | Temperatura (°C) | Modo de seguimiento |Tiempo (hh:mm:ss) | Rampa (2C/s) | Seguimiento (por 2C)

Activacion 1 95 ninguno 0:10:00 4.4
95 ninguno 0:00:10 4.4
Amplificacion 45 58 ninguno 0:00:10 2.2
72 simple 0:00:13 4.4

95 ninguno 0:01:00

HRM 1 40 n?nguno 0:01:00

60 ninguno 0:00:01

95 continuo 25

Enfriamiento 1 40 ninguno 0:00:30 2.2

Para el anélisis de las curvas de fusion de alta resolucion se utilizd el software

comercial LightCycler® 480 Softwarerelease 1.5 SP3 (Roche). Se utilizo el apartado de

Gen Scanning siguiendo un protocolo de tres etapas:

1.

2.

Normalization: Estandarizacion de las curvas, de manera que se ajustasen
al 100% las fluorescencias iniciales y al 0% las fluorescencias
remanentes tras la disociacion completa del ADN (Figura 16a).
Temperature Shift: ajuste de la temperatura de las curvas para que
coincida con el punto en el cual todo el ADN de doble hebra esté
completamente desnaturalizado (Figura 16 b).

Difference Plot: analisis de las diferencias entre las distintas formas de
las curvas de fusion obtenidas para cada muestra, al compararlas con la
curva obtenida para el control negativo, que se establece como curva
base. De este modo, se establecen distintos grupos basados en un calculo

automatico del software (Figura 16 c).

Fig. 16: Graficas del analisis de curvas de fusion. a) Normalizacion de la fluorescencia, b)
Temperature Shift, ¢) Grafico de las diferencias del patron de las curvas
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Tomando en consideracion los articulos publicados por de Juan | et al 2009 y
Laurie AD et al 2007, para discriminar la diferencia de las distintas curvas como
muestras mutadas y libres de mutacién, se establecid la diferencia minima entre los
picos maximos de sefial entre la muestra control y la analizada en 4 o superior, por

tener en consideracion que las muestras procedian de tejido parafinado.

3.4. Secuenciacion

Con el fin de poder interpretar los resultados obtenidos del analisis de las curvas de
fusion y para tener una segunda técnica para comparacion de resultados, se decidio
secuenciar todas las muestras como control especifico de mutaciones. La secuenciacion
se realizé en colaboracion con el Dr. Ignacio Varela en el Servicio de Secuenciacién
Masiva del Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC).

La secuenciacion se realizd de manera automatica y en masa utilizando el equipo
GS Junior 454 (Life Sciences, Roche). Se realiz6 un doble disefio de cebadores, por un
lado los utilizados para la amplificacion de toda la secuencia los exones 11, 9, 13 y 17
de KIT y los exones 12 y 18 de PDGFRA (tabla 4). Por otro lado otro se sintetiz6 otros
cebadores para una segunda PCR a los que se les afiadié una secuencia de unién
codificadora especifica para cada muestra, (Tabla 5) de manera que se pudiera
identificar cada paciente tras su secuenciacion. Todos los fragmentos obtenidos fueron
purificados mediante Agencourt AMPure XP Kit(BeckmanCoulter). Ambas reacciones
de PCR se llevaron a cabo utilizando Phusion High Fidelitypolymerase (New England
Biolabs) siguiendo las instrucciones del fabricante. La temperatura de hibridacion se

ajustd a 62°C para ambas reacciones
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Tabla 4: Cebadores de la primera PCR

Primera PCR

Nombre

Secuencia

Junior-Kit_E11A_ Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGAAAGGTGATCTATTTTTCCCTTTCTCC

Junior-Kit E9 Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGACTTCCCTTTAGATGCTCTGCTTCTG

Junior-Kit E13 Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGAGACATCAGTTTGCCAGTTGTGC

Junior-Kit E17 Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGAAAATGGTTTTCTTTTCTCCTCCAACC

Junior-PDGFRA _E12 Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGACTGGTGCACTGGGACTTTGGTAAT

Junior-PDGFRA _E18 Fw

GATCTGGCGTTTCTTCCAGAGGGTGATGCTATTCAGCTACAGATGG

Junior-PDGFRA_E18 Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGCCGAATCTCTAGAAGCAACACCTGAC

Junior-Kit E11A-Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGAAGGGGCGCAATTTCACAGA

Junior-Kit E9 Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGCAGAGCCTAAACATCCCCTTAAATTGG

Junior-Kit E17 Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGTCCTTTGCAGGACTGTCAAGC

Junior-PDGFRA_E12 Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGGTGTGCAAGGGAAAAGGGAGTCT

Junior-Kit-E13 Rev

AGACAACAGGTTCGGGTTTGCCAAGCAGTTTATAATCTAGCATTGCC

Secuencias de cebadores para los exones 11, 9, 13y 17 de CKIT y 12 y 18 de PDGFRA. Utilizados en la PCR

de secuenciacion. Fw: del inglés forward , cebador directo. Rev: del inglés reverse, cebador reverso.

Tabla 5: Cebadores con los codigos de muestras para la segunda PC

Segunda PCR

Nombre

Secuencia

Lib-A-Junior-MID1-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGAGTGCGTGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MI1D2-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCTCGACAGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MI1D3-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACGCACTCGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID4-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCACTGTAGGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID5-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCAGACACGGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MI1D6-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATATCGCGAGGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID7-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTGTCTCTAGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID8-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTCGCGTGTCGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-M1D9-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTATCAGCGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID10-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTCTATGCGGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID11-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATACGTCTGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MI1D12-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACTGAGCTAGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID13-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCATAGTAGTGGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID 14-Fwd

CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAGATACGATCTGGCGTTTCTTCCAGA

Lib-A-Junior-MID1-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGAGTGCGTAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID2-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGACGCTCGACAAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID3-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGACGCACTCAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID4-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGAGCACTGTAGAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID5-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATCAGACACGAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID6-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGATATCGCGAGAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID7-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGTGTCTCTAAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID8-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCTCGCGTGTCAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID9-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTAGTATCAGCAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID10-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTCTCTATGCGAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID11-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTGATACGTCTAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID12-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGTACTGAGCTAAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID13-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCATAGTAGTGAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Lib-A-Junior-MID14-Rv

CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGCGAGAGATACAGACAACAGGTTCGGGTTTG

Secuencias de cebadores junto a los cédigos de muestras para la segunda PCR. Fdw: del inglés forward,

cebador directo. Rv: del inglés reverse, cebador indirecto.
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Todos los productos de la segunda PCR se agruparon y secuenciaron en una sola
reaccion de secuenciacion en el Junior 454. Se ajusto el tamafio de filtrado (lecturas >
100pb) y se obtuvieron un total de 73741 lecturas con un tamafio medio de 400 pares de
bases.

Los datos codificados por el equipo se integraron en una matriz de analisis de
produccion propia con el fin de separar las distintas secuencias generadas en items
individuales mediante su cddigo de muestra. Tras su filtrado se obtuvieron datos
convertidos en el formato estandar fastg. Estos archivos se alinearon con el genoma
humano de referencia (hg19) utilizando el algoritmo BWA MEM vy los nuevos archivos
generados se corrigieron utilizando SAMtools(http://samtools.sourceforge.net/). Por
ultimo, dichos archivos se analizaron mediante una matriz propia establecida disefiada
para identificar las posiciones que contuviesen un potencial de mutaciones siguiendo los
siguientes criterios:

e Cobertura minima de 20 lecturas en cada muestra tumoral.

e Minimo de 5 lecturas que informasen de un segundo alelo diferente al de
referencia en la muestra del tumor y que dichas lecturas se
correspondiesen con al menos el 5% del nimero total de lecturas en
dicha posicion.

e Menos de 1% de lecturas que informasen de un tercer alelo en esa
posicion. Este criterio se refiere a regiones con mucha dificultad para ser
alineadas y que contienen un alto potencial de alineado erroneo.

e En el caso de inserciones y deleciones, debido a la alta tasa de falsos
positivos, se requiridé que un minimo de 20% de las lecturas informasen

de la misma variante.

3.5. Evaluacién de resultados

El analisis estadistico de los datos se llevd a cabo mediante test de Wilcoxon, en el
caso de que las variables fueran cualitativas y apareadas, o el analisis t-test, si se trataba
de comparar variables cualitativas y cuantitativas. EI nivel de significacion estadistica se
estableci6 en p<0,05.
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Se realiz6 un andlisis comparativo entre las alteraciones moleculares identificadas
por el analisis de curvas de fusién de alta resoluciéon (HRMA) vy las halladas por el

método de secuenciacion.
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V. RESULTADOS
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En el siguiente apartado pasamos a exponer los resultados mas relevantes obtenidos
del estudio de mutaciones. Ademas se presentaran los datos clinico-patoldgicos mas
relevantes de la serie de pacientes utilizada. Por ultimo se realizara un analisis

estadistico de los distintos datos generados.

