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Doloé¢itev mutacije D816V v genu C-KIT pri
slovenskih bolnikih zakutno mieloi¢no
levkemijo in sistemsko mastocitozo

Determination of D816V mutation in the C-KIT
gene in the Slovenian patients with acute myeloid
leukemia and systemic mastocytosis

Martina Fink, Peter Cernel¢, Tadej Paji¢

Izvleéek

Izhodisce: Mutacija D816V v genu C-KIT je
prisotna pri ve¢ kot 9o % bolnikov s sistemsko
mastocitozo (SM) in pri 2-7 % bolnikov z akutno
mieloi¢no levkemijo (AML). Mutacijo D816V
povzroéa zamenjava adenina s timinom na
mestu 2447 nukleotidnega zaporedja v genu C-
KIT. Ta nukleotidna zamenjava povzrodi, da se
aspartatna kislina zamenja z valinom v kodonu
816 proteina KIT. Protein KIT z mutacijo D816V
deluje kot konstitutivno aktivna tirozin kinaza,
ki pospesuje celi¢no proliferacijo in zavira apop-
tozo. Z naso raziskavo smo Zeleli doloditi po-
gostost pojavljanja omenjene mutacije pri slov-
enskih bolnikih z AML in pri bolnikih s sumom
na sistemsko mastocitozo.

Bolniki in metode: V retrospektivno raziskavo
smo vkljucili 71 bolnikov z AML in 25 bolnikov,
pri katerih je obstajal sum sistemske mastocitoze.
Mutacijo D816V v proteinu KIT smo dolo¢ili z
verizno reakcijo s polimerazo (PCR), nastale
produkte reakcije PCR pa analizirali z agarozno
gelsko elektroforezo.

Rezultati: Mutacijo D816V v proteinu KIT smo
dolo¢ili pri 7 % bolnikov z AML in pri 32 % bol-
nikov s sumom na sistemsko mastocitozo.

Zakljucki: Dolocitev mutacije D816V v proteinu
KIT izvajamo ob sumu na sistemsko mastocito-
z0, ko pripomore k postavitvi diagnoze in izbiri
nacina zdravljenja. Ugotovitev mutacije D816V
v proteinu KIT pri bolnikih z AML in hkratne
genske spremembe RUNX-RUNX1T1 (znacilno
za translokacijo t(8;21) (q22;q22)) ali CBFB-
MYHouy, ki je posledica inverzije na kromosomu
16-inv(16)(p13;q22), nakazuje na hitrej$i potek
bolezni in je slab napovedni dejavnik. Ugotovi-
tev mutacije pri drugih bolnikih z AML lahko
pomeni hkratno prisotnost AML in SM, Cesar pa
pri nasih bolnikih nismo ugotovili.

Abstract

Background: D816V mutation in the C-KIT
gene is present in more than 9o % of patients
with systemic mastocytosis (SM) and 2-7 % of
patients with acute myeloid leukemia (AML).
D816V mutation is caused by the substitution
of adenine with thymine at 2447 nucleotide se-
quence in the C-KIT gene. This nucleotide sub-
stitution causes the replacment of aspartate acid
by valine at codon 816 of the KIT protein. KIT
protein with D816V mutation acts as constitu-
tively active tyrosine kinase that promotes cell
proliferation and inhibits apoptosis. The purpose
of our study was to determine the incidence of
D816V mutation in the C-KIT gene in Slovenian
patients with AML and in patients with suspect-
ed systemic mastocytosis.

Patients and methods: In the retrospective
study, 71 patients with AML and 25 patients with
suspected systemic mastocytosis were included.
D816V mutation in the C-KIT gene was deter-
mined by polymerase chain reaction (PCR) and
the resulting PCR products were analyzed by
agarose gel electrophoresis.

Results: D816V mutation in KIT protein was
determined in 7 % of patients with AML and in
32 % patients with suspected systemic mastocy-
tosis.

Conclusions: Identification of D816V mutation
in the C-KIT gene must always be performed in
patients with suspected systemic mastocytosis.
The determination of this mutation contributes
to the diagnosis and treatment selection. The
finding of D816V mutation in the C-KIT gene
in patients with AML and concomitant genetic
modifications RUNX-RUNXi1T1 (typical trans-
location t(8; 21) (q22, q22)) or CBFB-MYHus,
which is the result of inversion on chromosome
16-(inv (16) (p13, q22)), however, indicates a
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faster, more aggressive course of the disease and
predicts a worse outcome. The finding of the
mutation in other patients with AML may indi-
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cate the presence of concomitant AML and SM,
which was not found in our patients.

