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Dolocanje mutacij v genih ¢-KIT in PDGFRA
pri bolnikih z gastrointestinalnimi stromalnimi tumorji

Marina Grgi¢, Srdjan Novakovié

Povzetek

Na Oddelku za molekularno diagnostiko Onkoloskega insti-
tuta Ljubljana smo uvedli testiranje mutacij v protoonkogenih
c-KIT in PDGFRA z metodo neposrednega sekvenciranja.
Uporaba zaviralcev tirozin kinaz za zdravljenje bolnikov z
gastrointestinalnimi stromalnimi tumorji (GIST) je omogocila
uspesnejse zdravljenje. Na izbiro najustreznejsega zdravila za
bolnike z GIST vplivajo aktivacijske mutacije v genih c-KIT in
PDGFRA. Mutacije v navedenih genih najdemo pri priblizno
90 % bolnikov z GIST. Vecina izmed teh mutacij omogoci
dober odgovor na zdravljenje z zaviralci tirozin kinaz (npr.
imatinibom v prvi liniji zdravljenja), nekatere izmed mutacij
pa povzrocijo neodzivnost bolnika na zdravljenje. Pogosto se
pojavijo tudi sekundarne mutacije, ki kljub prvotnemu dobre-
mu odgovoru na zdravljenje z zaviralci tirozin kinaz povzroci-
jo neodzivnost bolnika na prvotno zdravilo. V tem primeru je
treba izbrati drugo vrsto zaviralca tirozin kinaz (npr. sunitinib,
sorafenib, nilotinib). Poznavanje mutacijskega statusa genov
c-KIT in PDGFRA predstavlja pomemben podatek za zdravni-
ka pri izbiri ustreznega zdravljenja za posameznega bolnika.

Uvod

Gastrointestinalni stromalni tumorji (GIST) spadajo med redke
vrste raka mezenhimskega izvora, ki nastanejo
kjerkoli vzdolz gastrointestinalnega trakta.
Predstavljajo od 0,1 do 3 % vseh gastrointe-
stinalnih rakavih bolezni. Priblizno polovica
tumorjev se razvije v zelodcu, 30 % v tankem
Crevesu, nekaj manj kot 20 % jih najdemo v
poziralniku, debelem crevesu in tudi zunaj
prebavnega trakta. Vecinoma so odkriti
(diagnosticirani) med 50. in 65. letom starosti.
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di¢nimi in dednimi oblikami ni. Manjsi delez (< 5 %) GIST-ov
nastane kot posledica zarodnih (germinalnih) mutacij v genih
c-KIT in/ali PDGFRA pri dedni obliki GIST-a ter v sklopu neka-
terih dednih sindromov (nevrofibromatoza, sindrom Carney-
-Stratakis, Carneyeva triada), za katere je znacilna odsotnost
mutacij v genih c-KIT in/ali PDGFRA. Mutacije, znacilne za
dedno obliko GIST-a, so enake kot za sporadi¢no obliko raka
in se dedujejo avtosomalno dominantno. V svetovni literaturi
je bilo do danes opisanih 22 druzin z dedno obliko GIST-a,
od tega je imelo germinalno mutacijo v genu c-KIT 19 druzin
in v genu PDGFRA le tri druzine.

Sorodniki z dednimi mutacijami v genih c-KIT in/ali PGDFRA
zbolevajo zgodaj za multiplo obliko GIST na Zelodcu ali
tankemu crevesu. Znacilen je hkraten pojav ve¢ primarnih
tumorjev, obicajno pri mlajsih letih, in sopojav hiperpigmen-
tacije ter mastocitoze.

Doloc¢anje mutacijskega statusa genov c-KIT in PDGFRA ima
tako prognosticno kot napovedno vrednost. Glede na mesto
in vrsto mutacije lahko napovemo bolj oz. manj agresivno
obnasanje tumorja in odgovor bolnikov z GIST-om na
zdravljenje z zaviralci tirozin kinaz.

Struktura receptorja KIT z oznac¢enimi domenami (a, b, ¢, d, e) in eksoni, v
katerih najdemo znacilne primarne (@) in sekundarne (@) mutacije ter odgovor
tumorjev (M, 7,

) s temi mutacijami na tarcna zdravila (IM, SU, SOR, NIL).
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a — zunajceli¢na regija, b — transmembranska regija, c — povezovalna domena, d — kinazna
domena 1, e — kinazna domena 2, B — ni odgovora na zdravljenje,
— dober odgovor na zdravljenje, IM — imatinib, SU — sunitinib, SOR —

— delni odgovor

molekularno bioloskih spremembah med spora- sorafenib, NIL - nilotinib.
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Slika 2.  Struktura receptorja PDGFRA z oznacenimi domenami

(a, b, ¢, d, e) in eksoni, v katerih najdemo znacilne primarne
(@ in sekundarne (@) mutacije ter odgovor tumorjev (l, 7))
s temi mutacijami na tar¢na zdravila (IM, SU).
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a — zunajceli¢na regija, b — transmembranska regija, ¢ — povezovalna
domena, d — kinazna domena 1, e — kinazna domena 2,

M - ni odgovora na zdravljenje, Il — dober ogovor na zdravljenje,
IM — imatinib, SU — sunitinib.