4.1. Descripcion general de la poblacion en estudio

Se reclutaron un total de 50 pacientes con un diagndstico clinico-patolégico de
tumor del estroma gastrointestinal. Del total de muestras obtenidas, sélo en 46 casos fue
posible la realizacion del espectro completo de tecnicas proyectadas, debido a
problemas con el tamafio y calidad de las muestras y a la escasa cantidad de ADN
obtenida de las mismas. Tras la reevaluacion de los casos por los pat6logos asociados al
proyecto, nueve casos (de los 46 finales) fueron excluidos del andlisis estadistico por
considerar que no cumplian todos los criterios para ser diagnosticados de tumores del
estroma gastrointestinal segln las normas de clasificacion vigentes actualmente, por lo
que no fueron incluidos en el andlisis estadistico junto al resto de los casos., Sin
embargo, a esos nueve casos se les realizaron todas las técnicas y sus resultados y
peculiaridades se comentaran en un apartado propio.

Con la intencion de estandarizar al maximo los resultados estadisticos conforme a
las normas de clasificacion vigentes en el momento de la redaccién de la tesis (agosto
de 2014), los datos que se presentan a continuacién se llevaron a cabo Gnicamente con
aquellos casos en los que se realizo el estudio completo.

En cuanto a la distribucion por sexos de la poblacion en estudio, 19 tumores de los
37 analizados se detectaron en varones (51,35%) y los restantes en mujeres (48,65%).

Por rango de edad, los pacientes reclutados tenian entre 24 y 84 afios, con una
media de 60,4+15,9 afios y una mediana de 60 afios. (Figura 17). Nuestra poblacion

presento una mayor frecuencia en el intervalo comprendido entre los 60 y los 81 afios.

53



4,5

3,5

2,5

N2 de casos
N
2

1,5

0,5

0 20 40 60 80 100

Edad

Figura 17: Diagrama de dispersion de las edades de los pacientes de nuestra serie.

En cuanto a la localizacion anatomica de los tumores analizados, nuestra serie se
desvia un poco de los datos publicados. De los 37 GIST analizados, 17 de ellos se
localizaron en el estémago, otros 18 en intestino delgado y 2 casos se hallaron en

localizacidn extragastrointestinal: epiplon e higado. (Figura 18-1).

Estomago I. delgado Extragastrointestinal

Figura 18: Distribucién de la localizacién tumoral.
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4.2. Perfil inmunohistoquimico de los GIST

Para el correcto diagndstico de GIST es necesario (en la actualidad) la realizacion
de al menos una técnica inmunohistoquimica contra las principales proteinas implicada
en el proceso carcinogénico de este tipo tumoral, CKIT o DOG 1.

Con el fin de homogeneizar los datos para el estudio, se decidid repetir las técnicas
inmunohistoquimicas a todas las muestras, independientemente de que en el momento
del diagndstico inicial se hubieran realizado. De hecho numerosos casos no habian sido
valorados respecto a la expresion de DOG al tratarse de un anticuerpo de uso reciente.
Los controles internos y externos asociados a cada técnica mostraron un patron de
positividad o negatividad segun lo esperado, indicando la correcta optimizacion de las
técnicas y de los anticuerpos utilizados.

Las técnicas inmunohistoquimicas de CKIT, PDGFRA y DOG-1 se consideraron
positivas cuando existia tincién clara citoplasmatica y/o de membrana en las células
tumorales. Se realiz0 una evaluacion cualitativa de las muestras, siendo clasificadas
como positivas 0 negativas sin ningun criterio de intensidad. Segun el inmunomarcaje
para CKIT, se encontraron casos con patron tanto de membrana, como citoplasmatico o
tipo Golgi. Frecuentemente se observaron de forma combinada, aunque también se
presentaron de forma aislada. El porcentaje total de expresion de CKIT en nuestra serie
fue del 97,3%. El estudio inmunohistoquimico de DOG-1 demostrd un porcentaje de
positividad del 86.5% con un patron de marcaje similar al de CKIT sin diferencias
significativas, mientras que PDGFRA se diferenci6 significativamente y presento un
porcentaje de marcaje muy inferior al resto, del solo 54,1%. (Tabla 6)
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Tabla 6: Resultados del estudio inmunohistoquimico de CD117, PDGFRAY de DOG-1

en las 37 muestras de la serie con diagnoéstico de GIST.

ID | CD117 | PDGFRA | DOG-1 ID | CD117 | PDGFRA | DOG-1
1 Post Neg Post 26 Post Post Post
2 Post Neg Post 28 Post Post Post
3 Post Neg Post 30 Post Post Post
5 Post Post Post 34 Post Post Post
6 Post Post Post 35 Post Post Post
7 Post Post Neg 37 Post Post Post
9 Post Post Post 40 Post Post Post

10 | Post Post Post 41 Post Neg Neg

11 | Post Neg Neg 42 Post Neg Post

12 | Post Neg Post 43 Post Post Post

13 | Post Neg Post 44 Post Post Post

17 Post Post Neg 45 Post Post Post

18 | Post Neg Post 46 Post Neg Post

19 | Post Neg Post 47 Post Post Post

20 | Post Post Post 50 Post Neg Post

21 NV Post Post 52 Post Neg Post

22 | Post Neg Post 54 Post Neg Post

23 | Post Neg Post 55 Post Neg Neg

25 Post Post Post

Post= positivo, Neg= negativo, NV= no valorable

4.3. Optimizacion de la técnica de HRM

Debido a la sensibilidad de la técnica para el analisis de las curvas de fusion, se
requiere una PCR con alta especificidad y reproducibilidad. Es por ello que se decidid
Ilevar a cabo un estudio previo para determinar la metodologia dptima de extraccion del
DNA, teniendo en cuenta 3 aspecto principales; la calidad y pureza, la cantidad de DNA
extraido y por ultimo la reproducibilidad de la PCR. Todo ello resulta ain mas critico al
tratarse de muestras fijadas en formol e incluidas en parafina de diferentes afios, con
antiguedad diversa y diferentes tiempos de fijacion e inclusion. Para ello se llevé a cabo
un estudio de extraccion del DNA utilizando tres kits comerciales distintos de
extraccion manual, no robotizada (ROCHE, QIAGEN y GENOMICA). Posteriormente

se realizd la amplificacion de los distintos exones con las muestras extraidas con los
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distintos métodos En el siguiente apartado se presentan los datos mas significativos de

este estudio.

4.3.1. Analisis de la extraccion de ADN

Debido a la limitacion del material de estudio, al tratarse de muestras conservadas

en parafina, se decidi6 comparar unicamente 10 muestras representativas de la serie

correspondientes a diferentes etapas temporales para asegurar la representatividad del

ensayo. En la tabla 7 y en la figura 19 se recogen los datos correspondientes a las

extracciones llevadas a cabo por los tres métodos.

Tabla 7: Comparacion entre los tres métodos de extraccion evaluados en relacion a la

concentracion y pureza obtenida.

QIAGEN ROCHE GENOMICA
Conc.(ng/w) | P (a260/280) | ConcC.ing/w) | P (a260/280) | Conc.ing/w) | P (A 260/280)
MEDIA 68,9 2,03 34,3 1,73 60,5 1,52
DS 23,0 0,08 25,1 0,35 30,9 0,1
MEDIANA 72,2 2,05 21,8 1,9 53,6 1,54

Conc.= concentracion, P= pureza.
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Figura 19: Representacion de las concentraciones y las purezas comparando los 3 métodos

evaluados.

Se determind un aumento significativo (p=0,009) en la cantidad de ADN extraido

con el kit de Qiagen frente a la extraccion de Roche. No obstante, ambas metodologias
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presentaron un rango de concentraciones medias por encima del ADN necesario para

Ilevar a cabo los analisis previstos. (Figura 20)

120

100 —‘7

80

60

40

20

I I
QIAGEN ROCHE

Figura 20: dispersion de las concentraciones obtenidas por los dos métodos de extraccion:
QIAGEN y ROCHE.

El estudio de pureza determind que la extraccion realizada con el kit de Genomica
no ofrecia una pureza admisible para la realizacion de la amplificacion, mientras que la
diferencia entre las purezas del kit de QIAGEN vy el kit de Roche no resulté significativa
(Fig. 21).
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Figura 21: Gréficas de las medidas de concentracion y pureza del ADN extraido de tres
muestras de la serie (3 y 6). De izquierda a derecha arriba: muestra 3 con extraccién de QIAGEN, Roche
y Genomica. En la fila inferior; misma disposicion de los métodos de extraccion para la muestra 6. Se

representa la absorbancia frente a la longitud de onda.