Uvod

Akutna mieloi¢na levkemija (AML) je
heterogena skupina bolezni mieloi¢ne ma-
ticne celice, ki so posledica pridobljenih
somatskih mutacij. Vzrok bolezni so naj-
verjetneje spontano pridobljene mutacije,
ki so lahko kromosomske ali genske in pri-
zadenejo le posamezne gene. Posledica kro-
mosomskih nepravilnosti so pogosto zliti
geni, ki kodirajo himerne proteine, ki jih pri
zdravih posameznikih obic¢ajno ne najdemo
in so verjetno vzrok za nastanek levkemij.
Stevilne kromosomske nepravilnosti se po-
navljajo, glede na njihovo prisotnost pa lah-
ko napovemo potek bolezni.'” Med genske
nepravilnosti, ki napovedujejo ugoden po-
tek AML, uvr$¢amo tudi RUNX-RUNX1T1
(znacilna za translokacijo t(8;21) (q22;q22))
in CBFB-MYHuy, ki je posledica inverzije na
kromosomu 16 inv(16)(p13;q22). Pri pribli-
zno polovici bolnikov z AML kromosom-
skih nepravilnosti s standardno citogenet-
sko analizo ne ugotovimo. V teh primerih
govorimo o AML z normalnim kariotipom.
Z molekularno-genetskimi tehnikami lahko
dolo¢imo genske spremembe, ki prizade-
nejo le posamezne gene. Za dolocitev na-
povedi izida bolezni pri bolnikih z AML z
normalnim kariotipom so najpomembnejse
mutacije v genih tirozin kinaze 3 (FLT3), nu-
kleofozmina (NPM1) in CCAAT/pospesevalec
vezavni protein alfa (CCAAT/enhancer-bin-
ding protein alpha-CEBPA). Mutacije v genu
FLT3 napovedujejo bolj agresiven potek bo-
lezni.»»»* Pri bolnikih z mutacijami v genih
NPM: in CEBPA, kjer niso prisotne muta-
cije v genu FLT3, lahko pri¢akujemo bolj
ugoden potek bolezni. V levkemogenezo
vpleteni geni uravnavajo celi¢no proliferaci-
jo in diferenciacijo, zato se mieloi¢ne krvne
celice nenadzorovano delijo, a obi¢ajno ne
dozorevajo, zato se nezrele krvne celice ko-
pi¢ijo v kostnem mozgu in periferni krvi.?
Pri bolnikih z AML se pojavljajo tudi dru-
ge genske spremembe, najpomembnejse pa
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so mutacije v genu C-KIT, ki se pojavljajo
pri 5-10 odstotkov vseh bolnikov z AML in
pri kar 15-25 % bolnikov s t(8;21) in inv(16).
Bolniki z omenjenima kromosomskima ne-
pravilnostima in mutacijami v genu C-KIT
imajo obi¢ajno bolj agresiven potek bolezni
kot bolniki brez mutacij v genu C-KIT. Pri
ostalih bolnikih z AML prisotnost mutacij
v genu C-KIT nakazuje na soobstoj AML in
sistemske mastocitoze.>®’

