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RESUMEN

Los tumores del estroma gastrointestinal (GIST)
poseen mutaciones en los genes del receptor de la ti-
rosin quinasa (RTKs) KIT y PDGFRA. La posibilidad de
bloquear esta actividad ha significado una nueva espe-
ranza terapéutica. El diagnoéstico de GIST recae en la
expresion inmunohistoquimica del c-KIT, pero un 4-15%
son c-KIT negativos (atn en presencia de mutacion), y
sin embargo estos pacientes podrian beneficiarse del
tratamiento con inhibidores tirosin quinasa (TKIs).

ElI DOG1 es un nuevo anticuerpo cuya sensibilidad
y especificidad parece ser superior o igual a la del ¢-KIT.
El objetivo de este trabajo es evaluar la sensibilidad
(Se) y especificidad (Sp) de DOG1 en GIST de tipo usual
(cKIT positivos), de tipo inusual (c-KIT negativos) y
frente a otros tumores fusocelulares mesenquimales, y
comparar la validez diagnostica del DOGI frente al c-
KIT.

Estudiamos 40 GIST, 39 c-KIT positivos y un ¢-KIT
negativo. Se realiz6 un panel inmunohistoquimico con
los anticuerpos: c-KIT, CD34, actina masculo liso, DOG1
y S100, en los GIST como en siete tumores fusocelulares.

La Se y Sp de GIST para DOGI fue del 100 y 97,5%
para cKIT. La inmunoreactividad para DOGI en todos
los tumores fusocelulares fue negativa. La validez diag-
nostica de DOG1 y CKIT fue similar a la hora de detec-
tar GIST y no GIST.

DOGI es un marcador especifico y sensible para el
diagnéstico y diagndstico diferencial de GISTs (es capaz
de detectar algunos GIST sin mutacién en RTK).

EI DOG1 deberia de formar parte del panel inmuno-
histoquimico para el diagnéstico de GIST.
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ABSTRACT

Gatrointestinal stromal tumours (GIST) harbour
oncogenic mutations in tyrosin kynases receptors
(RTKs) including KIT and PDGFRA. The inhibition of
this activity has been regarded as the primary target for
the treatment of these patients. Diagnosis of GIST relies
on cKIT inmunoreactivity; however there is a 4-15% of
GISTs that are C-KIT negative which may lead to under-
diagnosis of GISTs and possible withholding of therapy.

The novel gene DOGI1 has been found overexpres-
sed in GISTs and has potential as a diagnostic marker
for GISTs showing even more sensitivity (Se) and speci-
ficity (Sp) than c-KIT for the diagnosis of these tumors.
In this study we compared the (Se) and (Sp) of DOG1 in
typical and atypical GISTs (c-KIT positive or negative)
with ¢KIT and other mesenchymal neoplasms in the
differential diagnosis of GISTs

We examined 40 GIST (39 showed inmunoreactivi-
ty for c-KIT and one was c-KIT negative) and another
seven fusiform tumors. An inmunohistochemical panel
was performed with c-KIT, CD34, smooth muscle actin,
DOGI1 and S100 antibodies on both types of neoplasms.

The overall Se and Sp of DOG1 and KIT in GISTs
were nearly identical: 100 and 97,5%. Negativity for
DOGI1 was observed in all fusiform mesenchymal neo-
plasms.

DOGI is highly expressed in GIST and its expres-
sion seems quite specific for these tumours when the
differential diagnosis includes another mesenchymal
neoplasms.

DOG]1 should be added to the diagnostic panel eva-
luating GISTs.
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INTRODUCCION

Los tumores del estroma gastrointes-
tinal (GIST) son las neoplasias mesenqui-
males mas frecuentes del tracto gastroin-
testinal (TGI) y constituyen el 1% de los
canceres primarios a este nivel. Se originan
en las células intersticiales de Cajal (CIC)!?
y su principal diagnéstico diferencial se
plantea con otras neoplasias mesenqui-
males fusocelulares de similar localiza-
cion (leiomiosarcoma, tumor desmoide,
schwannoma, etc).

Tradicionalmente los GIST localmente
avanzados se asociaban a un mal pronés-
tico. En casos de reseccién incompleta o
enfermedad metastasica al momento de su
presentacion, la supervivencia promedio
era inferior a un afo, con una superviven-
cia a cinco anos menor del 35%. Ademas
eran refractarios a tratamientos conven-
cionales de quimioterapia, con una tasa de
respuesta inferior al 10% sin mejoria en la
supervivencia, y a la radioterapia, con ta-
sas de respuesta menores al 5%. De esta
manera, hasta inicios del 2000 no existia
una alternativa de tratamiento eficaz en
etapas avanzadas °.

