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1. WSTEP

1.1. Receptory KIT i PDGFRA

KIT i PDGFRA sg powierzchniowymi receptorami komorkowymi o aktywnosci kinazy
tyrozynowej. Oba biatka maja podobng strukture i nalezg do rodziny receptorow klasy III.
Zbudowane sg z trzech regiondw: zewnatrzkomdrkowego, srédbtonowego oraz cytoplazma-
tycznego (wewnatrzkomorkowego). W obrebie regionu zewnatrzkomdrkowego wystepuje
pie¢ petli immunoglobino(Ig)-podobnych, odpowiedzialnych za rozpoznanie i wigzanie okre-
$lonego czynnika wzrostu. Region $rodbtonowy receptora taczy czg$¢ zewnatrzkomdrkowa
z cytoplazmatyczng. Cz¢$¢ cytoplazmatyczna receptora sktada si¢ z dwoch domen struktural-
nych, okotoblonowej i o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Domena okotobtonowa peini klu-
czowg role w procesie autoregulacji fosforylacji receptora. Natomiast w domenie o aktywno-
$ci kinazy tyrozynowej wyodrebni¢ mozna rejon wiazacy ATP (kinaza tyrozynowa I) i rejon
fosfotransferazy (kinaza tyrozynowa II), ktére oddzielone sg hydrofilowa wstawka [96].

KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) jest powierzch-
niowym receptorem komodrkowym dla czynnika wzrostu komorek macierzystych (stem cell
factor, SCF), ktory kodowany jest przez gen KIT zlokalizowany w dlugich ramionach chro-
mosomu 4q12. Aktywacja KIT przez ligand prowadzi do dimeryzacji i fosforylacji receptora
oraz aktywacji bialek sygnalizacji komdrkowej regulujacej procesy proliferacji, apoptozy,
chemotaksji i adhezji oraz réznicowania komoérek. Ekspresja KIT jest niezbedna do rozwoju
szpikowych komorek pnia, komdrek tucznych, melanocytow, gametocytdw i komorek Cajala.
Te ostatnie wystgpujg w Scianie przewodu pokarmowego 1 odgrywaja wiodacg role w moto-
ryce jelita. [10, 74].

Receptor PDGFRA (platelet derived growth factor receptor &) kodowany jest przez gen
PDGFRA zlokalizowany w chromosomie 4ql2, w poblizu genu KIT. Receptor ten wigze
ptytkopochodne czynniki wzrostu PDGF (platelet derived growth factors), ktore dziataja
przede wszystkim na fibroblasty 1 komodrki migsni gltadkich. Receptor PDGFRA aktywowany
przez PDGF stymuluje migdzy innymi wzrost komdrek mezenchymalnych. Ekspresja PDG-
FRA jest réwniez niezbgdna do rozwoju uktadu kostnego, ptuc, skory, jelit 1 jader oraz osrod-
kowego uktadu nerwowego (OUN) [56, 60].

1.2. Mutacje inaktywujace gen KIT

Mutacje inaktywujace gen KIT opisano jedynie w piebaldyzmie. Piebaldyzm (OMIM
172800), nazywany albinizmem zlokalizowanym, jest rzadka chorobg dziedziczong w sposob
autosomalny dominujacy, ktorej charakterystycznym objawem sg wrodzone odbarwienia sko-
ry przede wszystkim czota, klatki piersiowej, brzucha oraz konczyn [45]. Podloze molekular-
ne tej choroby stanowig mutacje genow KIT oraz SNAI2 (snail homolog 2, SLUG) zlokalizo-
wanego w chromosomie 8ql1 [33]. Gen SNAI2 koduje czynnik transkrypcyjny z motywem
palcow cynkowych, ktorego ekspresja jest regulowana przez sygnalizacje komodrkowa
SCF/KIT [113].

Mutacje genu KIT obnizaja aktywnos$¢ receptora kinazy tyrozynowej, co prowadzi do za-
hamowania rozwoju melanoblastdw i1 zaburzenia melanogenezy [12]. U pacjentow z piebal-
dyzmem wykryto dotychczas ponad 40 réznych mutacji inaktywujacych KI7T. Zidentyfikowa-
ne mutacje sg zréoznicowane i obejmuja zardwno mutacje zmiany sensu, typu nonsens, zmiany
ramki odczytu, mutacje miejsc sktadania RNA, jak i czgsciowe lub catkowite delecje genu
[132]. Generalnie mutacje te zaburzaja ekspresj¢ receptora KIT na powierzchni melanocytow.
Istnieje zwigzek pomigdzy rodzajem 1 lokalizacja mutacji a objawami choroby.
W przypadku mutacji zmiany ramki odczytu zazwyczaj dochodzi do zmniejszenia o 50%
liczby aktywnych receptoréw. Chorzy z tego typu mutacjami charakteryzuja si¢ umiarkowa-
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nymi objawami klinicznymi [110]. Mutacje zmiany sensu, szczeg6Olnie te zlokalizowane
w obrebie domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej, prowadza do powstania nieaktywnej
formy receptora KIT. Obecnos$¢ nieaktywnej formy receptora KIT powoduje powstawanie
heterodimerdw, co prowadzi do redukcji o 75% aktywnosci sygnalizacji komdrkowej zaleznej
od tego receptora. Tak znaczne obnizenie aktywnosci prowadzi do wyrazniej zaznaczonych
objawdéw piebaldyzmu [110]. Ze wzgledu na réznorodno$¢ identyfikowanych mutacji oraz
istnienie zwigzku pomigdzy rodzajem mutacji a fenotypem choroby wskazana jest analiza
molekularna catej sekwencji kodujacej genu KIT. W przypadku nie wykrycia mutacji punk-
towej konieczne jest przeprowadzenie analizy genetycznej majacej na celu identyfikacje dele-
cji catego genu KIT lub mutacji punktowej/delecji genu SNAIL2.

1.3. Mutacje aktywujace gen KIT

Mutacje aktywujace prowadzg do konstytutywnej autofosforylacji receptora KIT nieza-
leznej od obecnosci jego liganda, czynnika SCF [57]. Patologiczna aktywacja KIT prowadzi
do niekontrolowanej proliferacji komorek. Mutacje aktywujace KI/7 zidentyfikowano dotych-
czas w komorkach guzéw podscieliska przewodu pokarmowego (GIST), przewleklej biatacz-
ki szpikowej (CML), ostrej biataczki szpikowej (AML), nasieniakow, rozrodczakdéw, masto-
cytozy oraz czerniakdéw ztosliwych skory [44, 57, 90, 100, 116, 118, 129].