Mastocitoza je heterogena skupina mi-
eloproliferativnih novotvorb tkivnih bazo-
filcev — mastocitov, ki verjetno nastanejo
iz enakih mati¢nih celic kot krvni bazofilci.
Posledica bolezni je kopicenje mastocitov v
razli¢nih organih in tkivih - kozi, prebavilih,
jetrih, bezgavkah, vranici, kostnem mozgu.
To povzroca nenadzorovano sproscanje hi-
stamina in obcasne bolecine v trebuhu, rde-
¢ine, tahikardije in hipotenzije. Ce so pri-
zadeta jetra, lahko pride tudi do povi$anja
vrednosti alkalne fosfataze, aminotransferaz
in hepatomegalije. Sistemska mastocitoza
(SM) je redka bolezen, ki najpogosteje priza-
dene kostni mozeg, bezgavke, jetra, vranico
in prebavila, koza pa obicajno ni prizadeta.
Potek mastocitoz je zelo razli¢en, od beni-
gnega do zelo agresivnega, ki lahko hitro
povzrodi celo bolnikovo smrt.>*° Ob posta-
vitvi diagnoze sistemska mastocitoza je smi-
selno, da dolo¢imo mutacije D816V v genu
C-KIT, ki se pojavlja pri vec kot 90 % bolni-
kov. Prisotnost te mutacije je eden manjsih
diagnosti¢nih meril za sistemsko mastocito-
zo. Sistemska mastocitoza se lahko pojavlja
hkrati z drugimi novotvorbami krvi in kr-
votvornih bolezni, zato je dolo¢itev mutacije
D816V v genu C-KIT smiselna ne le pri bol-
nikih s sumom na sistemsko mastocitozo,
ampak tudi pri drugih klonskih, predvsem
mieloproliferativnih novotvorbah.®’

Gen C-KIT se nahaja na kromosomu
4q12 in kodira protein KIT, ki ga imenujemo
tudi CD11y. Protein KIT je velik 145 kDa in
deluje kot receptorska tirozin kinaza vrste
II. Ligand KIT-a je faktor mati¢nih celic
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184 bp

90 bp

Slika 1: Dolocitev
mutacije D816V v genu
C-KIT. V1in V2 sta vzorca
bolnikov. — K: negativna
kontrola; + K: pozitivha
kontrola; NTC vzorec, pri
katerem smo v reakcijo
PCR dodali vodo namesto
DNA. Oznaka D oznacuje
vzorce, pri katerih smo
pomnoZevali interno
kontrolo, M pa reakcije,
kjer smo uporabili
zacetni oligonukleotid,

ki prepozna mutirano
zaporedje v genu C-KIT.

[1-170

(angl. stem cell factor, SCF). Protein KIT je
vezan v celi¢ni membrani in je sestavljen iz
zunajcelicne domene, ki deluje kot receptor,
transmembranskega dela in znotrajceli¢ne
domene, ki ima funkcijo tirozin kinaze. Ve-
zava SCF povzroc¢i dimerizacijo dveh mo-
lekul KIT, kar vodi do avtofosforilacije, to
pa povzroca aktivacijo $tevilnih signalnih
poti.'”"" Genske spremembe v genu C-KIT
povzrocajo konstitutivno aktivnost tirozin
kinaze in se pojavljajo pri gastrointestinal-
nih tumorjih (GIST), karcinomih debelega
¢revesa, melanomu in mieloproliferativnih
boleznih.*'> Mutacija D816V deluje akti-
vatorsko in je posledica zamenjave enega
nukleotida z drugim na mestu 2447 nukle-
otidnega zaporedja gena (NM_o000222). Ta
nukleotidna substitucija povzroci zamenja-
vo aminokisline aspartatne kisline (D) v ko-
donu 816 z amino kislino valin (V). Protein
KIT s prisotno mutacijo D816V deluje kot
konstitutivno aktivna tirozin kinaza, kar po-
spesi celi¢no proliferacijo in zavira progra-
mirano celicno smrt — apoptozo. Mutacija
D816V povzroca tudi odpornost na zdra-
vljenje z imatinibom.®**°

V raziskavi smo Zeleli ugotoviti pogostost
pojavljanja mutacije D816V v genu C-KIT
pri slovenskih bolnikih s sumom na sistem-
sko mastocitozo. Zeleli smo tudi ugotoviti,
ali prisotnost preiskovane mutacije lahko
dolo¢amo v vzorcih DNA in RNA. Dolociti
smo zeleli tudi pogostost pojavljanja muta-
cije D816V v proteinu KIT pri slovenskih
bolnikih z akutno mieloi¢no levkemijo.