Tras el analisis de los datos obtenidos de la extraccion de DNA, se decidié no
continuar los experimentos con la extraccion de Genomica ya que esta metodologia no
ofrecia una pureza asumible para la sensibilidad de la técnica a aplicar.

Se procedié por tanto al estudio mediante HRM de las 10 muestras, para evaluar el
comportamiento general segun cada metodologia de extraccion (Qiagen y Roche). El

criterio de evaluacion fue la reproducibilidad del proceso de amplificacion medido por
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la uniformidad de las Cp (crossing point) en un ensayo por triplicado de cada una de las

muestras (Tabla 8, Figura 22).

Tabla 8: Datos de la Cp de las muestras por los tres métodos evaluados.

QUIAGEN ROCHE
Sample ID Cpl | cp2 | op Cpl Cp2 RCp3
1 36,91 37,32 37,05 32,60 32,83 33,05
2 39,28 37,83 38,27 32,79 32,80 32,71
3 34,78 34,95 34,65 31,63 31,61 31,44
4 38,82 39,45 41,29
5 40,20 39,88 47,83 35,16 35,14 35,23
6 41,11 39,40 40,12 38,60 38,23 38,15
7 36,88 36,40 36,13 33,99 33,92 33,89
8 39,18 47,59 39,26
9 39,33 43,06 40,89 39,07 39,75 38,97
10 40,15 41,56 0,00 41,18 43,98 41,33

Se observan los datos por triplicado. Las muestras #4 y #8 no se procesaron por haber establecido la

concentracion minima de la prueba en 20ng/ul.
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Figura 22: curvas de amplificacion de la PCR-RT.
De izquierda a derecha, A) muestra 1 extraida con el método de Roche y el de Qiagen, B) muestra 1

comparando el método de Roche y el de Qiagen.

El analisis estadistico (Figura 23) demostré una homogeneidad intramuestral mayor
en el analisis de la muestras extraidas con el kit de Roche asi como un inicio de la
amplificacion méas temprano, al compararla con sus homélogas extraidas con el kit de
Qiagen. Aunque estadisticamente no existe una diferencia significativa (p=0,069, test de
Wilcoxon), asumimos que la clara tendencia diferencial entre los dos métodos era valida

debido al limitado nimero muestral.
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Figura 23: representacion de la variabilidad intramuestral observada durante la fase de

amplificacion de la PCR-RT.de las muestras obtenidas mediante las dos técnicas de extraccion

Considerando los resultados anteriores, y considerando que la homogeneidad
intramuestral de la amplificacion debia tener un mayor valor (asumiendo el hecho de
que con ambas técnicas de extraccion se superaba la concentracion necesaria para los
andlisis posteriores, 4ng/ul), se concluy6 que el uso del kit COBAS de Roche para la

extraccion era el mas adecuado.

4.4. Analisis de las Curvas de Fusion del Alta Resolucion

En el siguiente apartado se procede a analizar los resultados obtenidos del estudio
por HRM de los exones 9, 11,13 y 17 de CKIT y 12 y 18 de PDGFRA. Aunque se
realizd el analisis de todos los exones para cada una de los pacientes, debido a
problemas en la amplificacion, hubo casos (exones concretos de pacientes concretos)
que no pudieron ser analizados en el estudio. No pudo realizarse una repeticion de
dichos casos ya que el material disponible era escaso.

Al igual que se presenta en la literatura cientifica, el exon 11 de CKIT, present6 una
mayor frecuencia de mutaciones (44,8%), con un total de 13 muestras mutadas de 37

casos. Tras el exdn 11, el analisis del exdn 9 mostrd un porcentaje de muestras mutadas
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del 25%, el ex6n 13 un 18,8% de mutaciones mientras que para el exon 17 sélo se
observo mutaciones en un 11,1% de las muestras analizadas (Figura 24).

Respecto PDGFRA, se encontraron mutaciones del exon 12 en el 26,5% de las
muestras. El exén 18, por su parte presenté una tasa de mutaciones del 21,4% (Figura
24).

% de mutaciones por HRM

45,0

40,0

35,0

30,0

25,0

20,0

15,0
10,0

5,0

0,0 -

Exén 11 Ex6n9 Exén 13 Exén 17 Exén 12 Exén 18
C-KIT PDGFRA

Figura 24: Distribucion de las mutaciones segun el exén analizado.

Del total de muestras analizadas, el estudio de las curvas de fusion de alta
resolucion reveld que 13 casos presentaban mutaciones en dos 0 mas exones. Ademas,
un 61% de las muestras que presentaban dobles mutaciones (8 casos) se encontraban en
los dos genes en estudio, CKIT y PDGFRA. Los datos obtenidos de anélisis de HRM
para cada muestra se recogen en la tabla 9.
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Tabla 9: Distribucién de las mutaciones en CKIT y PDGFRA por muestra.

Analisis por HRM

KIT

PDGFRA

Exon 11

Exon 9

Exon 13

Exon 17

Exon 12

Exon 18

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT

MUT
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4.5. Estudio de secuenciacién masiva

Con el fin de validar los datos obtenidos del analisis mediante HRM, se realiz6 un
estudio de secuenciacion masiva, A diferencia de los datos obtenidos por HRM, se
obtuvieron datos valorables en todos los exones analizados en cada una de las muestras.

Debido a que la secuenciacién permite un analisis mas detallado del tipo de
alteraciones moleculares encontradas, se observd en la serie una gran presencia de
polimorfismos de nucle6tido simple silenciosos (SNPs). ElI 81,08% de los pacientes
presentd mutacion en CKIT o PDGFRA (30/37), de las cuales el 43,24% fueron
mutaciones activas (considerandose activa aquellas mutaciones que implican un cambio
en la funcionalidad de la proteina) y el 37,84% correspondio a pacientes con SNPs, es
por ello, que s6lo consideraremos las mutaciones activas como pacientes mutados.. El
18,92% restante de los pacientes no presentaron alteracion alguna (WT).

Al igual que en el anélisis por HRM la secuenciacion masiva resulté en un mayor
porcentaje de casos mutados en el exon 11 de CKIT con 8 de las 16 muestras que
presentaron mutacion activa (50%). El exén 18 de PDGFRA con 4 casos (10,8%) fue el
segundo fragmento més alterado. El exon 9 de CKIT presentd 3 casos (18,75%) y el
exon 12 de PDGFRA 2 casos (12,55%). No se encontraron mutaciones activas en los
exones 13 y 17 de CKIT. La suma total de los porcentajes de mutaciones por exones es
superior al 100% debido a que un paciente presenté mutacion activa tanto en el exén 12
como en el exdn 18 de PDGFRA.
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Tabla 10: distribucion de las mutaciones en CKIT y PDGFRA por casos.

Anglisis por secuenciacion
KIT PDGFRA
Id Exon 11 Exon 9 Exon 13 | Exon 17 | Exon 12 | Exon 18

1

2 MUT

3 MUT

5 MUT
6

7

9

MUT

MUT

MUT

10 MUT INT
11 MUT INT
12 MUT
13 MUT

19 MUT

37 MUT
40 MUT

42 MUT

45 MUT MUT

47 MUT
50 MUT

54 MUT

Estos datos presentados para la secuenciacion estan basados en el analisis de casos

con mutaciones activas, no obstante al considerar conjuntamente los SNPs silenciosos
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con las mutaciones activas los resultados del anélisis varian considerablemente. En este
contexto, el exon 12 de PDGFRA pasa a ser el més alterado seguido del exdn 18.
(Figura 25). La comparacion del analisis teniendo en cuenta los SNPs con el anélisis
considerando s6lo las mutaciones activas muestra una clara diferencia en el computo
global de mutaciones entre CKIT y PDGFRA siendo el 43,2% al contar s6lo mutaciones

activas y 81,1% valorando tanto SNPs como mutaciones silenciosas.

.-.-j'/

Exon11 Ex6n9 Ex6n 13 Exén 17 Exén 12 Ex6n 18

80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

W% Mut. Activas % Mut. Silen.

Figura 25: Distribucion de las mutaciones segun el exdn afectado.

Considerando Unicamente las mutaciones activas, se observd un mayor porcentaje
de alteraciones de tipo puntual (60%) frente a deleciones/inserciones (INDEL, 40%). En
ninguna muestra se encontraron duplicaciones, ni tampoco mutaciones de tipo
translocacion/inversion. La tabla 11 recoge los datos de los diferentes tipos de

mutaciones encontradas en cada exon.
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Tabla 11: Distribucidn de los diferentes tipos de mutaciones por exones.