Guzy podscieliska przewodu pokarmowego (GIST) stanowig najczesciej wystgpujace
nowotwory mezenchymalne przewodu pokarmowego. GIST wywodza si¢ z komodrek Cajala
lub ich prekursoréw [102]. W wigkszosci guzow stwierdza si¢ ekspresje KIT, ktdrg potwier-
dza pozytywna reakcja immunohistochemiczna dla antygenu KIT (CD-117) [40]. W guzach
GIST mutacje aktywujace KI/T zidentyfikowano w obrgbie eksondéw 9, 11, 13 1 17. Zdecydo-
wana wigkszo$¢ tych mutacji wystgpuje w eksonie 11 (65-70%). Mutacje w eksonie 9 stwier-
dza si¢ w okoto 10% guzoéw GIST, podczas gdy mutacje w eksonach 13 1 17 wystepuja bar-
dzo rzadko — zaledwie w 1-2% analizowanych przypadkow [21, 73]. Mutacje w eksonie 11
stanowia zazwyczaj delecje jednego lub kilku, wyjatkowo kilkunastu kodonoéw, czesto obej-
mujace kodony 557-558 [26]. Drugi, co do czestosci wystgpowania typ mutacji w tym ekso-
nie to substytucje jednego nukleotydu. Najrzadziej wykrywa si¢ duplikacje, ktore sa lokalizu-
ja sie w dystalnej czesci eksonu 11. W eksonie 9 genu KIT zdecydowang wigkszos¢ dotych-
czas zidentyfikowanych mutacji stanowia duplikacje kodonow 502 i 503 (p.AY502-503dup).
Natomiast w eksonie 13 najczesciej obserwuje si¢ substytucje nukleotydu prowadzaca do za-
miany lizyny na kwas glutaminowy w kodonie 642 (p.K642E) [5].

Rodzinne wystepowanie GIST jest zjawiskiem bardzo rzadkim. Dotychczas opisano oko-
to dwudziestu takich rodzin [67]. U pacjentéw z rodzinnym GIST zazwyczaj wykrywa si¢
guzy u kilku cztonkéw rodziny, ktore pojawiaja si¢ w mtodszym wieku w porownaniu do
pacjentdw ze sporadycznym guzem. Mutacje genu KIT stwierdzono w sekwencjach koduja-
cych domeng¢ okotobtonowa jak i domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej TKI i TKII. Naj-
czesciej obserwowang zmiang w rodzinnym GIST jest mutacja w kodonie 559 (p.V559A)
[67].

Mastocytoza to bardzo heterogenna grupa chordb szpiku kostnego, w ktorych stwierdza
si¢ patologiczny rozrost komorek tucznych. Choroba zazwyczaj ujawnia si¢ w dziecinstwie
lub we wczesnym wieku dojrzatym. W 1996 wykazano, ze mastocytoza u dorostych jest
zwigzana z klonalng proliferacja mastocytéw bedaca efektem mutacji aktywujacych gen KIT
[80]. W mastocytozie zidentyfikowano kilkanascie roznych mutacji tego genu, gtéwnie o cha-
rakterze substytucji jednego nukleotydu. Zdecydowanie najczesciej identyfikowang zmiang
jest mutacja p.D816V w eksonach kodujacych domene o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej
(TKII) [93]. Rzadziej obserwuje si¢ mutacje p.V560G, ktorej efektem jest modyfikacja do-
meny okotoblonowej [93]. Przez wiele lat klonalno$¢ rozrostéw mastocytarnych u dzieci oraz
obecnos$¢ mutacji genu KIT w tych rozrostach byly przedmiotem dyskusji. Dopiero niedawno
przeprowadzone badania potwierdzity, ze podobnie jak u dorostych, mastocytoza u dzieci jest
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klonalnym rozrostem komorkowym z mutacjami genu K/7 [11]. W tych dwdch grupach pa-
cjentow obserwuje si¢ jednak roéznice zardwno w czestosci wystepowania jak i rodzaju muta-
cji. Chociaz u dzieci najczgsciej wystepujaca mutacja jest rowniez substytucja p.D816V, to
jednak jest ona identyfikowana zdecydowanie rzadziej niz u dorostych pacjentow. W wielu
przypadkach mastocytozy u dzieci wykryto mutacje w eksonach 8 i 9 kodujacych czes¢ ze-
wnatrzkomorkowa oraz w eksonie 11 kodujacym domene okotoblonowa genu KIT [11].
Przypadki rodzinnego wystepowania mastocytozy sa bardzo rzadkie. Dotychczas zidentyfi-
kowano tylko pig¢ takich rodzin [II]. Mutacje aktywujace KIT w tych rodzinach stwierdzono
w eksonach kodujacych domeny $réd- i okotobtonowa.

1.4. Mutacje aktywujace gen PDGFRA

Mutacje aktywujace genu PDGFRA zidentyfikowano w ok. 7-14% przypadkéw GIST,
u ktorych nie stwierdzono obecnosci mutacji KIT [55]. Mutacje te wykryto w eksonie 12 ko-
dujacym domeng okotobtonowg oraz w eksonach 14 i 18 kodujacych odpowiednio domeny
o aktywnosci kinazy tyrozynowej I (TKI) oraz kinazy tyrozynowej II (TKII). Ponad 80% mu-
tacji genu PDGFRA zlokalizowanych jest w eksonie 18. Wykryte mutacje to gtéwnie substy-
tucje w kodonie 842 (najczestsza p.D842V) oraz delecje i insercje w okolicy tego kodonu.
Wyniki uprzednio przeprowadzonych badan wykazaty, ze mutacje genu PDGFRA wystgpuja
zdecydowanie czesciej w epitelioidalnych GIST wywodzacych si¢ z zotadka [69, 123, 125].
Dotychczas tylko w trzech rodzinach opisano wystgpowanie germinalnej mutacji genu PDG-
FRA [19, 25, 95]. Dwie mutacje zostaty zidentyfikowane w eksonach kodujacych domeneg
okotobtonowa (p.Y555C oraz p.V561D) natomiast trzecig substytucje w eksonie kodujacym
domene TKII (p.A820Y).