Bolnikiin metode
Bolniki

Za retrospektivno raziskavo smo upora-
bili vzorce bolnikov z AML, ki so jih zdra-
vili na Klini¢nem oddelku za hematologijo
UKC Ljubljana. Posamezne vzorce smo do-
bili tudi z drugih oddelkov UKC Ljubljana.
Vzorce kostnega mozga ali periferne krvi
smo odvzeli bolnikom z akutno mieloic-
no levkemijo ob postavitvi diagnoze v casu
med septembrom 2010 in decembrom 2011.
Analizirali smo vzorce 71 bolnikov z AML,
od katerih je bilo 35 moskih (49 %) in 36 Zen-
sk (51%). Mediana starosti vseh bolnikov je
bila 61 let. 66 (93 %) od vseh vzorcev je bilo
vzorcev kostnega mozga, 5 vzorcev (7 %) pa
je bilo vzorcev periferne krvi, v kateri je bilo
vec kot 20 % blastnih celic.

Med julijem 2009 in decembrom 2011
smo dobili vzorce bolnikov s sumom na sis-
temsko mastocitozo iz KO za hematologijo,
hematoloske ambulante KOH, drugih od-
delkov UKC Ljubljana ter Splo$nih bolnisnic
Celje in Novo mesto. Analizirali smo vzorce
25 bolnikov, od katerih je bilo 14 moskih
(56 %) in 11 Zensk (44 %). Mediana starosti
vseh bolnikov je bila 55 let. Vzorci kostne-
ga mozga so predstavljali 8o % (20 vzorcev),
vzorci periferne krvi pa 20 % (5 vzorcev).

Metode

Mononuklearne celice smo osamili iz
punkatata kostnega mozga ali periferne krvi
s centrifugiranjem v gradientu fikola. Pri
vseh bolnikih z AML smo iz mononukle-
arnih celic osamili RNA. Pri bolnikih s su-
mom na sistemsko mastocitozo smo iz mo-
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nonuklearnih celic osamili DNA ali RNA.
Po osamitvi RNA smo jo prepisali v cDNA
z reagentnim kompletom cDNA Vilo (Invi-
trogene) po navodilih proizvajalca. DNA in
c¢DNA smo pomnozevali z verizno reakcijo
s polimerazo z zacetnimi oligonukletidi c-
-kit-F-wt, c-kit-F-mut in c-kit-R. Metodo
smo povzeli in priredili po Schumacherju
in sod.."” Z zacetnima oligonukleotidoma
c-kit-Fwt in c-kit-R smo pomnozili inter-
no kontrolo, oznac¢eno z D (dolzina 184 bp)
na Sliki 1. Z zacetnima oligonukleotidoma
c-kit-F-mut in c-kit-R smo pomnozili mu-
tirani alel gena C-KIT (dolzina 9o bp), kar
je na Sliki 1 oznaceno z M. Vse vzorce smo
pomnozevali v verizni reakciji s polimerazo
(PCR) z obema kombinacijama zacetnih oli-
gonukleotidov. Nastale produkte PCR smo
analizirali na 4 % agaroznem gelu SyberSafe
(Invitrogene). V vzorcih s prisotno mutacijo
smo zaznali pomnozevanje z obema kombi-
nacijama zacetnih oligonukleotidov (Slika 1,
vzorca V1 in +K). Ce v vzorcu ni bilo pri-
sotne mutacije D816V v genu C-KIT, smo
zaznali le pomnozevanje interne kontrole
(Slika 1, kolone D v vzorcih V2 in -K).

Rezultati

V obdobju med julijem 2009 in decem-
brom 2011 smo v laboratorij dobili vzorce
kostnega mozga ali periferne krvi 25 bolni-
kov s sumom na sistemsko mastocitozo. 20
je bilo vzorcev kostnega mozga (80 %) in 5
vzorcev periferne krvi (20 %). Iz vzorcev
smo osamili DNA (14 bolnikov; 56 %) ali
RNA (5 vzorcev; 20 %), iz 6 vzorcev (24 %)
pa smo osamili DNA in RNA. Samo RNA
smo osamili iz vzorcev bolnikov, kjer so bile
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narocene $e druge preiskave in je bilo izho-
dis¢nega materiala premalo, da bi osamili
tudi DNA. Takih vzorcev je bilo 5 (20 %).
Ce je bilo izhodis¢nega materiala dovolj,
smo izolirali tako DNA kot RNA in analizo
dolocitve mutacije D816V opravili na obeh
vrstah nukleinskih kislin. To je bilo mogoce
za 6 (24 %) vzorcev. Mutacijo D816V v pro-
teinu KIT smo dolo¢ili pri 8 bolnikih (32 %),
6 vzorcev je izhajalo iz kostnega mozga in 2
iz periferne krvi. Ko smo primerjali rezulta-
te dolocitve mutacije D816V v proteinu KIT
na vzorcih DNA in RNA, smo ugotovili, da
so rezultati identi¢ni in da lahko dolocitev
mutacije D816V v KIT napravimo tudi na
vzorcih RNA. To smo uporabili pri dolo¢itvi
mutacije D816V v proteinu KIT pri bolnikih
z AML, kjer pogosto nimamo dovolj mate-
riala za osamitev RNA in DNA iz mononu-
klearnih celic in kjer je prednostna priprava
RNA.