Tipo de mutacion Exon N2 mut.
Delecion-insercion (indel) 11 de CKIT >
9 de C-KIT 3
11 de C-KIT 6
Puntual 12 de PDGFRA 2
18 de PDGFRA 4

Las 11 mutaciones halladas en el exdn 11 de CKIT corresponden a ocho muestras,
dos de localizacion gastrica y las seis restantes de localizacion intestinal. Una de las
muestras, la numero 42, presentd cuatro mutaciones diferentes, una indel en el codon
550 y tres sustituciones en los codones 556 y 557. El exén 11, presentd ademas
alteraciones en otros codones: 551 (indel), 556 (indel), 557 (puntual), 560 (puntual),
563 (indel) y el 567 (indel) en las muestras 13, 19, 6, 12 y 40, 50 y 47 respectivamente.
Unicamente se observaron tres mutaciones en el exon 9 de CKIT, dos de las muestras de
localizacion intestinal y la tercera de origen gastrico. En los tres casos el codon afectado
fue el 501.

Las dos mutaciones descritas para exén 12 de PDGFRA se hallaron en casos de
localizacion intestinal y gastrico. En ambos casos se tratd de una mutacion puntual que
afecté al coddn 576. En el exdn 18 del mismo gen se hallaron cuatro mutaciones
puntuales en el codon 842. Todas ellas en casos de tumores de origen gastrico. La
muestra numero 45, que presentaba una mutacion en el exén 12 también tenia una
mutacion puntual en el exon 18 de PDGFRA.

Lo mas destacable del estudio de secuenciacion masiva fue el alto indice de
mutaciones silenciosas encontradas. Se describieron 88 SNPs silenciosos en los
diferentes exones estudiados de CKIT y PDGFRA (Tabla 12). Treinta muestras del total
analizadas presentaron una 0 mas sustituciones silenciosas (81,1%). Varias de esas
muestras, presentaron a su vez coincidencia con mutaciones activas. (Tabla

suplementaria 13, Anexos)

Tabla 12: Distribucion de las mutaciones silenciosas por exones y codones.

Exon N2 de SNP Codoén
11 2 555 560
KIT 13 1 641
17 3 798 805
PDGERA 12 71 558 567 569 576 579
18 11 817 824 834
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Dentro de las mutaciones silenciosas se encontr6 un mayor porcentaje de
sustituciones en el gen PDGFRA (93,18% de mutaciones) y concretamente en el exon
12 (80,68% de mutaciones). Cabe destacar la presencia de una alteracion repetitiva
presente en los codones 569 y 579 (exon 12, ¢.1707A>G/c.1737G>A) que se observé en
el 54 % de las muestras (20 de 37) de la que no consta referencia ni por tanto frecuencia
de aparicién por no haberse descrito previamente. De las 14 mutaciones silenciosas
encontradas en la serie sélo tres se habian descrito con anterioridad (1000 Genomas)
(tabla 14).

Tabla 14: Descripcion de las sustituciones silenciosas halladas en el andlisis

segun el exdn en el que se localizo.

c. Annot p. Annot Exo6n Referencia Frecuencia
Cc.1665A>T p.V555V 11
c.1680T>G p.V560V 11
c.1680T>A p.V560V 11
c.1923C>A p.L641L 13
€.2394C>T p.1798lI 17 rs55789615 0,013
C.2412G>A p.R804R 17
c.1674C>T p.R558R 12
c.1701A>G p.P567P 12 rs1873778 0,96
c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
C.2451T>A p.R817R 18
c.2472C>T p.v824V 18 rs2228230 0,212
c.2502C>T p.18341 18

Para terminar, el analisis de mutaciones por secuenciacion masiva determino cuatro
mutaciones intronicas de tipo INDEL de significado desconocido. Dos sustituciones en
el exdn 11 de CKIT, otra en el 13 del mismo gen y la tltima en el exén 12 de PDGFRA.

' El Proyecto 1000 Genomas es una colaboracion internacional para generar un catalogo
publico de las variaciones genéticas humanas, incluyendo SNPs y variantes
estructurales y sus contextos de haplotipos. Los resultados del estudio son libres y
enteramente disponibles a los investigadores de todo el mundo.
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A los nueve tumores que tuvieron que retirarse de la serie por considerarse (con los

4.6. Tumores de dudoso diagnostico

criterios actuales) tumores del tracto digestivo no GIST se realizd, no obstante el

andlisis inmunohistoquimico y molecular, con el fin de determinar la funcionalidad de

estos analisis y el correcto diagndstico de dicho tipo tumoral..

Estos nueve casos correspondian a tumores de localizacion variada: estomacal (3),

ileon (1), intestino grueso (2), higado (1), presacro (1) y nervio ciatico (1). Las

caracteristicas tanto moleculares como inmunohistoquimicas de estos nueve tumores se

recogen en la tabla 15.

Tabla 15: caracteristicas halladas en las tumores no GIST.

ID SNP Exon | Mutacién activa/Exén | CD117 PDGFRA DOG-1 HRM +/- Ex6n

4 c1701A>G p.PS67P 12 POST NEG NEG POST 12
€.2394C>T p.1798I 17

14 | c.1701A>G p.P567P 12 NEG NEG NEG POST 9
c.1680T>G p.V560V 11

15 c1701A>6 p.PS67P 12 NEG NEG NEG POST 9
c.1707A>G | p.G569G 12
c.1737G>A | p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12

11y9y17y

16 | c.1707A>G | p.G569G 12 NEG NEG NEG POST 1
c.1737G>A | p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12

29 | c.1707A>G | p.G569G 12 NEG NEG NEG POST 13
c.1737G>A | p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12

36 NEG NEG NEG NEG
c.1737G>A | p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12

38 | c.1707A>G | p.G569G 12 NEG NEG NEG NEG
c.1737G>A | p.Q579Q 12

51 | c.2472C>T p.V824V 18 NEG NEG NEG POST 18
c.1701A>G p.P567P 12

53 | c.1707A>G | p.G569G 12 NEG POST NEG NEG
c.1737G>A | p.Q579Q 12

En todas las muestras se hallaron polimorfismos, al igual que ocurrié en las

muestras de la serie en estudio, pero sin embargo, ningun caso presentd mutaciones

activas.
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4.7. Analisis comparativo de HRM, secuenciacién e

inmunohistoquimica.

En el siguiente apartado pasaremos a realizar una comparativa entre los distintos
métodos de analisis de mutaciones descritos en los apartados anteriores. Como control
estdndar de la técnica, y basandonos en la bibliografia existente, se cotejaron los
resultados obtenidos de los distintos analisis de mutaciones con la inmunohistoquimica
para CKIT. Se buscd la concordancia estadistica existente entre los distintos métodos
para el diagndstico certero de los GIST. En un primer andlisis estadistico se estudiaron
los resultados obtenidos Unicamente para el analisis de las mutaciones activas, mientras
gue en una segunda comparativa se incorporaran los polimorfismos silenciosos. Los

resultados obtenidos de los dos analisis se recogen en la tabla 16.

Tabla 16: caracteristicas estadisticas de las técnicas utilizadas durante el estudio.

SE(%) ES(%) VP+(%) VP-(%)
PDGFRA 51,4 0 54,5 45,9
DOG1 83,8 0 86,5 13,5
HRM 63,9 100 62,2 37,8
SEC. 44,4 100 43,2 56,8
SEC. +SNP 83,3 100 81,1 18,9

Considerando la inmunotincién para CKIT como Gold Standar para la comparativa.

Teniendo en cuenta el bajo nUmero muestras con la que se ha llevado a cabo el
estudio, la aplicacion de la prueba no paramética de Chi cuadrado deberia desestimarse.
Sin embargo, se utilizo para evaluar la tendencia de modo cualitativo. S6lo se aprecio
una concordancia significativa entre el diagndstico basado en las pruebas
inmunohistoquimicas de CKIT y DOGL. El analisis de secuenciacion masiva teniendo
en cuenta la mutaciones silenciosas también resulto equivalente a la prueba
inmunohistoquimica para CKIT.

El porcentaje global de concordancia entra el HRM vy la secuenciacién, sin
embargo, no presentd una correspondencia estadistica, ya que valorando tanto las
mutaciones activas y como las mutaciones silenciosas (Tabla 17) s6lo se encontrd una

equivalencia maxima del 60%.
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Tabla 17: concordancia global entre técnicas moleculares de analisis de mutaciones:

Secuenc.