Naceloma velja, da vecina bolnikov z GIST-om, vsaj na
zacetku, dobro odgovori na zdravljenje z zaviralci tirozin
kinaz - srednje prezivetje bolnikov na Onkoloskem institutu
Ljubljana je po ¢lanku iz 2008, kjer so opisovali tar¢no
zdravljenje razsejanih gastrointestinalnih stromalnih tumorjev
v Sloveniji, 66 mesecev. Pri dolo¢enem Stevilu bolnikov pa je
tak$no zdravljenje manj uspesno oz. popolnoma neuspesno.
Razlog za to so razlicne aktivacijske mutacije v genih c-KIT in
PDGFRA. Nekatere izmed aktivacijskih mutacij povzrocijo,
da tumorji dobro odgovorijo na zdravljenje z zaviralci tirozin
kinaz, medtem ko druge delujejo nasprotno — zmanjsajo
obcutljivost tumorjev na zdravljenje (delna ali popolna neob-
Cutljivost —rezistenca). Pogosto se zgodi, da se pri bolnikih,

ki so odgovorili na zdravljenje z zaviralci tirozin kinaz, po
dolocenem casu bolezen ponovi, kar pomeni, da so njihovi
tumorji postali neobcutljivi za tovrstno zdravljenje. Poglavitni
razlog za to je nastanek sekundarnih mutacij, ki povzrocijo
neodzivnost na trenutno zdravljenje.

Vloga transmembranskih receptorjev c-KIT in PDGFRA

GIST se razvijejo iz intersticijskih Cajalovih celic ali njihovih
progenitornih celic. Te na povrsini izrazajo transmembranska
receptorja KIT in PDGFRA, ki pripadata druzini tirozin
kinaznih receptorjev tipa lll. Receptorji te druzine so zgrajeni
iz zunajceli¢ne regije, na katero se veze ligand, transmem-
branske regije in znotrajcelicne regije. Slednjo sestavljajo
povezovalna (»juxtamembrane«) domena in dve kinazni do-
meni (sliki 1 in 2). Povezovalna (»juxtamembrane«) domena
je odgovorna za avtoinhibicijo v odsotnosti liganda, kinazna
domena 1 predstavlja vezavno mesto za ATP in kinazna

domena 2 sestavlja aktivacijsko zanko, ki regulira dostopnost
ATP vezavnega mesta.

Receptorja KIT in PDGFRA sodelujeta v vec signalnih

poteh, ki uravnavajo razli¢ne celi¢ne procese, kot so delitev,
diferenciacija, prezivetje, adhezija in migracija celic (slika

3). Receptorja sta produkta protoonkogenov c-KIT in PDC-
FRA, ki se nahajata na kromosomski regiji 4q12. Mutacije v
genih c-KIT in PDGFRA povzrocijo aktivacijo receptorjev v
odsotnosti liganda. Rezultat tega je, da receptor neprestano
stimulira molekule nizje v signalnih poteh, kar privede do
nenadzorovane delitve celic in maligne transformacije. Eden
od nacinov delovanja zaviralcev tirozin kinaz je, da se kom-
petitivno vezejo na del receptorja, ki je odgovoren za vezavo
ATP (vezavno mesto tirozin kinaz). S tem blokirajo vezavo
tirozinskih kinaz in prenos signala navzdol po signalni poti ter
zavrejo napredovanje bolezni.

Slika 3. Signalne poti receptorjev KIT in PDGFRA

Ob vezavi liganda na receptor pride do dimerizacije dveh

molekul receptorja in avtofosforilacije tirozinskih ostankov
ter aktivacije molekul v signalnih poteh RAS/RAF/MEK/ERK,
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Mutacije v genu c-KIT in njihov vpliv na zdravljenje

V genu c-KIT so najpogostejse primarne mutacije v eksonu 11
(70 %). Vecino ostalih primarnih mutacij najdemo v eksonih 9
(10do 15 %), 13 (1 do 3 %) in 17 (1 do 3 %) (slika 1).