Zwigkszong ekspresje zarowno PDGF jak i PDGFRA wykazuja komorki raka prostaty,
glejakéw zlosliwych 1 raka piersi. Amplifikacje genu PDGFRA obserwuje si¢ glejakach zto-
sliwych, podczas gdy translokacje chromosomowe obejmujace region, w ktérym znajduje si¢
PDGFRA opisano w CML i zespole hipereozynofilowym [6, 20, 39, 47, 66].

1.5. Mutacje genow KIT i PDGFRA jako czynnik rokowniczy

Podstawow3 i najskuteczniejsza metoda leczenia GIST jest leczenie chirurgiczne. Nieste-
ty, nawet po radykalnej interwencji chirurgicznej u chorych z GIST pigcioletni okres przezy-
cia wynosi okoto 50%, a czas przezycia bez objawdw choroby dotyczy okoto 45% chorych
[30, 46]. Wielkos¢ guza 1 indeks mitotyczny analizowane razem w kontekscie lokalizacji guza
to powszechnie uznane czynniki rokownicze dla pacjentow z GIST [40, 87]. Jednak wymie-
nione powyzej parametry kliniczne nie zawsze precyzyjnie okreslaja przebieg choroby. Dla-
tego tez, istnieje potrzeba zidentyfikowania innych, dodatkowych czynnikéw rokowniczych.
Od wielu lat trwajg proby okreslenia zwigzku pomiedzy obecnosciag i typem mutacji gendow
KIT i PDGFRA w GIST a przebiegiem klinicznym choroby.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze piecioletni czas przezycia jest krotszy
u pacjentow z mutacja genu KI7T w poréwnaniu do chorych, u ktérych nie stwierdzono obec-
nosci mutacji tego protoonkogenu w guzie [63]. Ponadto, zaobserwowano czgstsze wystepo-
wanie mutacji KIT w guzach o wyzszym indeksie mitotycznym [63]. Na przestrzeni wielu lat
wskazywano réwniez na istnienie zwigzku pomigdzy obecnoscia mutacji w obregbie eksonu 11
genu KIT a stopniem ztosliwosci nowotworu. W dwoch niezaleznych badaniach stwierdzono,
ze mutacje w tym eksonie wystepuja czesciej] w guzach ztosliwych [71, 114]. Wyniki innych
badan wykazaty, ze istnieje zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig delecji kodondéw 557 i/lub 558
w eksonie 11 genu KIT a obserwowanym krotszym czasem przezycia chorych [3, 84, 124].
Wiyniki ostatnio opublikowanych badan wykazaly rowniez, ze delecje kodondéw 557 i 558
zwiekszajg ryzyko wystapienia wznowy nowotworu [29, 83].

Wysoki stopien zto§liwosci zaobserwowano takze w grupie guzow z mutacjami w ekso-
nach 9 1 13 genu KIT [73, 105]. Ponadto wykazano, ze istnieje zalezno$¢ pomigdzy obecno-
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$cig mutacji w eksonie 9 a lokalizacja guza. Mutacje w tym eksonie wyst¢puja zdecydowanie
czgsciej w GIST wywodzacych si¢ z jelita cienkiego i to obecnie uznawane jest za gldwna
przyczyng wiekszej ztosliwosci tych guzéw [5, 73].

Mutacje genu PDGFRA wystepuja zazwycza] w guzach typu epitelioidalnego wywodza-
cych si¢ z zotadka [69, 72, 123, 125]. Mutacje PDGFRA sa charakterystyczne dla guzow ta-
godnych 1 pacjentow o mniejszym ryzyku wystapienia przerzutow [69, 72]. Jednak mutacje
PDGFRA nie sa traktowane jako niezalezny czynnik rokowniczy.

Identyfikacja mutacji p.D816V w obrebie eksonu 17 genu KIT stanowi tzw. mniejsze
kryterium rozpoznania mastocytozy ukladowej [118]. Zalezno$¢ pomigdzy obecnosciag muta-
cji p.D816V a nasileniem objawdéw klinicznych u pacjentéw z mastocytozg jest trudna do
ustalenia ze wzgledu na niezwykta rzadkos¢ tej choroby. Jednakze w badaniu przeprowadzo-
nym w grupie pacjentow z mastocytoza uktadowa o powolnym przebiegu (ISM) wykazano,
ze podwyzszony poziom [,-mikroglobuliny i obecno$¢ mutacji p.D816V stanowig niezalezny
czynnik rokowniczy i sg charakterystyczne dla chorych z wigkszym ryzykiem progresji cho-
roby [37].

1.6. Mutacje genow KIT i PDGFRA jako czynnik predykcyjny

Guzy podscieliska przewodu pokarmowego sa oporne na radioterapi¢ i konwencjonalng
chemioterapi¢, dlatego tez w przypadku zmian nieoperacyjnych i/lub przerzutowych szaco-
wana dtugos¢ przezycia wynosita okoto 12 miesiecy. Przelomem w leczeniu chorych na GIST
bylo zastosowanie terapii ukierunkowanej. Obecnos¢ i rodzaj mutacji genow KIT i PDGFRA
to powszechnie uznany czynnik predykcyjny warunkujacy odpowiedz pacjentéw z GIST na
leczenie przy uzyciu inhibitorow kinazy tyrozynowej. Mutacje genow kodujacych receptory
o aktywnosci kinazy tyrozynowej warunkuja zarowno opornos¢ pojawiajacg si¢ na poczatku
leczenia (opornos¢ pierwotna) jak i opornos$¢ nabyta w trakcie leczenia (opornos¢ wtérna).

Pierwszym badaniem, ktére wykazato istnienie opornosci pierwotnej polegajacej na za-
leznosci pomiedzy obecnoscig i rodzajem mutacji w GIST a odpowiedzig pacjentow na lecze-
nie imatynibem byla praca opublikowana przez Heinrich i wsp. [54]. W pracy tej wykazano,
ze czgsciowa odpowiedz na imatynib wystepuje zdecydowanie czesciej w grupie pacjentow
z mutacjami w eksonie 11 w pordwnaniu do osob, u ktorych stwierdzono obecnos¢ mutacji
w eksonie 9 genu KIT [54]. Badania fazy I 1 Il prowadzone przez The European Organization
for Research and Treatment of Cancer (EORTC) wykazaly, ze pacjenci z mutacjami w ekso-
nie 11 odpowiadaja lepiej na imatynib oraz maja dluzszy czas przezycia nie tylko w stosunku
do pacjentéw z mutacjami w eksonie 9, ale rowniez do tych chorych, u ktérych nie stwierdzo-
no obecnos$ci mutacji genu KIT [26, 32, 121]. Wyniki innych badan wykazaly, ze istnieje
podgrupa pacjentéw z mutacjami w eksonie 11, ktorzy gorzej odpowiadaja na leczenie inhibi-
torem kinazy tyrozynowej [28]. Sa to pacjenci, u ktérych wykryto duze delecje, szczegolnie te
obejmujace kodony 557 1 558 w eksonie 11 genu KIT. Ponadto w badaniu tym stwierdzono,
ze zwiekszenie dawki imatynibu znacznie poprawia odpowiedz pacjentéw z mutacja w ekso-
nie 9 na leczenie tym inhibitorem [28]. Niezalezne badanie przeprowadzone przez kolejny
osrodek badawczy potwierdzito istnienie tej zaleznosci oraz uzytecznos¢ oceny obecnosci
mutacji w eksonie 9 jako czynnika predykcyjnego [1].