Secuenc. + SNP

HRM

37,80%

59,50%
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V. DISCUSION
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5.1. Parametros clinicos

Los tumores del estroma gastrointestinal son considerados un tipo raro de cancer.
No existen datos sobre la prevalencia a nivel mundial pues durante décadas han sido
clasificados como leiomiomas, leiomiosarcomas, leiomioblastomas o schwanomas. Se
cree, no obstante que representan entre un 1% y un 3% de los tumores malignos
gastrointestinales y se estd comprobando que la prevalencia real es superior a lo que en
un principio se pensaba (68-70). En Espafia, su incidencia se estima en 457 nuevos
casos al afio, es decir, 11,1 casos por cada millon de habitantes [www.seom.org]. En
otros paises se describen incidencias similares a la espafiola, por ejemplo Islandia con
11 u Holanda con 12,7 nuevos casos anuales por cada millon de habitantes(14). Estudios
recientes describen ratios de incidencia de entre 10-20, 7-15 y 14 casos nuevos por
millon de habitantes al afio en Estados Unidos, Europa y Taiwan, respectivamente(71).
La variacidn que se presenta en la estadistica entre distintos paises y continentes puede
ser debida a una incorrecta o deficitaria recogida de datos, por lo que se pone de
manifiesto la necesidad de un *“censo” universal para este tipo de tumor que permita
llevar a cabo una estadistica de incidencia y prevalencia a nivel mundial, al igual que ya
existe para otras neoplasias. Esta herramienta permitira valorar de forma mas fiable las
diferencias entre paises o continentes y posibilitara la asociacion a posibles factores de

riesgo para el desarrollo de esta enfermedad.

No existe consenso en las revisiones bibliograficas en cuanto a la distribucion por
sexos de esta enfermedad, aunque la prevalencia de un sexo sobre otro no suele ser
llamativa(12, 13, 72). En nuestra serie, coincidiendo con los datos publicados, se halld
paridad en la distribucion de los GIST por sexos. Coincidiendo con lo descrito en
estudios de series mas largas, estos tumores se diagnosticaron con mayor frecuencia en
pacientes con edades comprendidas entre los 41 y 80 afios, con una edad media de 60,4

afios. No se registrd ningln caso en menores de 20 afios.

En cuanto a la localizacion tumoral, la mayoria de las series describen el estomago
como la localizacion mas frecuente en la aparicion de tumores GIST (60-70%). Tras el
estomago se encuentran el intestino delgado (20-30%), intestino grueso (5%) y eséfago
(5%) (8, 73, 74). En raras ocasiones, los GIST se pueden desarrollan fuera del tracto
gastrointestinal, como el mesenterio, omento o retroperitoneo, aunque principalmente se

consideran extensiones del tumor primario o metéstasis(9, 75). De manera muy puntual
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se han dado casos en los que se observé presencia de GIST en el apéndice, pancreas,
utero, vagina o vesicula biliar(76-79). La distribucion anatdmica es un parametro de
valor pronostico, independiente del tamafio, del namero de mitosis y de la edad del
paciente. En concreto, los tumores localizados en intestino delgado se asocian con una
mayor malignidad mientras que aquéllos de localizacion esofagica tienden a mostrar un
comportamiento mas benigno(5, 8, 74, 80, 81). En este aspecto, la serie que hemos
analizado difiere con los datos generales de la literatura, puesto que se observd una
distribucion similar en intestino delgado (48,65%) y estomago (45,95%).

La serie utilizada para este trabajo de tesis recogié los casos de GIST
diagnosticados en el HUMYV durante ocho afios. En nuestra comunidad, Cantabria, con
una poblacién de aproximadamente 500.000 habitantes, durante dicho periodo 50
pacientes fueron diagnosticados de tumor del estroma gastrointestinal segun los
archivos del servicio de Anatomia Patologica. Teniendo en cuenta que existen dos
hospitales comarcales en nuestra comunidad en los que pudieron diagnosticar algun otro
caso, la incidencia de nuestra comunidad se puede estima en 1,25 casos por 100.000
habitantes. Estos datos se correlacionan con los publicados por la SEOM, que

consideran la incidencia en nuestro pais en 1,11 casos por 100.000 habitantes.

El tamafio muestral de los estudios presentados en la literatura es muy heterogéneo,
con estudios que comprenden desde 29 pacientes(2) hasta 96 (4). De la misma manera,
existe un amplio rango de variabilidad en la incidencia de las mutaciones observadas
por genes y exones, que oscilan entre un 56 y un 92% de pacientes con mutacion en
CKIT y entre un 5 al 21% para PDGFRA(2, 3, 68, 82) (Tabla 18). Teniendo en cuenta
que no todos los estudios publicados se llevan a cabo sobre los dos genes, la gran
variabilidad metodoldgica descrita en los distintos analisis y la falta de consenso en su

interpretacion, dificulta ain més la valoracion de estas.
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Tabla 18: Resumen de estudios anteriormente publicados. Nimero de pacientes y

porcentaje de mutaciones encontradas para cada exon.

Mutated exons (%)

KIT PDGFRu
Number of studies/
Country Gene total sample number 11 9 13 17 18 12
Taiwan KIT 2/188 66.1 142 00 00 - -
PDGFRu 1/134 - - - - 00 08
Japan KIT 2/118 587 7.0 00 NP - -
PDGFRu 170 - - - - 43 29
China KIT 1/165 630 6.6 13 06 - -
PDGFRu 1/165 - - - - 30 00
Brazil KIT 1/55 69.0 36 00 00 - -
PDGFRu 1/55 - - - - 18 55
Spain KIT 1/166 475 24 06 16 - -
PDGFRu 1/166 - - - - 40 40
USA KIT 4/818 56.5 89 04 06 - -
PDGFRu 3/693 - - - - 81 07
Europe KIT 3/391 626 99 14 045 - -
PDGFRu 3/579 - - - - 39 08
South Africa KIT 1/46 69.6 28 00 00 - -
PDGFRu 1/46 - - - - 6.5 00

NP, not performed.

Tabla adaptada de Gillian Baker et al, Molecular characterization of gastrointestinal stromal
tumors in a South African population, Oncology Letters 5:155-160, 2013.(83)

5.2. Inmunohistoquimica en GIST

En los dltimos afios, se han experimentado importantes avances en el diagnostico y
tratamiento de los sarcomas y en particular de los GIST, gracias al mejor conocimiento
de su patogénesis. Como en otros campos de la patologia, las técnicas
inmunohistoquimica han resultado ser una herramienta poderosa para el diagnostico
certero de los GIST(84). Debido a que la mayoria de los GIST expresan CKIT, y a que
dicha expresion fue considerada un requisito imprescindible en los primeros ensayos
con imatinib, se ha realizado un exhaustivo estudio de este marcador tanto en la
literatura biomedica como en su uso para el diagnostico, llegando a considerarse como
el criterio de referencia en el diagndstico de los GIST. Sin embargo, hay ciertas
consideraciones que se deben tener en cuenta a la hora de interpretar esta técnica. La
bibliografia presenta casos diagnosticados por su morfologia como GIST que resultaron
negativos para la inmunohistoquimica contra CKIT (5%) (14, 22, 24). Ademas, es

importante tener presente que la expresion de este marcador, aunque posee una alta
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sensibilidad (95%), no es del todo especifica de los GIST, ya que puede expresarse en
otros tipos tumorales como melanoma metastasico, angiosarcoma (50%), seminomas,
Carcinomas pulmonares de células pequefias, sarcoma de Ewing (50%), neuroblastomas
infantiles (30%) y tumores mieloides extramedulares(85). Por tanto, se considera que
una adecuada estandarizacion de la técnica es fundamental para evitar dar lugar a
diagnosticos tumorales errdneos y para evaluar de forma unanime la alta variabilidad en
intensidad y distribucion de este marcador (127).

La bateria de marcadores inmunohistoquimicos realizada para el diagnostico de los
GIST ha ido variando en consonancia al mayor conocimiento sobre estos tumores.
Aungue el marcador por excelencia sigue siendo el CKIT, Heinrich et al en 2003(21)
describieron que alrededor del 30% de los tumores GIST con mutacién en CKIT
también expresaban fuertemente PDGFRA, una oncoproteina implicada en la
patogénesis tumoral. Algunos estudios, posteriormente, sefialaron el patrén
caracteristico de PDGFRA en los GIST y su papel coadyuvante en los casos CKIT
negativo(86), aun asi el uso de rutina de este marcador no esta recomendado. El
descubrimiento de DOG-1 como un marcador mas sensible y especifico, (al ser negativo
en el sarcoma de Ewing, en melanoma y en los tumores mieloides extramedulares), ha
supuesto una herramienta muy Util para el diagndstico de GIST, especialmente en
aquellos casos donde la expresion de CKIT o PDGFRA es dudosa o ausente (127).
Ademas, este marcador, tiene la ventaja de presentar expresion por inmunohistoquimica
independientemente del tipo de mutacion(31, 32).