Ekson 11 kodira regijo v povezovalni (»juxtamembrane«)
domeni receptorja, odgovorni za avtoinhibicijo v odsotnosti
liganda. Mutacije v eksonu 11 povzrocijo izgubo sposobnosti
avtoinhibicije receptorja KIT in posledi¢no spontano akti-
vacijo molekul nizje v signalnih poteh. Najpogostejsa vrsta
mutacij v eksonu 11 so tako heterozigotne kot tudi homozi-
gotne delecije (izbrisi) znotraj bralnega okvirja, velike od 3 do
30 nukleotidov. Obicajno vkljucujejo kodone od Lys550 do
Glu561. Najpogostejsa je delecija kodonov Trp557_Lys558.
Delecije so povezane z bolj agresivnim obnasanjem tumorja.
Po pogostosti sledijo substitucije (zamenjave) na kodonih
Trp557, Val559, Val560 in Leu576 ter duplikacije (podvojitve)
na kodonih od lle571 do Phe591, ki napovedujejo boljso
prognozo pri GIST v zelodcu. Redko so prisotne insercije
(vrivki). Na splosno mutacije v eksonu 11 napovejo dober
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odziv bolnika na zdravljenje z imatinibom. Sicer pa obsta-
jajo izjeme, kot je redka substitucija Val559lle, ki povzroci
neodzivnost bolnika na zdravljenje z imatinibom.

Ekson 9 kodira regijo v zunajceli¢ni regiji, ki je odgovorna za
vezavo liganda in posledi¢no dimerizacijo receptorja. Mutaci-
je v eksonu 9 verjetno porusijo strukturo receptorja na taksen
nacin, da lahko pride do spontane dimerizacije receptorja,
kar vodi v avtofosforilacijo in prenos signala na molekule nizje
v signalnih poteh. V eksonu 9 je v vecini primerov prisotna
duplikacija kodonov Ala502_Tyr503. V 90 % to mutacijo
najdemo pri GIST-ih v tankem crevesu in je povezana s slabso
prognozo bolezni. Bolniki s temi mutacijami slabse odgovorijo
na zdravljenje z imatinibom, zato je zanje priporocljiv ved;ji
odmerek zdravila (800 mg dnevno).

Ekson 13 kodira del kinazne domene 1, ki ima vlogo vezav-
nega mesta za ATP. Mutacije v eksonu 13 lahko spremenijo
obliko vezavnega mesta za ATP. Vezavno mesto lahko postane
neprestano dostopno za ATP, kar povzroci stimulacijo molekul
nizje v signalnih poteh. V tem primeru je pomembno tudi

to, kako ta sprememba vpliva na vezavo tar¢nega zdravila.
Lahko se mesto tako spremeni, da je vezava tarCnega zdravila
mogoca in bolnik na zdravljenje dobro odgovori. Lahko pa je
mesto tako spremenjeno, da omogoca vezavo ATP in hkrati
onemogoca vezavo tarénega zdravila. V takSnem primeru
zdravljenje nima ucinka. V eksonu 13 najdemo substitucije,
vecinoma Lys642Glu, ki je povezana z dobro odzivnostjo
bolnikov na zdravljenje z imatinibom.

Ekson 17 kodira kinazno domeno 2, ki sestavlja aktivacijsko
zanko. Mutacije v eksonu 17 lahko povzrocijo spremembo
aktivacijske zanke v taksni meri, da je vezavno mesto za
ATP prosto dostopno. Kot Ze receno, to povzroci neprestano
vezavo ATP in stimulacijo molekul nizje v signalnih poteh
ter lahko vpliva na vezavo tar¢nega zdravila. Za ekson 17 so
znacilne substitucije, ve¢inoma na kodonu Asn822. Bolniki
s temi mutacijami na zdravljenje z imatinibom le delno
odgovorijo oz. ne odgovorijo.

Sekundarne mutacije, ki nastanejo med zdravljenjem, najde-
mo v eksonih 13, 14, 15, 16, 17 in 18. Najpogostejse sekun-
darne mutacije v eksonih 13 (Val654Ala) in 14 (Thr670lle)
povzrocijo neodzivnost bolnika na zdravljenje z imatinibom,
vendar pa bolniki s temi mutacijami dobro odgovorijo na
zdravljenje s sunitinibom. Bolniki s sekundarnimi mutacijami
v eksonu 17, ki vkljucujejo substitucije na kodonih Asp816,
Asp820, Asn822 in Tyr823, slabo odgovorijo oz. ne odgovori-
jo na zdravljenje z imatinibom ter ne odgovorijo na zdravlje-
nje s sunitinibom. Za bolnike z nekaterimi od teh mutacij
bodo v prihodnje prisla v postev nova taréna zdravila, ki so se
in vitro ze izkazala kot ucinkovita (npr. sorafenib).

Mutacije v genu PDGFRA in njihov vpliv na zdravljenje

V genu PDGFRA so najpogostejse primarne mutacije v eksonu
18, sledijo mutacije v eksonu 12 in redko tudi v eksonu 14
(slika 2). Glede na vrsto mutacij so najpogostejse substitucije,
sledijo delecije in zelo redko duplikacije ter insercije.