Mutacja p.D842V genu PDGFRA warunkuje pierwotng oporno$¢ na imatynib, podczas
gdy inne mutacje w obrebie eksonu 18 oraz mutacje zlokalizowane w eksonie 12 sg wrazliwe
na dziatanie tego inhibitora [24].

Opornos¢ wtorna moze pojawic si¢ po okoto 24 miesigcach leczenia przy uzyciu inhibi-
torow kinazy tyrozynowej. Istnieje kilka mechanizmdéw odpowiedzialnych za wystepowanie
tego zjawiska, takich jak aktywacja alternatywnej sygnalizacji komoérkowej AKT/mTOR,
aktywacja alternatywnego receptora kinazy tyrozynowej i jednoczesna utrata receptora KIT,
amplifikacja KIT, czy obecnos¢ mutacji wtornych w genach KIT i PDGFRA [9, 16]. Zdecy-
dowanie najczesciej za opornos¢ wtorng odpowiadaja mutacje wtdrne, ktdre pojawiaja si¢
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w eksonie 13, 14 1 17 genu KIT [4, 9]. Najczesciej wystepujaca mutacja wtdrng jest substytu-
cja w kodonie 654 (p.V654A) znajdowana gtownie w guzach z mutacjg pierwotng w eksonie
11, podczas gdy mutacje wtorne genu PDGFRA wystepuja rzadko [53]. Zaobserwowano, ze
w guzach, w ktorych nie zidentyfikowano mutacji pierwotnej nie wykrywa si¢ mutacji wtor-
nej warunkujacych opornos$¢ na imatynib [4].

W mastocytozie identyfikacja mutacji p.D816V w eksonie 17 genu KIT stanowi nie tylko
kryterium diagnostyczne, ale rdwniez ma znaczenie terapeutyczne. Powszechnie wiadomo, ze
obecno$¢ mutacji p.D816V warunkuje oporno$¢ pacjentdw z mastocytozg na imatynib [2,
119]. Natomiast pacjenci, u ktérych nie stwierdzono mutacji lub wykryto mutacj¢ w innym
eksonie niz 17 genu KIT, odpowiadaja na leczenie przy uzyciu tego inhibitora kinazy tyrozy-
nowej [89, 119, 133]. Dlatego tez, u pacjentéw z mastocytozg istotne jest rOwniez przeprowa-
dzenie prawidtowej diagnostyki molekularne;.

Podsumowanie: Mutacje gendw kodujacych receptory KIT i PDGFRA stanowia podto-
ze molekularne wielu jednostek chorobowych. Identyfikacja mutacji KIT 1 PDGFRA ma
istotne znaczenie kliniczne, gdyz obecno$¢ i1 rodzaj okreslonych mutacji wptywa na przebieg
choroby i/lub warunkuje odpowiedz pacjentow na leczenie ukierunkowane. Dlatego tez, nie-
zwykle istotne jest opracowanie czutych i specyficznych metod analiz molekularnych maja-
cych na celu identyfikacj¢ mutacji gendw KIT i PDGFRA. Réwnie wazne jest prowadzenie
dalszych korelacji wynikow badan molekularnych i danych klinicznych w celu okreslenia
nowych czynnikow rokowniczych. Ponadto, ze wzgledu na coraz szersze stosowanie i rozwdj
nowych lekéw w terapii ukierunkowanej, konieczne jest prowadzenie badan funkcjonalnych
majacych na celu okreslenie aktywnosci oraz wrazliwosci receptorow na dziatanie inhibito-
réw kinaz tyrozynowych oraz innych zwigzkow stosowanych w leczeniu ukierunkowanym.
Niniejsza praca habilitacyjna stanowi cykl siedmiu artykutdéw poswigconych tym zagadnie-
niom.
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2. CELE PRACY

Celem pracy byta identyfikacja mutacji genu KIT u pacjentdéw z mastocytoza i piebaldy-

zmem a takze gendw KIT 1 PDGFRA w guzach podscieliska przewodu pokarmowego (GIST)
oraz zbadanie aktywnosci i wrazliwos$ci izoform receptoréw KIT/PDGFRA na inhibitory ki-
naz tyrozynowych oraz inhibitor bialek szoku cieplnego 90 (HSP90).

Cele szczegbdtowe:

1.

Opracowanie czulych i specyficznych metod diagnostycznych stuzacych do identyfikacji
mutacji genu K/7 w guzach GIST oraz mastocytozie.

Okreslenie czgstosci wystepowania 1 rodzaju mutacji genéw KIT 1 PDGFRA w guzach
GIST oraz przeprowadzenie korelacji wynikow badan molekularnych z obrazem klinicz-
nym.

Okreslenie czgstosci wystepowania mutacji p.D816V genu KIT u pacjentdéw z mastocy-
toza.

Ocena in vitro aktywnosci receptoréw kodowanych przez warianty genetyczne genu KIT
(-T437dup, -T619A, -N822I).

Ocena wrazliwos$ci na inhibitory kinaz tyrozynowych i inhibitor HSP90 komorek pier-
wotnych GIST oraz komérek Ba/F3 transdukowanych wektorami retrowirusowymi za-

wierajacymi okreslone warianty genéw KIT 1 PDGFRA.