En presente estudio se realizaron técnicas inmunohistoquimicas tanto para CKIT
como PDGFRA y DOG-1. La intencién fue la de evaluar la concordancia de la
expresion de los tres marcadores con los resultados del andlisis de mutaciones. En el
caso de PDGFRA resultd especialmente interesante debido a la alta variabilidad
observada en el andlisis de mutaciones. La correlacion entre el CKIT y el nuevo
marcador descrito DOG-1, fue de 86,1%. Otros grupos, han descrito tasas ligeramente
superiores(33, 34, 87); Miettinenet al(88) en un estudio en el que compraron el clon K9
de DOG-1 con la expresion de CKIT, obtuvieron una sensibilidad practicamente
idéntica (94,4% y 94,7% respectivamente). Nuestra correlacion, no obstante, no se
diferencia en gran medida con lo publicado hasta la fecha. En cuanto a PDGFRA,
algunos estudios describen una sensibilidad y especificidad similar a CKIT para el
diagnostico certero de los GIST(89), sin embargo los resultados derivados de nuestro

trabajo se muestran contradictorios con lo expuesto en la literatura cientifica hasta el
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momento, ya que se obtuvimos tasas de concordancia muy bajas entre CKIT y
PDGFRA.

Se puede concluir de estos datos que el marcador que mayor valor ofrece (en
nuestra serie) para el diagnostico de los tumores del estroma gastrointestinal sigue
siendo el CKIT. DOG-1 se propone como un marcado de apoyo en aquellos casos de
diagnostico dudosos mediante inmunohistoquimica para CKIT y en aquellos en los
exista controversia fenotipica, complementando la informacion aportada por el analisis
de CKIT. Basandonos en los resultados obtenidos no recomendamos el uso de PDGFRA
para el diagndstico primario de estos tumores, al igual que las agencias ESMO vy la
NCCN, pues no aporta informacion alguna como marcador inmunohistoquimico
diferencial(46)126)

5.3. Método de extraccion

La préactica habitual de trabajo en los laboratorios de anatomia patologia es la
utilizacion de tejido fijado en formol e incluido en parafina, puesto que es muy
complicado disponer de tejido congelado. Es por esto que los analisis moleculares que
deban llevarse a cabo para el diagnéstico requieran estar optimizados para el manejo de
este material. La integridad y estabilidad del ADN en las muestras incluidas en parafina
es un factor limitante para llevar a cabo analisis genéticos(90). Mdltiples variables tales
como el fijador (naturaleza, concentracion, temperatura, pH), el tiempo de fijacion, la
temperatura, el tamafio del tejido fijado y la edad del blogue, inciden en la calidad y
cantidad de ADN extraible de las muestras parafinadas(90-92). Gracias a la
implantacion por parte de los laboratorios de anatomia patoldgica del formol comercial
tamponado, y dado que las muestras evaluadas en esta serie comprenden los afios entre
1993 y 2011, estimamos que éstas no deberian haber sufrido una degradacion muy
sustancial del material génico durante el proceso de fijacion.

Sin embargo, consideramos interesante evaluar diferentes métodos comerciales de
extraccion de ADN, por ser, tanto la calidad como la cantidad del material genético
extraido, un factor limitante en los ensayos moleculares a realizar. Conjuntamente con la
eficiencia de la extraccion, se valord el comportamiento de las muestras al realizar las
técnicas para el analisis del estatus mutacional. Aunque la cantidad y calidad del ADN
extraido refleja una minima diferencia entre los distintos métodos, la amplificacién

posterior mediante PCR puede llegar a presentar desviaciones fundamentales en la
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homogeneidad de las repeticiones. Siendo este parametro fundamental a la hora de
realizar la normalizacion de las curvas de fusién en un andlisis por HRM. En las
muestras del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla se encontr6 un mayor
rendimiento de extraccién con el método de QIAGEN al compararse con el de Roche
(p<0,009). Sin embargo, en el estudio de uniformidad intramuestral se encontrd una
mayor homogeneidad con el ADN obtenido de la extraccion con el sistema de Roche
como se mostro en la figura 23. El ensayo de homogeneidad aunque no es significativo
por haberse realizado con tan sélo 10 muestras, si que mostré una clara tendencia
estadistica (p=0,069). Asi, los datos derivados de este andlisis sugieren la necesidad de
una correcta puesta a punto y estandarizacion en la extraccion del ADN, en cada
hospital, para el posterior analisis genético, teniendo en cuenta estos factores cantidad y
calidad del ADN, y homogeneidad intramuestral en la técnica de amplificacion. Estos
datos resultan de aplicacién clinica inmediata ya que incluso en muestras sometidas al
mismo procesamiento existe una ligera variabilidad que en técnicas que presentan una
sensibilidad extrema como las basadas en secuenciacion masiva puede proporcionar
problemas de interpretacion.

Otro factor a considerar es la conveniencia 0 no de realizar microdiseccion previa
para el enriquecimiento en células tumorales de la muestra. En los diversos estudios
publicados sobre el tema se barajan ambas opciones, algunos autores respaldan la
microdiseccion como técnica convencional para el diagndstico(2, 4, 93-95)mientras que
otros no consideran esta técnica necesaria (83, 96-98). En nuestro caso, teniendo en
cuenta la robustez y sensibilidad de las técnicas utilizada y valorando el porcentaje de
células tumorales presentes en las muestras, se decidié no realizar microdiseccion previa
a la extraccion del ADN. La necesidad de realizar una microdiseccién previa a la
extraccion del ADN se sustenta en aumentar al maximo la poblacién tumoral en estudio,
de manera que facilite posteriormente la interpretacion de los electroferogramas de la
secuenciacion tipo Sanger(95). Este “beneficio” no resulta necesario al realizarse
técnicas de secuenciacion de nueva generacion, en la que se obtienen profundidades de
400 lecturas por amplicon. Si bien pudiera ser necesaria en biopsias con poblaciones

muy escasas a estudio o donde la necrosis fuera un componente mayoritario.
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5.4. Hallazgos moleculares

Las muestras fueron seleccionadas segun su diagnostico previo y posteriormente se
reevaluaron por otros dos patélogos siguiendo las nuevas recomendaciones acerca de
estos tumores a fin de homogeneizar los diagnésticos y rechazar aquellos casos que no
se ajustaban a los nuevos criterios. De este modo, todos los tumores que se incluyeron
en el estudio se trataban de casos de GIST segun las guias vigentes en este momento, y
por tanto, se esperaba obtener datos que pudieran ser comparados con los resultados de
otras series bibliograficas. También se realiz6 el estudio molecular de los casos de
diagnéstico no confirmado, pues se consideré interesante llevar a cabo una comparacion
molecular (cuyas conclusiones comentaremos mas adelante) con los casos que no
presentaban estas dudas diagnosticas.

Los porcentajes de mutaciones descritos en el presente estudio difieren de las series
publicadas con anterioridad en la bibliografia, el 81,08% de los pacientes de esta serie
presentd mutacion en los genes estudiados, siendo sélo el 43,24% correspondieron a
mutaciones activas y el 37,84% restante a variaciones genomicas silenciosas. La
frecuencia de mutaciones en CKIT y PDGFRA en GIST sigue sujeta a debate debido a
la alta variabilidad descrita en la bibliografia. Recientemente se han publicado dos
estudios en los que se encuentran diferencias de hasta cuatro veces en las mutaciones en
el gen de CKIT (97, 99). Cuando comparamos el ratio de mutaciones activas por genes,
los resultados obtenidos discrepan con lo descrito hasta la fecha. En CKIT los
resultados fueron inferiores a los publicados (29,73% frente al 52-92% bibliografico) y
superiores en los tumores wild type (56,75% frente al 10-15% bibliografico). Tan sélo
los datos extraidos de PDGFRA podrian englobarse en los margenes descritos en la
bibliografia (13,51% frente al 5-21% bibliogréafico). Por otro lado, cuando la valoracion
se centra en la comparativa de las mutaciones activas por exones, los resultados
obtenidos presentaron claras diferencias con los datos divulgados en las distintas
publicaciones (tabla 18). Tanto los exones 11, 13 y 17 de CKIT, presentaron valores
concordantes con los recogidos en la bibliografia (50% frente al 47-70% bibliografico
para el exén 11, 0% frente al 0-1,4% y 0% frente al 0-1,6% para el exén 13 y 17,
respectivamente). Mientras que en el resto de exones, tanto de CKIT como de
PDGFRA, los valores obtenidos fueron muy superiores a lo descrito en la bibliografia.
El exén 9 de CKIT presento un 18,75% del total de mutaciones activas halladas durante

el anélisis, frente al 2,4-14,2% recogido en la bibliografia y en la tabla 18. Del mismo
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modo ocurridé con los exones de PDGFRA (25% frente al 0-8,1% para el exon 18 y
12,5% hallado en el estudio frente al 0-55% bibliografico en el exdn 12). Esta diferencia
habria que valorarla con absoluta cautela pues creemos que podria deberse al bajo
numero muestral y el escaso nimero de muestras con mutaciones activas en el computo
global.