Ekson 18 kodira regijo v kinazni domeni 2. Mutacije v eksonu
18 spremenijo strukturo aktivacijske zanke, ki regulira vezavo
ATP na vezavno mesto, in povzrocijo spontano kinazno
aktivnost receptorja. Najpogostejsa oblika mutacij v eksonu

18 so substitucije, ki predstavljajo ve¢ kot 80 % vseh mutacij
v genu PDGFRA. Med njimi je najpogostejsa substitucija
Asp842Val, ki povzroci neodzivnost bolnika na zdravljenje
z imatinibom. Redkeje so prisotne delecije, ki so znacilne
za kodone Ala840_Asn848. Te vecinoma napovejo dober
odgovor bolnika na zdravljenje z imatinibom.

Ekson 12 kodira regijo v povezovalni (»juxtamembrane«)
domeni receptorja in ekson 14 kodira kinazno domeno 1
(vezavno mesto za ATP). V eksonu 12 so pogosta oblika mu-
tacij substitucije, najpogosteje Val561Asp. Sledijo delecije, ki
so znacilne za kodone Trp559_Tyr572. Enako velja za ekson
14, kjer so sicer na splosno mutacije zelo redke, med njimi
pa prevladujejo substitucije, najpogosteje na kodonu Asn659.
Delecije v eksonu 14 zajemajo kodone Ala840_Asn848.

Mutacije v genu PDGFRA so znacilne za bolnike z GIST Zelod-
ca, epiteloidno morfologijo in manj agresivno obliko bolezni.
Sekundarne mutacije, ki nastanejo med zdravljenjem, najde-
mo v eksonu 18. Najpogosteje je to mutacija Asp842Val, ki
pri bolnikih povzroci neodzivnost na zdravljenje z imatinibom
in sunitinibom.

Metoda za dolocanje mutacij v genih c-KIT in PDGFRA

Na Oddelku za molekularno diagnostiko Onkoloskega
instituta Ljubljana trenutno dolo¢amo mutacije v eksonih 9,
11,13 in 17 gena c-KIT ter eksonih 12 in 18 gena PDGFRA.
Morebitno prisotnost somatskih mutacij dolo¢amo v vzorcu
DNA, izolirane iz tumorskega tkiva, fiksiranega v formalinu

in vklopljenega v parafin. Za dokazovanje dedne oblike GIST
mutacije dolo¢amo v vzorcih DNA izolirane iz periferne krvi.

Slika 4.  Elektroferogram dela zaporedja eksona 11 gena c-KIT:
A — nemutiran vzorec (divji tip), B— mutiran vzorec,
s heterozigotno delecijo Trp557_Lys558del.
A c E I & G G 6 T T

11



ONKOLOGIJA / novosti

leto XVIIT/&t. 1/junij 2014

Mutacije dolocamo z metodo neposrednega sekvenciranja.
Dele genov c-KIT in PDGFRA pomnozimo z metodo PCR
(verizna reakcija s polimerazo). Pri tem uporabljamo specific-
ne zacetne oligonukleotide za posamezen ekson. Produkte
PCR ocistimo, pripravimo sekvenc¢no reakcijo in analiziramo
na sekvenatorju ABI3500 (Applied Biosystems). Dobljena
nukleotidna zaporedja izbranih eksonov primerjamo z refe-
ren¢nima zaporedjema genov c-KIT in PDCFRA in od¢itamo
morebitne razlike (slika 4).

DNA iz vzorcev tumorskega tkiva, vklopljenega v parafin, je
bolj fragmentirana, zato za doloc¢anje nukleotidnega zapored-
ja posameznega eksona uporabljamo vec¢ kompletov zacetnih
oligonuklotidov, da dobimo vec krajsih odsekov zaporedja.

S prekrivanjem teh lahko preverimo celotno zaporedije
dolocenega eksona.

Zakljucek

Z metodo neposrednega sekvenciranja lahko v izbranih
eksonih genov c-KIT in PDGFRA dokazemo razli¢ne vrste
mutacij. Somatske mutacije lahko doloc¢imo iz vzorca DNA,
izoliranega iz tumorskega tkiva, vklju¢enega v parafin. Pri tem
je treba za zanesljivo analizo pridobiti dele tumorskega tkiva
z najvedjim delezem tumorskih celic. Mutacijski status genov
c-KIT in PDGFRA predstavlja pomemben podatek, na podlagi
katerega zdravnik izbere zdravilo, ki bo za bolnika najbolj
koristno. Ker pri polovici bolnikov pride v prvih dveh letih
do napredovanja bolezni zaradi pojava sekundarnih mutacij,
je priporocljivo, v primeru moznega ponovnega odvzema
vzorca tumorskega tkiva, ponovno dolocanje mutacij v genih
c-KIT in PDGFRA.
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