Okreslenie znaczenia mutacji w genach KIT 1 PDGFRA w mechanizmie molekularnym
opornosci guzdw GIST na dziatanie imatynibu.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Material
Materiat kliniczny w postaci fragmentéw tkanek guzéw i1 krwi obwodowej pochodzacy
od pacjentdw i wykorzystany do badan molekularnych zostat opisany w poszczegdlnych pra-
cach I-VIIL. Na wykonanie badan uzyskano zgode odpowiednich Komisji Bioetycznych.
Materiat wykorzystany do przeprowadzenia nieopublikowanych badan dotyczacych iden-
tyfikacji mutacji p.D816V w eksonie 17 genu KIT opisano w Zat. 1.

3.2. Metody

Wszystkie zastosowane metody zostaty szczegdtowo opisane w poszczegolnych pracach
I-VII. Ponizej przedstawiono krotkie opisy najwazniejszych metod.

Szczegotowy opis metod wykorzystanych do analizy molekularnej u pacjentéw z masto-
cytoza zostal przedstawiony w Zatl. 1.

3.2.1. Izolacja DNA i RNA

Izolacje DNA przeprowadzono z uzyciem komercyjnych zestawow oraz standardowych
metod opartych o liz¢ komdrek, trawienie proteinazg K, ekstrakcje fenol/chloroform i precy-
pitacje. Do izolacji RNA wykorzystano odczynnik 7rizol firmy Life Technologies
(www. lifetechnologies.com).

3.2.2. Analiza molekularna genow KIT i PDGFRA

Do amplifikacji genow wykorzystywano technike PCR i/lub semi-nested PCR [I-VII].
Obecno$¢ mutacji wykrywano przy pomocy techniki wysokosprawnej denaturujacej chroma-
tografii cieczowej (DHPLC) i/lub sekwencjonowania bezposredniego.

W zaleznos$ci od potrzeb w poszczegodlnych pracach analizowano rézne eksony gendw
KIT i/lub PDGFRA. W pracach I i II zbadano catg sekwencje kodujaca genu KI7. W pracy III
analizowano tylko ekson 18 genu PDGFRA. Analiz¢ mutacji w obrgbie eksonéw 9, 11, 13
1 17 genu KIT oraz eksonu 12, 14 1 18 genu PDGFRA wykonano w pracach V i VI. Natomiast
w pracy IV badano eksony 11, 13, 14 oraz 17 genu KIT. W badaniach opisanych w pracy VII
analiz¢ mutacji przeprowadzono dla eksonow 9, 11, 13, 14, 151 17 genu KIT oraz 12 1 18
genu PDGFRA.

3.2.3. Stosowane inhibitory kinaz tyrozynowych oraz bialek szoku cieplnego

Do badan przeprowadzonych w pracach II, III i VII wykorzystano nast¢pujace inhibitory
kinaz tyrozynowych

- imatynib (imatinib mesylate, Glivec/Gleevec, Novartis, www.novartis.com),

- sorafenib (sorafenib, BAY-43-9006, Bayer, www.pharma.bayer.com),

- nilotynib (nilotinib, AMN107, Novartis, www.novartis.com),
dazatynib (dasatinib, BMS-354825, Bristol-Meyers-Squibb, www.bms.com),
PKC412 (PKC412, Novartis, www.novartis.com).

W doswiadczeniach przedstawionych w pracy Il wykorzystano rowniez zwiazek IP1-504
(Infinity Pharmaceuticals, www.infi.com), ktory jest inhibitorem HSP90.

3.2.4. Konstrukcja wektorow wirusowych, transfekcja, transdukcja oraz hodowla
komorkowa
Szczegdtowy opis produkcji wektoréw plazmidowych oraz wirusowych, transdukcji oraz
hodowli komorkowej zostat przedstawiony w pracach I-111'1 VII.
W badaniach I i II majacych na celu pordwnanie aktywnosci receptorow kodowanych
przez wybrane warianty genetyczne genu KIT (-T437dup, -T619A, -N822I) z aktywnoscia
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receptora typu dzikiego (KIT-WT) wykorzystano wektor plazmidowy pcDNA3.1 (Life Tech-
nologies (www.lifetechnologies.com) oraz komdrki HEK293T.

Analize aktywnosci poszczegdlnych inhibitoréw kinaz tyrozynowych oraz inhibitora IPI-
504 na komérki transdukowane wybranymi wariantami genetycznymi genu KI/7 lub PDGFRA
(KIT-V559D, -D816V, -N822I, -WK557-558del/p.T6701 oraz PDGFRA-D842V, -DIM842-
844del) przeprowadzono przy wykorzystaniu mysich komoérek Ba/F3 oraz wektorow retrowi-
rusowych [II, III, VII].

Ponadto, w pracach III i VII badano wrazliwo$¢ komorek pierwotnych GIST na aktyw-
nos$¢ inhibitordw kinaz tyrozynowych oraz inhibitora IPI-504.

3.2.5. Test proliferacji

Metoda ta, pozwalajaca na ocen¢ wrazliwosci komorek na dziatanie srodkdw terapeu-
tycznych, zostata uzyta w pracach II, III, VII. Transdukowane odpowiednim wektorem retro-
wirusowym mysie komorki Ba/F3 byly hodowane w odpowiednim medium, w obecnosci
roznych stezen poszczegdlnych inhibitoréw kinaz tyrozynowych lub inhibitora IPI-504. Po-
nadto, do niektérych hodowli dodawano IL-3. Liczba zywych komoérek Ba/F3 byta okreslana
na poczatku hodowli i po 48 godz. Test proliferacji wykonano przy uzyciu CellTiter 96 AQu-
eous One Solution Proliferation Assay firmy Promega (www.promega.com).

3.2.6. Analiza apoptozy

Analiza indukcji apoptozy w transdukowanych mysich komorkach Ba/F3 zostata wyko-
nana w pracach II, III. Komorki Ba/F3 byly hodowane przez 48 godz. w obecnos$ci réznych
stezen inhibitoréw kinaz tyrozynowych lub inhibitora IPI-504. Do badan wykorzystano od-
czynnik Annexin-V-FLUOS Staining Kit zgodnie z instrukcja producenta (Roche Applied
Science, www.roche-applied-science.com). Analiza probek zostata przeprowadzona za pomo-
cg cytometrii przeplywowej przy uzyciu analizatora BD FACSCanto System oraz oprogramo-
wania BD FACSDiVa firmy BD Biosciences (www.bdbiosciences.com).