Para la comparacion de todos estos datos hay que tener muy en cuenta la diferencia
metodoldgica en la que se ha realizado la secuenciacion. Todos los valores de nuestro
estudio, y que hemos discutido hasta ahora, corresponden a resultados de secuenciacién
de nueva generacion, mientras que todos los articulos publicados hasta la fecha, y con
los que se han comparado los resultados han utilizado un analisis mediante
secuenciacion tipo Sanger. Si bien, en un primer momento se valoré como posible causa
de los bajos hallazgos mutacionales las particularidades intrinsecas de la técnica
utilizada, ya que la metodologia de pirosecuenciacion en la que se basa el Junior 454
presenta limitaciones al detectar deleciones (siendo este tipo de mutacion la mas
frecuentemente descrita y por el contrario, la menor en el estudio que se presenta), esta
hipdtesis fue descartada dado que las deleciones descritas en CKIT son de unas pocas
bases, mientras que la tecnologia utilizada s6lo muestra problemas a la hora de detectar
grandes deleciones.

Como objetivo principal del estudio se planteé la evaluacién del HRM cémo
método de diagnostico y seguimiento para los GIST por tratarse de un método sencillo,
rapido, robusto y que ya muchos grupos han descrito su utilidad en el diagndstico de
estos tumores(2, 4, 62, 98, 100).

El HRM se ha descrito conceptualmente como una herramienta simple para el
genotipado, el analisis de mutaciones, la identificacion de especies, y el anlisis de la
metilacion del ADN. Son muchos los grupos que han utilizado esta herramienta tanto en
laboratorios de biologia molecular como de microbiologia, por las ventajas que presenta

en cuanto a rapidez y facilidad.

A lo largo de este trabajo pudimos comprobar que efectivamente se trata de una
técnica de facil manejo, que no requiere calibraciones previas y que la optimizacion es
la propia de una PCR-RT. Genera los resultados en muy poco tiempo y es una
herramienta muy interesante para un laboratorio de biologia molecular por la gran
variedad de patologias a las que se puede aplicar un analisis de melting de alta

resolucion.(101-109) Sin embargo, en cuanto a su aplicacion en el andlisis de
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mutaciones de los genes CKIT y PDGFRA, la conclusion que establecemos tras este
estudio, es que no es una técnica valida para el screening mutacional, en contraposicion
a lo descrito por otros grupos.(2, 62, 98, 100, 110). Los resultados obtenidos al evaluar
la concordancia entre el andlisis de curvas de fusion de alta resolucion y la
secuenciacion (37,8%) difieren considerablemente con lo descrito con anterioridad en
las publicaciones cientificas (92-100%) (2, 4, 98). Consideramos, sin embargo, que este
ratio no es real ya que se refieren indistintamente (sin discriminar entre mutaciones
activas y variaciones silenciosas) a todas las mutaciones encontradas en los andlisis. En
nuestro trabajo existe una mayor correlacion entre la secuenciacion y el HRM si
comparamos los resultados de ambas técnicas incluyendo los polimorfismos silenciosos
descritos por las secuenciacion, llegando a alcanzar cerca del 60% de paridad entre
ambas técnicas. Aun asi, este dato queda lejos del 92-100 % descrito en la literatura
sobre el tema, pero hay que tener en cuenta que no se pudieron obtener los datos
correspondientes al analisis de HRM de todas los exones de todas las muestras, por lo

gue nuestras conclusiones han de ser valorado con cautela.

Otra de las razones que nos llevan a la conclusion de no aconsejar esta técnica
como herramienta para el diagnostico habitual de los GIST es el coste economico
afiadido que conlleva la necesidad de realizar una secuenciacion confirmatoria de las
muestras analizadas por HRM. En este tipo de tumores, en concreto, el gasto seria
enormemente elevado pues como se ha comentado existe una alta frecuencia de
mutaciones silenciosas presentes en los GIST que habria que confirmar. Del mismo
modo, la ventaja que ofrece el analisis de curvas de fusion en cuanto a la rapidez, se ve
del todo mermada por la comentada necesidad de realizar una secuenciacion
confirmatoria posterior, para un diagnéstico molecular que, por el momento, no tiene

transcendencia clinica.

Uno de los hallazgos mas llamativo durante la evaluacion de los resultados
obtenidos, fue la alta proporcion de SNP en la serie. Son pocos los grupos que han
descrito la variabilidad genética no activadora existente en estos tumores. Este hecho
nos resulto sorprendente, ya que tras analizar nuestros resultados 30 de los 37 pacientes
presentaron este tipo de variaciones. En la revision bibliografica llevada a cabo, se
encontraron escasas referencias a dichas mutaciones silenciosas (3, 4, 83, 94) y en la
mayoria de las publicaciones, no existe referencia alguna a este tipo de mutaciones

silenciosas. Los SNP constituyen hasta el 90% de las variaciones genémicas humanas, y
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en la actualidad son muchos los trabajos que describen que variaciones de este tipo en la
secuencia del ADN pueden afectar a diversos factores como la respuesta frente a
enfermedades, bacterias, virus, farmacos...etc. El estudio de los polimorfismos
silenciosos esta siendo de gran utilidad en la investigacion médica para el desarrollo de
nuevos farmacos, asi como para establecer riesgo a padecer distintas enfermedades
como el Parkinson, la diabetes, algunos trastornos bipolares y distintos tipos de canceres
(pulmon, colon, mama o prostata)(111-119).

Aungue aun no se han descrito estudios que demuestren la relacion entre los SNP y
un mayor riesgo de padecer GIST o con la resistencia al tratamiento, con los resultados
obtenidos en este trabajo podemos plantear la hipdtesis de si estas alteraciones
silenciosas podrian considerarse un factor de riesgo para el desarrollo de los GIST.
Algunos grupos han planteado la hipdtesis de que mutaciones silenciosas podrian, bajo
ciertas circunstancias, influir en correcto funcionamiento de las proteinas. Las
mutaciones silenciosas que se producen en tripletes de nucleodtidos rara vez usados
pueden ralentizar la sintesis de proteinas. El plegamiento de las proteinas es en parte
velocidad dependiente y al ralentizar la sintesis se puede provocar que la proteina
adquiera una forma final alterada. Las células pueden ser capaces de compensar una
mutacion silenciosa, pero no multiples mutaciones silenciosas.(120-122). En concreto,
consideramos que la presencia de varios SNPs con alta penetrancia en nuestra
poblacién, pero ain no descritos previamente (exon 12 de PDGFRACc.1707A>G vy
€.1737G>A presentes en el 54% de los tumores) podria asociarse a una mayor
predisposicion a desarrollar un GIST. Aunque de acuerdo a su naturaleza esta mutacion
no ocasiona cambios en la secuencia aminoacidica, seria muy interesante analizar la

relacion con esta neoplasia en la poblacion general.

Curiosamente los tumores que fueron considerados como neoplasias no GIST tras
la revision histopatoldgica de los casos, también presentaron mutaciones no activadoras.
A pesar de los avances en el conocimiento de este tipo de sarcoma y la gran cantidad de
estudios y articulos publicados en relacién a los mismos, este subgrupo de tumores
incluidos en el estudio pero eliminados de la estadistica han supuesto un reto. Por todo
ello, a fin de comprender mejor estos casos, se decidid revisar nuevamente las historias
clinicas y evaluar la evolucién de los pacientes tras los tratamientos recibidos. Con los
nuevos datos que obtuvimos y tras la asistencia a diferentes debates sobre estos tumores

y una nueva busqueda bibliogréafica(120-124), concluimos que a pesar de su extrafia

84



localizacion(en algunos casos) y sus complicadas caracteristicas histologicas, se podrian
considerar tumores del estroma gastrointestinal. ElI hecho de haber hallado en estos
casos las mismas mutaciones silenciosas que presentaban los GIST del estudio fue
determinante para replantear la nueva revision y su correspondiente diagndstico.

El estudio molecular se ha convertido en una herramienta no solo recomendable
para la confirmacion diagnostica de tumores CKIT negativos o con histologia
complicada, sino también a la hora de abordar el tratamiento mas adecuado a cada
paciente. Tras la aprobacion en 2002, por parte de la FDA, del uso de imatinib para el
tratamiento de pacientes con tumores CKIT positivos inoperables o metastasicos, los
ensayos clinicos randomizados, demostraron que pacientes con mutaciones en el exén
11 de CKIT mostraban mejores tasas de respuesta, tiempo hasta progresion (THP) y
supervivencia global (SG) mas elevadas al comparalos con aquellos que presentaban
mutacion en el exon 9 de CKIT o bien no presentaban mutacién en CKIT ni en
PDGFRA (tabla 19).