No fue hasta 1998 cuando Hirota y col*
descubrieron el protooncogen KIT y Kind-
lom y col’ las caracteristicas inmunofeno-
tipicas y morfolégicas de la proteina c-KIT
(CD 117) lo que origind un importante avan-
ce en la comprension de estos tumores.

Las mutaciones del gen KIT serian el
paso inicial para el desarrollo de GIST,
que muestran mutacion en un receptor de
membrana con actividad tirosin quinasa, lo
que condiciona su activacién permanente
y una proliferacién celular no controlada.
Mediante la mejor comprensién de la fisio-
patologia del GIST se han desarrollado una
nueva clase de drogas antineoplasicas: los
inhibidores de la tirosin quinasa (mesilato
de imatinib).

Sabemos que el 90% de los GIST poseen
mutaciones ya sea en el protooncogen KIT
o en PDGFRA, y que la expresién de la pro-
teina c-KIT ha demostrado ser un marcador
relativamente especifico para el diagnésti-
co de los GIST*%%,
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Aunque el anticuerpo c-KIT es un mar-
cador fiable para el diagnéstico de GIST,
aproximadamente el 5% de estos tumores
presentan ausencia de expresiéon inmuno-
histoquimica para este marcador™. La au-
sencia de expresién inmunohistoquimica
se asocia en su mayoria a la mutacién del
gen PDGFRA pero también a mutaciones
del gen KIT en los exones 11 y 989.

El 60-70% de los GIST c-KIT negativos
son también PDGFRA negativos, lo que su-
giriere la existencia de mecanismos adicio-
nales ain desconocidos en su patogenia.
Es por ello que surgi6 la necesidad de en-
contrar un marcador que pudiera identifi-
car este tipo de tumores c-KIT negativos.

En el aiio 2004 West y col'® desarrolla-
ron un nuevo antisuero que reacciona fren-
te a un gen especifico del GIST y que codi-
fica para un proteina hipotética (FLJ10261)
que es altamente especifica en el diagnos-
tico de GIST y cuya sensibilidad y especi-
ficidad parece ser que es igual o superior
a la lograda con el ¢KIT (CD 117) y CD 34:
DOGI',

Son objetivos de este trabajo: evaluar la
sensibilidad (Se) del anticuerpo DOG1 K9 en
tumores del estroma gastrointestinal; eva-
luar la sensibilidad y especificidad (Sp) del
anticuerpo DOGI K9 frente a tumores fuso-
celulares mesenquimales: leiomiosarcomas,
tumor fibroso solitario, schwanoma con los
que se plantea el diagnoéstico diferencial;
y comparar la validez diagnoéstica del anti-
cuerpo DOGI K9 frente a la del cKIT.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron un total de 42 tumores
del estroma gastrointestinal (GIST) de los
archivos del Servicio de Anatomia Patol6gi-
ca «A» del Complejo Hospitalario de Nava-
rra (Pamplona), correspondientes a tumo-
res diagnosticados entre enero de 1995 y
enero de 2009, de los cuales se excluyeron
dos casos por presentar escaso material.
Se estudiaron GIST tipicos (c-KIT o PGFRA
positivos) (n=39) y sélo se encontré6 un
GIST atipico (c-KIT negativo).

Se revisaron las preparaciones histol6-
gicas para clasificar los GIST en subtipos
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epitelioide, mixto o fusiforme segin la mor-
fologia.

Se revisaron las historias clinicas co-
rrespondientes a los pacientes para reca-
bar datos como: la localizacién del tumor,
edad y sexo.

Se incluyeron areas representativas de
los tumores en microarrays de tejidos en

Tabla 1. Panel de anticuerpos utilizados en el estudio

cortes de seis micras donde se realiz6 un
panel inmunohistoquimico con los siguien-
tes anticuerpos: cKIT (CD 117), CD 34,
actina masculo liso, DOG1 K9 y S100, con
los respectivos controles positivos y nega-
tivos. Los anticuerpos, clones, diluciones,
condiciones de tratamiento y fuentes se re-
sumen en la tabla 1.