3.2.7. Technika western blotting

Wyniki badan przeprowadzonych przy uzyciu techniki western blotting zostaty wykorzy-
stane w pracach I-III, VII. Komoérki Ba/F3 lub HEK293T inkubowano przez 2 godz. w obec-
nos$ci inhibitora kinaz tyrozynowych lub inhibitora IPI-504. Nast¢pnie komoérki byty podda-
wane lizie i przemywane roztworem soli fizjologicznej (PBS). Stezenie bialek byto okreslane
przy uzyciu odczynnika Bio-Rad Protein Assay firmy Bio-Rad (www.bio-rad.com). Biatka
byly rozdzielane za pomoca elektroforezy poliakrylamidowej i przenoszone na membrang.
Nastepnie dodawano przeciwciala specyficzne do biatek KIT i PDGFRA oraz do wybranych
biatek aktywowanych przez te receptory. Detekcja zostata przeprowadzona przy uzyciu che-
miluminescencji.

Szczegdtowa procedura izolacji oraz analizy biatek uzyskanych z komérek pierwotnych
GIST zostata opisana w pracach III i VII.
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4. OMOWIENIE WYNIKOW

4.1. Opracowanie czulych i specyficznych metod diagnostycznych stuzacych do identy-
fikacji mutacji genu KIT w GIST oraz mastocytozie

4.1.1. Identyfikacja duplikacji w eksonie 11 genu KIT w guzach GIST
PracaV

Czestos¢ wystepowania duplikacji w eksonie 11 genu K/7 waha si¢ od 3,6% do 13,6%
guzow GIST [3, 59, 70, 84]. Tak duza rozpigtos¢ obserwowanych wynikéw moze by¢ spowo-
dowana réznicg w liczbie guzéw wywodzacych si¢ z zotadka zakwalifikowanych do poszcze-
gblnych badan. Wptyw na obserwowang czesto$¢ wystepowania duplikacji moga mie¢ réw-
niez wykorzystany material oraz metody stosowane do detekcji mutacji. Wyniki uprzednio
przeprowadzonych badan wykazaty, ze wraz z procesem starzenia si¢ bloczkéw parafinowych
wykorzystywanych do badan molekularnych, maleje liczba wykrywanych mutacji genu KIT
[3, 88]. Dotychczas nie poznano mechanizmu odpowiedzialnego za to zjawisko. Na jakos¢
utrwalonego materiatu 1 stopien degradacji kwaséw nukleinowych ma takze wplyw czas po-
miedzy pozyskaniem materiatu a jego utrwaleniem, dtugotrwata ekspozycja tkanki na tempe-
ratur¢ pokojowa oraz jakos¢ stosowanej formaliny lub parafiny.

Celem pracy V byto opracowanie czulej i wiarygodnej metody badawczej stuzacej do de-
tekcji duplikacji zlokalizowanych na koncu 3° eksonu 11 genu KIT w DNA izolowanym
z bloczkéw parafinowych. Do badan molekularnych wykorzystano 16 guzéw GIST, w ktd-
rych przy wykorzystaniu standardowych metod diagnostycznych nie stwierdzono obecnosci
mutacji w eksonach 9, 11, 131 17 genu KIT oraz 12, 14 1 18 genu PDGFRA. W pracy V do-
konano modyfikacji techniki PCR polegajacej na zaprojektowaniu starteréw pozwalajacych
na specyficzng amplifikacj¢ regionu, w ktérym czesto wystepuja duplikacje eksonu 11 genu
KIT. Czutos¢ opracowanej metody porownano z powszechnie stosowanym protokotem reak-
cji PCR i analizg obecnosci mutacji przy zastosowaniu techniki DHPLC.

Sposrdd 16 przypadkéw GIST, w ktorych pierwotnie nie stwierdzono mutacji genu KI7,
powtdrna analiza wykonana przy uzyciu zmodyfikowanego PCR wykazata obecnos¢ duplika-
cji w czterech guzach (25%). W trzech z czterech badanych przypadkéow GIST opisanych
w pracy V stwierdzono obecno$¢ duplikacji obejmujacych od 39 do 42 nukleotydow, podczas
gdy w jednym przypadku stwierdzono duplikacje 18 nukleotydow.

Wyniki opublikowanych badan innych autoréw wykazaty, ze uzycie techniki DHPLC
pozwala na wykrywanie mutacji genu KIT z wigkszg czuto$ciag w porownaniu do techniki
sekwencjonowania bezposredniego [36]. Obserwacje te potwierdzaja wyniki badan uzyskane
w niniejszej pracy. Aczkolwiek przeprowadzone badania wykazaty rowniez ograniczenia
techniki DHPLC opartej na analizie konwencjonalnych produktéw reakcji PCR. Zastosowa-
nie standardowego protokotu reakcji PCR oraz techniki DHPLC pozwolito na potwierdzenie
obecnos$ci mutacji genu KIT tylko w trzech z czterech badanych probek pozytywnych w ba-
daniu przy uzyciu zmodyfikowanej reakcji PCR. Ta obserwacja wskazuje, ze zastosowanie
standardowego protokotu amplifikacji PCR powoduje preferencyjna amplifikacje krotszego
allelu typu dzikiego, co prowadzi¢ moze do uzyskania fatszywie negatywnych wynikéw ba-
dan molekularnych.

Podsumowanie: Powszechnie wiadomo, ze obecnos¢ oraz rodzaj mutacji gendw KIT
i PDGFRA ma wptyw na odpowiedz pacjentdw na leczenie imatynibem. Dlatego tez stoso-
wanie czutych i wiarygodnych metod biologii molekularnej pozwalajacych na identyfikacje
mutacji genow KIT i PDGFRA jest niezbedne do przeprowadzenia prawidlowej diagnostyki
pacjentow z GIST. Opisana w niniejszej pracy modyfikacja techniki PCR polega na specy-
ficznej amplifikacji regionu, w ktdrym czgsto wystepuja duplikacje eksonu 11 genu KI7, przy
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uzyciu nowo opracowanej pary starterow. Zastosowywanie tej metody do analizy DNA izo-
lowanego z bloczkow parafinowych stanowiacych najczestszy material diagnostyczny, zwigk-
sza czulo$¢ oraz wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikdw badan molekularnych a tym samym
wydatnie obniza ryzyko wydania fatszywie negatywnego wyniku.

