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RESUMEN

Objetivo: Optimizar la detección de mutaciones en los genes KIT y PDGFRA en una muestra de tumor del estroma 
gastrointestinal (GIST).
Material y Métodos: Se analizó una muestra de tumor GIST Àjada y embebida en paraÀna. Mediante la técnica de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) se ampliÀcaron los exones 9, 11, 13 y 17 del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFR 
que contienen las mutaciones causales de GIST. Se conÀrmó la ampliÀcación mediante electroforesis en gel de agarosa al 
2%. Los fragmentos ampliÀcados, fueron puriÀcados y secuenciados en un analizador genético. Se detectó una sobreposición 
de bases propio de una deleción por lo que se tuvo que clonar los productos del exón 11 para identiÀcar el alelo mutado.
Resultados: Se determinó la presencia de una mutación patogénica en el exón 11 del gen KIT. Dicha mutación es una 
deleción de 15 pares de bases que genera la pérdida de 5 aminoácidos en el receptor tirosina kinasa KIT. Se encontraron 
polimorÀsmos neutrales en los exones 11 del gen KIT y en el exón 18 del gen PDGFRA.
Conclusión: El análisis molecular mediante secuenciación automática, permitió identiÀcar una mutación en el gen KIT en 
una muestra de tumor GIST. Esta técnica puede ser aplicada para caracterizar las mutaciones genéticas de casos peruanos 
de GIST y así poder establecer un tratamiento adecuado según su perÀl mutacional. (Horiz Med 2014; 14(4): 43-47)

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

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

ABSTRACT

Objective: To optimize the detection of mutations in the genes KIT and PDGFRA in a sample of gastrointestinal stromal 
tumor (GIST).
Material and Methods: We analyzed a GIST tumor sample Àxed and embedded in parafÀn. Using the technique of the 
polymerase chain reaction (PCR) we ampliÀed exons 9, 11, 13 and 17 of the KIT gene and exons 12 and 18 PDGFR gene 
which contain tha causal mutations of GIST. PCR ampliÀcation was conÀrmed by gel electrophoresis on 2% agarose. The 
ampliÀed fragments were puriÀed and cloned for subsequent sequencing. An overlap of baeses, characteristic of a deletion 
was detected, so we had to clone the exon 11 products to identify mutated allele. 
Results: We determined the presence of a pathogenic mutation in exon 11 of KIT gene. The mutation is a deletion of 15 base 
pairs and generates a loss of 5 amino acids in the KIT receptor tyrosine kinase. Neutral polymorphisms were also found in 
exon 11 of KIT gene and exon 18 of PDGFRA gene.   
Conclusion: Molecular analysis by automatic sequencing identiÀed a mutation in the KIT gene in a tumor sample GIST. This 
technique can be applied to characterize genetic mutations Peruvian cases of GIST and thus establish adequate treatment 
by mutational proÀle. (Horiz Med 2014; 14(4): 43-47)

Key words:  Proto-Oncogene Protein c-KIT, Alpha Receptor Platelet-Derived Growth Factor, Gastrointestinal Stromal Tumors. 
(Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCIÓN

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

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

Las ICCs están localizadas dentro y alrededor del 
plexo mientérico y funcionarían  como células 
marcapasos intestinales que regulan la motilidad 
intestinal. Históricamente, los GISTs eran mal 
clasiÀcados como leiomiomas o leiomiosarcomas. 

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

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

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

En aquellos casos que no presentan mutaciones en 
el gen KIT,  se ha encontrado que algunos presentan 
mutaciones en el gen PDGFRA, el cual también es 
un miembro de la familia Tirosina quinasa tipo III. 
Mutaciones en este gen, en GISTs, resultan en la 
activación constitutiva  de esta actividad tirosina 
quinasa, la cual contribuye a la formación del 
tumor (10). 

MATERIAL Y MÉTODOS

Se evaluó una muestra de GIST, Àjado en formalina 
al 10% e incluido en bloque de paraÀna. Se 
realizaron cortes histológicos de 5 µm y tinción con 
hematoxilina-eosina. 

El análisis inmunohistoquímico indicó que la 
muestra era positiva para la expresión de CD117.

Extracción y ampliÀcación del DNA genómico
El DNA genómico, fue extraído usando el kit 
High Pure PCR Template Preparation kit (ROCHE) 
siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
cuantiÀcación del DNA se realizó mediante el uso 
del Áuorómetro QubitTM (InvitrogenTM). 

La mayoría de mutaciones en el gen PDGFRA 
relacionadas con tumores GISTs, han sido reportadas 
en los exones 12 y 18. Hay que tener en cuenta que 
las mutaciones en los exones de estos genes, son 
mutuamente excluyentes en la mayoría de tumores 
GISTs (10).

Aproximadamente, el 75% de las mutaciones en 
el gen KIT involucran el exón 11, agrupándose en 
los extremos 5’ y 3’ de dicho exón, que codiÀca 
el dominio Juxtamembranoso (citosólico) de la 
proteína KIT. 

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

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

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

Se analizó una muestra de GIST Àjada y embebida 
en paraÀna. En el análisis inmuno histoquímico, se 
determinó la sobreexpresión del marcador CD117 
(datos no mostrados). La muestra provenía de una 
paciente de 67 años con tumoración a nivel de 
estómago.

El análisis molecular de los exones: 9, 11, 13 y 17 
del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFRA, 
permitió la detección de una mutación heterocigota 
(deleción/inserción) en el exón 11 del gen KIT.  