Prisotnost mutacije D816V v genu C-KIT
smo dolocali pri 71 bolnikih z AML, trije od
njih so imeli translokacijo t(8;22). Bolnike s
translokacijo t(8;21) smo analizirali skupaj z
ostalimi bolniki z AML, ker je pojavnost te
kromosomske nepravilnosti pri bolnikih z
AML prenizka, da bi jih bilo smiselno obrav-
navali posebej. Rezultati dolocitve mutacije
D816V v genu C-KIT prikazujemo v Tabeli
1. Mutacijo D816V v genu C-KIT smo do-
lo¢ili pri 5 bolnikih z AML, kar predstavlja
7 %. Mutacija je v enakem delezu prisotna
pri moskih in zenskah. Mutacije nismo do-
lo¢ili pri nobenem od bolnikov s transloka-
cijo t(8:22).

Tabela 1: Rezultati dolocitve mutacije D816V v genu C-KIT pri bolnikih z AML in s sumom na sistemsko

mastocitozo.

Pozitivni 5 (7 %)
Negativni 66 (93 %)
Pozitivni 8 (32 %)
Negativni 17 (68 %)
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2 (6 %) 3(8%)
33 (94 %) 33 (92 %)
4 (29 %) 4 (36 %)
10 (71 %) 7 (64 %)
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Razpravljanje

Pridobljene somatske mutacije v genu C-
-KIT se pojavljalo pri $tevilnih malignih bo-
leznih, kot so sistemska mastocitoza, akutna
mieloi¢na levkemija, gastrointestinalni stro-
malni tumor in melanomi.”'***'* Poznamo
razlicne mutacije, ki so ve¢inoma znacilne
za posamezno bolezen. Mutacija D816V je
med najpogostej$imi mutacijami in se po-
javlja pri mastocitozi, akutni mieloi¢ni lev-
kemiji in seminomih."! Dolo¢itev mutacije
D816V v proteinu KIT je zelo pomembna
pri diagnosticiranju sistemske mastocitoze,
saj jo dolo¢imo pri vec¢ kot 90 % bolnikov in
je eden manjsih diagnosti¢nih meril.>*'>*?
Mutacijo D816V v genu C-KIT smo dolocali
pri 25 bolnikih, pri katerih je obstajal sum
na sistemsko mastocitozo in njeno priso-
tnost potrdili pri 8 (32 %) bolnikih. Verjetno
smo mutacijo D816V v genu C-KIT dokazali
pri tako majhnem delezu bolnikov, ker smo
jo dolocali pri bolnikih, kjer je obstajal le
sum na bolezen in diagnoza sistemske ma-
stocitoze Se ni bila potrjena. Metoda dolo-
Citve preiskovane mutacije je obcutljiva, saj
je obcutljivost uporabljene metode 1%."?
Ta velika obcutljivost metode nakazuje na
moznost, da bi mutacijo D816V v proteinu
KIT lahko dolocali tudi v periferni krvi, ce
je le bolezen dovolj razsirjena in ni omeje-
na le na prizadeta tkiva in kostni mozeg. To
hipotezo smo tudi dokazali, saj smo muta-
cijo dolocili tudi pri 2 od 5 vzorcev, kjer je
bila izhodi$¢ni vzorec periferna kri. Kljub
temu pa odsotnost mutacije D816V v peri-
ferni krvi ne pomeni, da genetska spremem-
ba v genu C-KIT pri bolniku ni prisotna.
Zato v takem primeru svetujemo ponovitev
analize na vzorcu kostnega mozga in sve-
tujemo ponovni odvzem periferne krvi le
v izjemnih primerih, ko punkcija kostnega
mozga ni priporocljiva. Mutacija D816V se
pojavlja pri ve¢ kot 90 % bolnikov s sistem-
sko mastocitozo in je eden manjsih diagno-
sticnih meril pri diagnosticiranju sistemske
mastocitoze.”'?’Pomembna pa je za izbiro
zdravljenja, saj povzroc¢a neodzivnost na
zdravljenje z imatinibom in narekuje izbi-
ro drugih zdravil. 7*'" Dolo¢itev mutacije
D816V v proteinu KIT je pomembna tudi pri
bolnikih z AML z genskima spremembama