Tabla 19: Relacion entre el genotipo de CKIT y PDGFRAYY la respuesta a Imatinib en

los estudios clinicos publicados.

U5 Finnish 2222 EORTC-62005 SWOGS00I3/CALGRISONS
Phase Il Trial n = 127)° Phase Il Trial {n = 377)® Phase i Trial {n = 428"

Obisctive  Stable  Progressve  Obisctve  Stable  Progressive  Objective  Stable  Progressive

Gene Bwon Response®  Dismase  [Diseae Response®  Disease  [Disase Response®  [Disease  Disemse
1T O w% 1% pri 65% 1% % 5% W%
N Bk B 5% £8% 5% 1% i3% % 6%
7 0% 0 0 E7% % N 10% 0%
1 % ] 50% B7% % M 15% % 25%
BGHA 17 EI% ] % 0% n% 0% 0% N N
B 0 ] i7% 0% n% A% 15% ok 5%
WI-GIST 0 % 5% i} 0% 19% % % 1%

Abreviaturas: CALGB, cancery leucemia grupo B; GIST, tumor estromal gastrointestinal; NR, no respondedor; PDGFRA,
factor e crecimiento derivado de plaquetas delreceptor alfa; RECIST, criterio de evaluacidn de respuesta para tumores
sélidos; SWOG, grupo oncolégico del sureste; WT, no mutado ni en KIT ni en PDGFRA.

Son muchos los estudios que han demostrado la importancia de conocer tanto el
gen mutado, como el exon en el que se produce (1, 14, 125).Los primeros estudios
basados en el establecimiento de dosis adecuada ya pusieron de manifiesto la diferencia

existente entre los pacientes cuyo tumor estaba provocado por una mutacién en el exén
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11 o en el exdn 9 de CKIT, ya que para el tratamiento de estos ultimos se requeria
doblar la dosis de farmaco administrado. Los ensayos posteriores han corroborado esta
primera observacién y han aportado nuevos datos de como se debe proceder
farmacologicamente segln la mutacion que presente el tumor. Otra de las mutaciones
que suscita un gran interés a la hora de establecer tratamiento para el paciente es la
localizada en el exon 18 de PDGFRA, D842V, dado que no responde a Imatinib en
primera linea y por tanto, estos pacientes deben ser tratados directamente con Sunitinib.
Ademas de la respuesta al tratamiento, las distintas alteraciones genéticas presentes en
los GIST se han asociado a distintos comportamientos tumorales. Son muchos los
autores que han descrito que las deleciones en el exén 11 de CKIT generan tumores mas
agresivos que otros GIST que presentan sustituciones en ese mismo exon(126).

Los datos derivados de este trabajo no se corresponden con la extensa literatura
cientifica sobre este tema. No encontramos una explicacion al bajo numero de
mutaciones activas encontradas, comparadas con lo descrito en trabajos anteriores. Sin
embargo, debido a la gran variedad de técnicas de andlisis y el gran abanico de
resultados publicados hasta el momento, creemos que posiblemente en unos afos,
nuestros datos coincidirdn con los nuevos estudios que se realicen (utilizando técnicas
de mayor sensibilidad como las llevadas a cabo en esta tesis doctoral) y ademas
podremos determinar la implicacion de las mutaciones silenciosas que han sido
descritas en el presente trabajo.

Aunque las nuevas guias establecen que el diagnostico de estos tumores debe
realizarse mediante histologia y anélisis inmunohistoquimico, consideramos que existen
suficientes evidencias que justifican la necesidad de un analisis para discriminar el
estado mutacional de estos tumores. Asi mismo, abogando por una estandarizacion de
los diferentes resultados para su mejor comprension, creemos que aun queda mucho

camino por recorrer en el conocimiento molecular de los GIST.
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V1. CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Recomendamos la realizacion de un panel innmunohistoquimico con DOG-1 y
CKIT como herramienta para el diagnostico de los GISTs. El uso de PDGFRA,
no resulta fiable para el diagndstico certero de los GIST.

Aunque con un menor rendimiento en la extraccion, el método de extraccion
DNA Sample Preparation Kit de ROCHE presenta una mayor homogeneidad y
reproducibilidad en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina.

Hemos hallado menor porcentaje de mutaciones en CKIT que lo descrito en la
bibliografia En el 81,08% de los tumores estudiados se hallaron mutaciones, de
las cuales el 43,24% correspondieron a mutaciones activas y el 37,84% restante
a variaciones silenciosas.

Describimos dos SNPs repetitivos en el exén 12 de PDGFRA en un 54% de los
pacientes que no han sido descritos previamente.

La concordancia obtenida entre el HRM y la secuenciacion masiva fue del
37,08% y aumentd hasta un 60% al tomar en consideracién los SNPs.

El alto porcentaje de variaciones silenciosas crea la necesidad de utilizar otra
técnica distinta al HRM para el analisis del perfil mutacional de los GIST, ya
que esta tecnologia no permite discriminar entre mutaciones activas y variacion
silenciosa.

El anélisis de mutaciones por HRM no demostré una concordancia aceptable al
compararla con las técnicas inmunohistoquimicas de CKIT y DOG-1. El analisis
por secuenciacion masiva resulté equivalente a la inmunohistoquimica de CKIT

al compararlo teniendo en cuenta las mutaciones silenciosas.
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Tabla 13: Distribucion de los polimorfismos y mutaciones en s casos.

ID SNP Ex6n Mutacién activa/Ex6n
1 c.1701A>G p.P567P 12
c.1701A>G p.P567P 12 .
2 missense p.S501S>SAY Ex.9
€.2394C>T p.1798I 17
3 c.1701A>G p.P567P 12 missense p.S501S>SAY Ex.9
5 c.1701A>G p.P567P 12 missense p.D842V Ex.18
c.1701A>G p.P567P 12 .
6 missense p.W557R Ex.11
€.2472C>T p.vV824V 18
7 c.1701A>G p.P567P 12 missense p.D842V Ex.18
9 c.1701A>G p.P567P 12 missense p.S501S>SAY Ex.9
10 c.2451T>A p.R817R 18 mutacion intrénoca Ex.11
11 c.1923 p.L641L 13 mutacion intrénoca Ex.12
c.1680T>G p.V560V 11
12 c.1701A>G p-P>67P 12 missense p.V560D Ex.11
€.2451T>A p.R817R 18
€.2502C>T p.18341 18
13 fjégt’:ii ECE?;C ﬁ missense p.P550PMYEV>P Ex.11
c.1701A>G p.P567P 12
17 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
18 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
19 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.Q556QWK>Q Ex. 11
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
20 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
21
c.1701A>G p.P567P 12
22 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
23 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
€.2415C>T p.1805I 17
c.1701A>G p.P567P 12
c.1707A>G p.G569G 12
25 c.1737G>A p.Q579Q 12
€.2451T>A p.R817R 18
€.2472C>T p.v824V 18
€.2502C>T p.18341 18
c.1707A>G p.G569G 12
c.1701A>G p.P567P 12
2 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
€.2451T>A p.R817R 18
€.2502C>T p.18341 18
c.1701A>G p.P567P 12
28 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
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ID SNP Exén Mutacién activa/Exén
30
34
35
c.1701A>G p.P567P 12
37 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.D842V Ex.18
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
40 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.V560D Ex.11
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1707A>G p.G569G 12
41 c.1701A>G p.P567P 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12 missense Ex.11
42 c.1707A>G p.G569G 12 p.Q556L - p.K550KPMYEVQ>K
c.1737G>A p.Q579Q 12 p. W557G - p.W557C
c.1701A>G p.P567P 12
43 c.1707A>G p.G569G 12
c.1737G>A p.Q579Q 12
44
c.1701A>G p.P567P 12
45 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.D576N Ex.12
c.1737G>A p.Q579Q 12 missense p.D842V Ex.18
c.1674C>T p.R558R 12
c.1701A>G p.P567P 12
46 c.1707A>G p.G569G 12
c.2472C>T p.v824V 18
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
47 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.N567NYVYIDPTQL>N Ex.11
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1701A>G p.P567P 12
50 C.1707A>6 p-G569G 12 missense p.1563Del(INGNNYVYIDPTQL) Ex.11
€.2472C>T p.v824V 18
c.1737G>A p.Q579Q 12
52
c.1701A>G p.P567P 12
54 c.1707A>G p.G569G 12 missense p.D576N Ex.12
c.1737G>A p.Q579Q 12
c.1707A>G p.G569G 12
55 c.1701A>G p.P567P 12
€.2394C>T p.1798I 17
c.1737G>A p.Q579Q 12
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