El DNA extraído, fue ampliÀcado mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) usando 
primers diseñados para los exones: 9, 11, 13 y 17 
del gen KIT y los exones 12 y 18 del gen PDGFRA 
(Tabla 1). Las condiciones de PCR fueron: 95°C 
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C por 
45 segundos, 55°C a 57°C durante 45 segundos 
(temperaturas especíÀcas de hibridación en la 
tabla 1) y 72°C por 1 minuto. 

Finalmente, una etapa de extensión a 72°C 
durante 10 minutos. La comprobación del 
proceso de ampliÀcación se realizó mediante una 
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%. 
Los tamaños relativos de cada exón de ambos genes 
se encuentran detallados en la Tabla 1.

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

Secuenciación del DNA
Los 6 fragmentos ampliÀcados por PCR, fueron 
puriÀcados con el kit QIAquick PCR PuriÀcation 
(QIAGEN). Posteriormente, ampliÀcados con el kit 
BigDye Terminator versión 3.1 Cycle sequencing 
y secuenciados en ambas direcciones (forward 
y reverse) en un analizador genético ABI 3500  
(Applied Biosystems).   

Se realizaron dos procesos de secuenciación. La 
primera sirvió para determinar la presencia de 
mutaciones en los genes KIT y PDGFRA. Una posible 
mutación se encontró en el exón 11 del gen KIT con 

una sobreposición de bases típico de una deleción/
inserción en uno de los alelos. 

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

Clonación  de productos de PCR
Para diferenciar entre la secuencia normal y 
mutada (posible deleción/duplicación), se clonó el 
fragmento ampliÀcado correspondiente al exón 11 
del gen KIT utilizando el set de reactivos pCR®8/
GW/TOPO®TA Cloning  (Invitrogen) y siguiendo 
las indicaciones del fabricante. Brevemente, los 
productos de PCR se ligaron en el vector plasmídico 
pCR®8/GW/TOPO®, las células Electro Max TM 
DH10BTM-T1® fueron transformadas con los 
constructos generados, estas células se cultivaron 
en medio LB con el antibiótico espectinomicina e 
incubadas a 37 C.

El ADN del plásmido, se extrajo usando el método 
modiÀcado de lisis alcalina/PEG y luego se sometió 
a digestión con la enzima EcoR1, electroforesis en 
agarosa 1% y tinción con bromuro de etidio para 
conÀrmar la presencia del fragmento clonado. 

Los plásmidos obtenidos fueron secuenciados en 
ambos sentidos para conÀrmar las variaciones de 
la secuencia.
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DISCUSIÓN 

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

En el gen KIT, estas mutaciones resultan en la 
activación del dominio kinasa de la proteína KIT, 
independientemente del ligando. La mutación 
p.K550_E554del encontrada en nuestro estudio, ya 
ha sido reportada y estaría afectando  la estructura 
del dominio juxtamembranoso de la proteína 
que tiene como función prevenir la activación 
constitutiva de la kinasa (16,17). 

Esta mutación, es una deleción de 15 pares de bases 
que estaría asociada con una corta sobrevida libre 
de progresión (18). 

Las deleciones que implican el codón 557 y/o 
codón 558 están asociadas con un comportamiento 
maligno (19). Se han reportado casos en las que 

Después de la clonación con el kit pCR®8/GW/
TOPO®TA Cloning® para individualizar y secuenciar 
separadamente los alelos se encontró la mutación, 
denominada p.K550_E554del, que corresponde 
a una deleción de 15 pares de bases a nivel del 
extremo 5’ del exón 11,  generando una pérdida de 
cinco aminoácidos (Lys-Pro-Met-Tyr-Glu) entre los 
codones 550 y 554. Esta mutación afecta la secuencia 
aminoacídica del dominio yuxtamembranoso del 
receptor tirosina kinasa. También se encontró un 
cambio puntual (c.1752T>C) en el codón 584 del 
exón 11, que no genera un cambio de aminoácido, 
por lo que se considera un polimorÀsmo neutral.

En el caso de los exones 12 y 18 del gen PDGFRA no 
se encontraron mutaciones patogénicas, sólo en el 
codón 824 del exón 18 se encontró un polimorÀsmo 
neutral (c.2472C>T) que no genera un cambio de 
aminoácido.

la deleción se ubica entre los codones 550 y 558 
(p.K550_K558del), con una frecuencia variable (1.4 
a 1.6%) y estaban asociadas con un comportamiento 
agresivo (10,20), por lo que podemos esperar que en 
nuestro caso, las características del tumor deberían 
ser similares, ya que la mutación se encuentra en la 
misma región. 

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

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

Finalmente, en la versión 2012 de las Guías de 
Práctica Clínica de la ESMO (European Society 
for Medical Oncology) para GIST, se indica que la 
caracterización molecular de la mutación debe 
ser obligatoria para todos los pacientes con GIST, 
con el Àn de orientar en la administración de un 
tratamiento adyuvante (22,23). 

En conclusión, el análisis molecular mediante 
secuenciación automática, permitió identiÀcar 
una mutación en el gen KIT en una muestra de 
tumor GIST. Esta técnica puede ser aplicada para 
caracterizar las mutaciones genéticas de casos 
peruanos de tumores GIST para establecer un 
tratamiento y pronóstico adecuados según el perÀl 
mutacional.
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