Anticuerpo Rz;‘:fg?;?;ci:n Dilucién Clon Fuente
DOG1 Estandar 60 min 1/100 K9 Menarini

CD 117 (cKIT) Estandar 60 min 1/400 Policlonal Dako
CD 34 pH 6 - 10 min Prediluido QBend/10 Menarini

$100 Estandar 60 min Prediluido 4C4.9 Vitro
muslcxlflt(i)nl?sﬁlg\ML) pH 6 - 10 min o 5M-1 Menarini

Se valor6 la tincién imunohistoquimica
para DOG1 K9 y de los otros anticuerpos
de manera semicuantitativa de la siguiente
forma:

1. Positividad <25% de las células
2. Positividad 25-50% de las células
3. Positividad >50% de las células

Se realiz6 el mismo panel inmunohis-
toquimico en tumores fusocelulares de
similar localizacion: tres leiomiosarcomas
(en abdomen, duodeno y retroperitoneo),
un schwannoma (en recto), una fibroma-
tosis mesentérica (en duodeno). Se inclu-
yeron ademdas dos tumores fusocelulares
de distinta localizacién: un tumor fibroso
solitario (en pleura) y un sarcoma sinovial
monofasico (en muslo). En estos tumores
se realiz6 el panel inmunohistoquimico en
cortes de 4 pm, desparafinados en xilol y
rehidratados en alcohol.

Se realiz6 el analisis mutacional para
el GIST cKIT negativo. Se seleccion6 una
muestra representativa del tumor en pa-
rafina y se transfiri6 a un tubo eppendorf
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para la realizacion del estudio mutacional
en los exones 18 y 12 de PDGFR-alfa y de los
exones 11,9, 13y 17 de c-KIT en el Centro
de Investigacion Médica Aplicada de la Uni-
versidad de Navarra (Pamplona).

Todos los célculos y el anélisis estadis-
tico se realizaron con SPSS V.15.0 (SPSS Inc.
[llinois, EEUU).

Las variables cualitativas se describie-
ron mediante frecuencias y porcentajes,
mientras que las variables cuantitativas se
describieron mediante media (desviacion
tipica) si seguian una distribucién normal
y mediante mediana (rango intercuartilico:
P,.-P..) en caso contrario.

La validez diagnéstica se establecié a
partir de los valores de sensibilidad y es-
pecificidad obtenidos de las tablas de con-
tingencia. Los limites de los intervalos de
confianza al 95% (IC 95%) se calcularon me-
diante el método exacto debido a las bajas
frecuencias observadas.

La comparaciéon del desempeiio diag-
nostico de dos de los anticuerpos estu-
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diados (DOG1 K9 y c-KIT) se llevo a cabo
mediante el test de McNemar para datos
pareados.

RESULTADOS

Se incluyeron 40 GIST de 40 pacientes,
de los cuales 23 eran varones (57,5%) y 17
mujeres (42,5%), con una edad media de
63,2 (DS = 13,9) anos (rango 24 a 85 anos).
El tamafo tumoral variaba desde 0,3 hasta

11 cm de diametro, con una mediana de 3,5
cm (1,85-5,75).

En estémago se localizaron 29 GIST
(72,5%), 10 en intestino delgado (25%), in-
cluyendo duodeno (2), yeyuno (7) e ileon
(1), y un caso en sigma (2,5%).

El aspecto microscopico vari6 de acuer-
do al subtipo histolégico. El 42,5% de los
casos mostr6 una morfologia fusiforme, el
40% se trat6 del subtipo epitelioide y 17,5%
de tipo mixto (Fig.1).

Figura 1. Morfologia microscopica de los distintos tipos histolégicos de GIST: A: epitelioide, B: fusoce-

lular, C: mixto. HE x 40.

Los 40 GIST estudiados fueron inmu-
norreactivos para DOGI1 K9, 39 para cKIT
(97,5%), 35 para CD 34 (87,5%), 15 para
AML (37,5%) y 8 para S100 (20%).