4.1.2. Porownanie czulosci czterech metod biologii molekularnej stuzacych do identyfi-
kacji mutacji p.D816V genu KIT
Nieopublikowane wyniki

Obecnos¢ mutacji p.D816V w eksonie 17 genu KIT stanowi jedno z tzw. mniejszych kry-
teriow rozpoznania mastocytozy uktadowej [118]. Obserwowana czgstos¢ wystgpowania mu-
tacji u dorostych chorych na mastocytozg¢ uktadowa waha si¢ od ok. 14% do ponad 90% [43,
94]. Wsrdd czynnikéw odpowiedzialnych za tak duza rozpieto$é uzyskiwanych wynikow
wymienia si¢ dobor badanych pacjentow i1 réznice czutosci wykrywania mutacji stosowanych
technik diagnostycznych [109]. Wykrycie mutacji w genie K/T wykorzystywane jest nie tylko
do diagnostyki, ale réwniez do okreslenia strategii leczenia chorych z agresywnymi postacia-
mi mastocytozy. W zwigzku z tym stosowanie odpowiednich metod molekularnych pozwala-
jacych na czula i specyficzng identyfikacj¢ mutacji ma istotne znaczenie kliniczne.

Badania prezentowane w tym rozdziale miaty na celu pordwnanie czulo$ci czterech tech-
nik biologii molekularnej: allelospecyficznego semi-nested PCR, SNaPshot, DHPLC oraz
sekwencjonowania bezposredniego w identyfikacji mutacji p.D816V u pacjentow z réznymi
postaciami klinicznymi mastocytozy.

W pierwszym etapie przeprowadzono walidacje czterech wyzej wymienionych technik.
Eksperymenty przeprowadzone na kontrolnym plazmidowym DNA zawierajacym rdézne ste-
zenia zmutowanego allelu (p.D816V), wykazaly ze najbardziej czulg technika jest allelospe-
cyficzny semi-nested PCR. Wysoka czulo$¢ tej metody pozwala na wykrycie mutacji
p.D816V w probkach zawierajacych 1% zmutowanego DNA. Wysoka czutos¢ obserwowano
rowniez stosujac technike SNaPshot, przy uzyciu ktérej mutacje stwierdzano w prébkach,
w ktérych zmutowany produkt reakcji PCR stanowit 3% badanego DNA. Dla poréwnania,
techniki DHPLC 1 bezposredniego sekwencjonowania pozwolity na wykrycie mutacji
p.D816V w probkach zawierajacych okoto 10% zmutowanego DNA. W Zadnym
z eksperymentéw nie zaobserwowano falszywie pozytywnych wynikow. Rezultaty przepro-
wadzonych badan przedstawione sa na ryc. 1 oraz ryc. 2.

0% 1% 3% 5% 8% 10% 20%

200bp produkt niespecyficzny

zmutowany allel

100bp

Rycina 1. Wyniki amplifikacji plazmidowego DNA zawierajacego rozne st¢zenia zmutowa-
nego allelu p.D816V przy uzyciu reakcji allelospecyficznego semi-nested PCR
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Rycina 2. Wykrycie mutacji p.D816V przy uzyciu technik SNaPshot, DHPLC oraz bezpo-
sredniego sekwencjonowania z wykorzystaniem plazmidowego DNA zawierajagcego rozne
stezenia zmutowanego allela

W drugim etapie analizie poddano DNA wyizolowany od pacjentéw z mastocytoza. Ba-
dania przeprowadzone na materiale uzyskanym od 47 pacjentow potwierdzity roznice w czu-
tosci wykrywania p.D816V przez cztery analizowane techniki biologii molekularnej. Stosujac
allelospecyficzny semi-nested PCR mutacje p.D816V wykryto u 66% pacjentow z mastocyto-
za. Tymczasem SNaPshot, DHPLC i bezposrednie sekwencjonowanie pozwolily na identyfi-
kacje mutacji odpowiednio w 28%, 21% i1 6% badanych préobek.

Ze wzgledu na zazwyczaj niewielki odsetek liczby komérek, w ktorych wystepuje muta-
cja p.D816V oraz stosowanie réznych technik wykrywania mutacji, takich jak sekwencjono-
wanie bezposrednie, pirosekwencjonowanie, RFLP, qPCR oraz PNA-mediated PCR, istnieja
duze rozbieznosci w czulosci wykrywania p.D816V. Dotychczas najbardziej czula metoda
jest PNA-mediated PCR, ktéry pozwala na identyfikacj¢ mutacji nawet w probkach zwieraja-
cych tylko 0,01% zmutowanego DNA [43, 109]. Zastosowanie tej metody do analizy DNA
z wyselekcjonowanych komdrek szpiku kostnego, pozwala na wykrycie mutacji u ponad 90%
chorych z SM [109]. qPCR jest inng rdwniez niezwykle skuteczng metoda stuzaca do wykry-
wania mutacji p.D816V [65]. W jednym z badan metoda qPCR pozwolita na identyfikacje
0,03% zmutowanego allelu i potwierdzita obecnos$¢ p.D186V w nieselekcjonowanych komor-
kach szpiku kostnego u 95% pacjentéw z SM [65]. Ograniczeniem obu metod jest potrzeba
zastosowania specjalistycznego sprzetu analitycznego, ktory nie jest powszechnie dostepny
w osrodkach prowadzacych diagnostyke molekularng. Ponadto, tak wysoka czutos¢ wykry-
wania mutacji nie jest wymagana, gdyz populacja monoklonalnych komoérek tucznych
w szpiku kostnym musi by¢ odpowiednio liczna, aby mogta odgrywac istotng role w rozwoju
mastocytozy. Dlatego tez istnieje potrzeba opracowania czulych, specyficznych oraz po-
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wszechnie dostepnych metod, ktére spetniajg wszystkie kryteria niezbg¢dne do uzyskania od-
powiednich certyfikatow jakosci przyznawanych zaréwno przez narodowe jak i migdzynaro-
dowe organizacje nadzorujace wykonywanie diagnostycznych badan molekularnych. Do ta-
kich metod nalezy przedstawiony allelospecyficzny semi-nested PCR, ktory pozwala na szyb-
ka, czulg 1 specyficzng diagnostyke pacjentow z mastocytoza. Czutos¢ tej metody zostata po-
twierdzona w serii eksperymentdw przy uzyciu réznych rozcienczen kontrolnego, plazmido-
wego DNA zwierajagcego rdzne stezenia zmutowanego allelu p.D816V. Allelospecyficzny
semi-nested PCR pozwala na wykrycie mutacji w probkach zawierajacych 1% zmutowanego
DNA.