RUNX-RUNXi1T1 (znacilno za translokacijo
t(8;21) (q22;q22)) ali CBFB-MYHaiy, ki je po-
sledica inverzije na kromosomu 16-inv(16)
(p13;q22). Nakazuje na agresivni potek in
slabso napoved izida bolezni.">"'” Analizi-
rali smo vzorce treh bolnikov z AML in s
translokacijo t(8;21), pri katerih pa mutacije
D816V nismo dolo¢ili. Mutacije v genu C-
-KIT se pojavljajo pri 16-30% teh bolni-
kov.*'>'7 Vzrokov, da preiskovane mutaci-
je pri nasih bolnikih nismo dolo¢ili, je vec.
Najpomembnejsi je verjetno majhno $tevilo
bolnikov, mozno pa je tudi, da pri bolnikih
obstajajo druge mutacije v genu C-KIT. Ker
nam trenutna metoda omogoca le dolocitev
mutacije D816V v genu C-KIT, prisotnosti
drugih mutacij ne moremo izkljuciti. Priso-
tnost vseh drugih mutacij bi lahko dolo¢ili
predvsem s sekvencioniranjem celotnega
gena C-KIT, Kkjer pa je obcutljivost metode
precej nizja. Obcutljivost dolocitve mutacij s
sekvencioniranjem je 20 %, obcutljivost do-
lo¢itve mutacij z reakcijo alelno specifi¢cnega
PCR pa je vsaj 1%.'*> Mutacije v genu C-KIT
se pojavljajo tudi pri drugih bolnikih z AML
s pogostostjo 3-15%.'”'® Njihov pomen $e
ni poznan. Obstajajo porocila o soobstoju
akutne mielo¢ne levkemije in sistemske ma-
stocitoze, kjer je $e zlasti pomembna muta-
cija D816V.*" To mutacijo smo dolo¢ili tudi
pri 5 (7 %) slovenskih bolnikov z AML, kar
se ujema s podatki iz literature."”'® Pri no-
benem od bolnikov, pozitivnih za mutacijo
D816V, ni drugih meril za sistemsko masto-
citozo. Zato lahko pri vseh petih bolnikih
izklju¢imo soobstoj akutne mieloi¢ne lev-
kemije in sistemske mastocitoze. Dolocitev
mutacije D816V v genu C-KIT je nujna pri
bolnikih, pri katerih obstaja sum na sis-
temsko mastocitozo, in pri bolnikih z AML
genskima spremembama t(8;21) in inv(16).
Dolocitev mutacije D816V v genu C-KIT je
potrebna tudi drugih bolnikih z akutno mi-
eloi¢no levkemijo, kjer je mogoca prisotnost
sistemske mastocitoze.

Zakljucki
Analiza mutacije D816V v genu C-KIT
je pokazala, da lahko preiskovano mutacijo

enako zanesljivo dolo¢amo v vzorcih DNA
in RNA in da preiskovano mutacijo lahko
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dolo¢imo tudi v mononuklernih celicah pe-
riferne krvi, ¢e je le bolezen dovolj razsirje-
na. Vseeno pa priporo¢amo odvzem vzorca
kostnega mozga. Mutacija D816V se pojavlja
pri 7 % slovenskih bolnikov AML, pri nobe-
nem od njih pa ne gre za soobstoj AML in
sistemske mastocitoze. Mutacije D816V ni-
smo dokazali pri nobenem od treh bolnikov
s translokacijo t(8;21). Preiskovano mutacijo
D816V v genu C-KIT smo dokazali pri 32 %
bolnikov s sumom na sistemsko mastocito-
zo.
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