En la mayoria de los GIST (75%) la tincién
para DOGI fue citoplasmaética e intensa en

mas del 50% de las células (puntuacion 3);
en 9 casos (22,5%) se observd una puntua-
cién 2; en un caso (2,5%) se observé inmuno-
rreactividad en menos del 25% de las células
(puntuacion 1). El resto de resultados inmu-
nohistoquimicos se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Frecuencia de la intensidad para los anticuerpos DOGI, ¢-KIT, CD34, AML y S100 en GIST

DOG1 oKIT CD 34 AML $100

Positivo 40/40(100%) | 39/40 (97,5%) | 35/40 (87,5%) | 15/40 (37,5%) 6/40 (15%)
Puntuacién 1 1/40 (2,5%) 3/39 (7,6%) 4/35 (11,4%) 8/15 (53,3%) 6/6 (100%)
Puntuacién2 |  9/40 (22,5%) 5/39 (12,8%) 5/35 (14,2%) 3/15 (20%) 0/6 (0%)
Puntuacién 3 30/40 (75%) 31/39 (7194%) | 16/35(45,7%) | 4/15 (26,6%) 0/6 (0%)

Negativo 0/40 (0%) 1/40 (2,5%) 5/40 (125%) | 25/40 (62,5%) 34/40 (85%)

En el anico GIST c-KIT negativo se reali-
z6 el andlisis mutacional de los exones 18 y
12 de PDGFR-alfa y de los exones 11,9, 13y
17 de cKIT mediante PCR y secuenciacién
directa de los productos de amplificacion,
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no habiéndose encontrado ningin tipo de
mutacion.

La tincién de DOG1 para los otros tumo-
res fusocelulares incluidos (tres leiomio-
sarcomas, un schwannoma, una fibromato-
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sis mesentérica, un tumor fibroso solitario
y un sarcoma sinovial monofasico) fue ne-
gativa.

En esta serie, todos los GIST presenta-
ron inmunorreactividad frente al anticuerpo
anti-DOG1 K9, mientras que los no GIST (7)
no presentaron inmunotincién, presentando
una sensibilidad y especificidad del 100%,
con unos intervalos de confianza al 95% de
90,07-100 y 59,0-100 respectivamente.

Los GIST inmunorreactivos frente a c-
KIT (39), fueron a su vez inmunoreactivos
para DOGI1 presentando una sensibilidad
del 100% (intervalo de confianza al 95% de
90,75-100)

Todos excepto un GIST fueron inmuno-
reactivos para c-KIT (Se= 100 % con un IC al
95%: 86,84-99,94) y de los tumores no GIST

ninguno fue inmunoreactivo para c-KIT (Sp
= 100% con un IC 95%: 59,0-100)

Al comparar la validez diagnéstica de
anti-DOG1 y CKIT se observdé que ambos
anticuerpos se comportan de forma casi
idéntica a la hora de detectar GIST y no
GIST (p= 1,00, McNemar) en esta serie.

DISCUSION

Con el descubrimiento de las mutacio-
nes en KIT y PDGFRA*S y el desarrollo de
los TKI (inhibidores tirosina quinasa) para
el tratamiento de los GIST, las opciones de
tratamiento y pronédstico de los pacientes
con enfermedad metastasica ha cambiado
de manera radical, por lo que un diagnosti-
co adecuado de estos tumores -aln en au-
sencia de expresiéon de cKIT- es esencial.
El mesilato de imatinib (Glivec®) ha hecho
posible el tratamiento de estos pacientes
con enfermedad metastasica o localmente
avanzada inoperable, alcanzando un con-
trol de la enfermedad en hasta un 85%>,

Mas del 90% de los GIST ocurren en
adultos a partir de los 40 afos de edad con
una media de 63 afnos! con un ligero pre-
dominio en varones. En nuestros casos la
edad media de presentacién fue también
de 63 anos, siendo mas frecuentes en va-
rones (57%). La localizacién preferente es
en estobmago, intestino delgado, intestino
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grueso, es6fago, epiplon, mesenterio y re-
troperitoneo®?.

Nuestros casos presentaron una distri-
bucién similar de localizaciones (72,5% en
estémago, 25% en intestino delgado y 2,5%
en intestino grueso sigmoide), no encon-
trando casos en otras localizaciones.

La mayoria de los GIST pueden ser diag-
nosticados a partir de una combinacién de
factores clinicos y anatomopatolégicos,
como son la localizacién, la apariencia
histoldgica y la presencia de inmunorreac-
tividad para cKIT. Sin embargo, una pro-
porcién significativa de GIST (4-15%) posee
falta de expresion para c-KIT %7, En estos
casos seria necesaria la realizacién del es-
tudio mutacional para KIT o PDGFRA para
confirmar el diagnéstico de GIST; esto in-
crementa el coste y retrasa el diagnostico
de estos pacientes. DOGI1 seria capaz de
detectar estos GIST c-KIT negativos. Sin
embargo, en los GIST c-KIT y DOG1 negati-
vos se debe realizar un analisis mutacional
para confirmar el diagnéstico.

DOG] es una proteina de funcién desco-
nocida que se expresa de manera selectiva
en los GIST utilizando un perfil de expre-
sion génica. Esta proteina se gener6 en sue-
ro de ratén; sin embargo, en estudios pos-
teriores fue dificil generar en otros ratones
a pesar de los intentos de inmunizacién de
los mismos con el péptido DOG1 original’3,
por lo que se sintetizaron dos anticuerpos
monoclonales (DOG1.1 y DOG1.3) que iden-
tifican diferentes secuencias del péptido
DOG1. Ambos anticuerpos han mostrado
mayor especificidad que c-KIT en la tincién
de GIST, particularmente DOGI1.1. Actual-
mente se dispone de un nuevo clon de este
anticuerpo (K9) que ha logrado resultados
similares a DOG1.1 y DOG1.3 en los traba-
jos realizados en este campo'"'2,

Miettinem y col®® describieron que el
anticuerpo DOGI identifica un 11% mas de
GIST que el cKIT en tumores con mutacién
en KIT, sensibles a imatinib y cKIT negativos,
mientras que Liegl y col'! solo encontraron
un 5% mas. En nuestro estudio nicamente
disponemos de un caso c-KIT negativo que
fue intensamente positivo para DOGI, aun-
que en el estudio genético no presenté mu-
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tacion ni para KIT (exones 11,9, 13 y 17) ni
para PDGFRA (exones 18 y 12).

Se ha descrito también que, a diferencia
de los GIST mutados en KIT, los GIST que
tienen mutaciéon en PDGFRA no presentan
inmunorreactividad para el cKIT (o esta
es débil) y la mayoria tienen una morfolo-
gia epitelioide™, por lo que estos tumores
tienden a ser diagnosticados como neopla-
sias de tipo epitelial. En estos casos la in-
munoreactividad para DOG1 ha mostrado
poseer una sensibilidad de alrededor de
hasta un 90%'®. En nuestro caso c-KIT nega-
tivo se aprecié una morfologia epiteliode al
igual que en estos estudios y no presento
inmunoreactividad para PDGFRA.

En el estudio de Espinosa y col'?, solo
el 9% de los GIST que poseian mutacién
en el gen PDGFRA eran positivos para c-
KIT, mientras que la mayoria (78%) fueron
inmunorreactivos para DOG1; mas aan, la
tercera parte de los tumores con mutacion
en PDGFRA, c-KIT negativos e inmunorreac-
tivos para DOGLI.1 presentaron mutaciones
que predecian una respuesta al imatinib.

Uno de los principales diagnésticos
diferenciales de los GIST es el leiomiosar-
coma. En nuestra serie los tres leiomiosar-
comas estudiados fueron negativos para
DOGI1(K9). En otros estudios se ha descrito
inmunorreactividad para DOG1 en estos
tumores de manera aislada (alrededor de
0,3%)12.

En los altimos anos se ha descrito una
alta sensibilidad y especificidad del DOG1
para GIST!"318 Espinosa y col?, en los
1.367 tumores no GIST estudiados, solo en-
contraron inmunorreactividad para DOG1
en un leiomiosarcoma, un sarcoma sinovial
y un melanoma desmoplasico. Ademas,
se han observado escasos casos de carci-
nomas, melanomas y seminomas inmuno-
rreactivos para DOGI1 en comparacién con
el cKIT. Ninguno de nuestros siete tumo-
res no GIST mostr6é inmunorreactividad ni
para DOGI ni para c-KIT.

De los resultados de este trabajo se
puede concluir que: DOG1 es un marca-
dor altamente especifico y sensible para
el diagnéstico histolégico de GIST y para
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realizar el diagnoéstico diferencial con los
tumores de morfologia fusocelular.

La sensibilidad y especificidad de DOG1
y ¢KIT no es significativamente distinta
una de la otra y ambos se comportan de

manera similar a la hora de diagnosticar un
GIST.

El empleo de DOGI en la practica cli-
nica complementa al c-KIT y debe formar
parte del panel inmunohistoquimico para
el diagnoéstico de GIST.
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