Wszystkie pozostate metody wykorzystane w niniejszym badaniu charakteryzowaty sie
nizszg czutoscia. Techniki SNaPshot, DHPLC oraz sekwencjonowanie bezposrednie pozwoli-
ty na wykrycie mutacji p.D816V odpowiednio u 28%, 21% 1 6% pacjentdéw (N=47). Technika
SNaPshot nie zostala dotychczas zastosowana w diagnostyce pacjentdow z mastocytozg.
Wbrew oczekiwaniom, metoda ta okazala si¢ mniej czuta niz allelospecyficzny semi-nested
PCR. Technika DHPLC pozwolita na wykrycie mutacji tylko u 21% badanych chorych, co
stanowi 45% pacjentow pozytywnych na obecnos$¢ mutacji KI7 w badaniu z wykorzystaniem
allelospecyficznego semi-nested PCR. Uzyskany wynik jest zblizony do ostatnio opublikowa-
nych wynikéw badan, w ktorych uzywajac DHPLC zidentyfikowano p.D816V tylko u 55%
pacjentdw pozytywnych w badaniu przeprowadzonym przy uzyciu semi-nested PCR [22].
Sekwencjonowanie bezposrednie okazata si¢ najmniej czutg technikg. Zastosowanie tej meto-
dy pozwolito na wykrycie mutacji zaledwie u 6% pacjentow. Uzyskana warto$¢ jest zblizona
do opublikowanych wynikéw podobnych badan [65]. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na fakt,
ze DHPLC i sekwencjonowanie bezposredniego pozwolily na wykrycie konstytutywnej mu-
tacji p.N822I u pacjenta z CM w badanej grupie przypadkow.

Powyzsze obserwacje wskazuja, ze wybor techniki wykrywania mutacji powinien by¢
dostosowany do potrzeb klinicznych i1 rodzaju badanego materiatu. Na przyktad techniki
DHPLC i/lub sekwencjonowania bezposredniego maja zastosowanie w diagnostyce moleku-
larnej guzéw GIST lub nasieniakdéw, natomiast w przypadku pacjentdw z mastocytozg gene-
ruja wysoki odsetek wynikow fatszywie negatywnych. Chociaz techniki te mogg i powinny
by¢ wykorzystywane do identyfikacji mutacji konstytutywnych oraz w sytuacjach w ktérych
pozadane jest przeprowadzenie analizy calej sekwencji kodujacej genu KIT.

4.2. Analiza czestosci wystepowania mutacji genow KIT i PDGFRA oraz Korelacja
wynikéw badan molekularnych z danymi klinicznymi pacjentéw z GIST
PraceIVi VI

4.2.1. Czestos¢ wystepowania mutacji homozygotycznych w eksonie 11 genu KIT w gu-
zach GIST
Praca IV
Celem badan byla charakterystyka kliniczna, patologiczna i molekularna 36 pierwotnych
i przerzutowych GIST, w ktorych stwierdzono obecno$¢ homozygotycznej mutacji w eksonie
11 genu KIT. Ponadto, wykazano istnienie zaleznosci pomiedzy rodzajem obserwowanych
mutacji a obrazem klinicznym pacjentéw z GIST. Homozygotyczne mutacje eksonu 11 genu
KIT wykryto tylko u 36/732 (4%) badanych przypadkéw GIST. Podobna czgstos¢ wystepo-
wania tego typu mutacji uzyskano w badaniu opisanym w pracy VI, przeprowadzonym na
GIST pochodzacych od nieselekcjonowanych pacjentéw leczonych w potnocnej Norwegii.
Natomiast Corless 1 wsp. w badaniu 322 przypadkéw, wsrod ktdrych byto 127 ztosliwych,
rozsianych guzéw GIST od pacjentéow bioracych udziat w badaniu klinicznym, homozygo-
tyczne mutacje genu KIT zidentyfikowali w 17,8% przypadkéw [21]. Podobna, wyzsza cze-
stos¢ wystepowania homozygotycznych mutacji zaobserwowano w niniejszym badaniu,
w grupie guzéw pochodzacych od pacjentéw ze ztosliwymi GIST leczonych w Centrum On-
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kologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie [IV]. Te obserwacje potwier-
dzaja hipoteze, ze homozygotyczne mutacje genu KI/T wystepuja czesciej] w GIST wysokiego
ryzyka.

4.2.2. Mechanizm molekularny prowadzacy do powstania homozygotycznych mutacji
w eksonie 11 genu KIT w guzach GIST
Praca IV

Zdecydowana wiekszo$¢ mutacji genu KIT identyfikowanych w GIST to mutacje hetero-
zygotyczne. Jednakze istnieje grupa guzéw z homozygotycznymi mutacjami tego genu. Mu-
tacje homozygotyczne moga powsta¢ na skutek: a) wystgpowania okreslonej mutacji na oby-
dwu allelach badanego genu (prawdziwe mutacje homozygotyczne), b) obecnosci mutacji na
jednym allelu i1 jednoczesnej utracie allelu typu dzikiego (mutacja hemizygotyczna), c) specy-
ficznej amplifikacji locus zmutowanego genu KIT, lub polisomii chromosomu zawierajacego
zmutowany gen.

Dlatego tez, celem pracy IV bylo przeprowadzenie badan majacych na celu okreslenie
mechanizmu prowadzacego do powstania homozygotycznych mutacji genu KIT w guzach
GIST. W wickszosci badanych guzéw z homozygotyczng mutacja KIT stwierdzono utrate
heterozygotycznosci (LOH) w obrebie locus genu jak i innych /oci zlokalizowanych w chro-
mosomie 4, co sugerowato utrate chromosomu zawierajacego allel typu dzikiego (KIT-WT).
Jednakze, badania przeprowadzone przy uzyciu techniki FISH ujawnily obecnos¢ dwoch lub
licznych kopii genu KI7 i chromosomu 4. W jednym przypadku zaobserwowano monosomi¢
chromosomu 4 w guzie pierwotnym, podczas gdy w guzie wtédrnym stwierdzono obecno$é
dwoch kopii tego chromosomu. Przedstawione powyzej wyniki badan wykazaty, ze w pewnej
liczbie guzdw, po utracie chromosomu zawierajagcego KIT-WT, nastgpuje duplikacja chromo-
somu zawierajagcego zmutowany KI/T (KIT-MUT). Podobny mechanizm zostat opisany
w dwoch przypadkach GIST, w ktérych stwierdzono obecno$é mutacji w eksonie 13 genu
KIT [81].

W jednym z badanych guzéw wykazano wysoka heterozygotycznos¢ zdecydowanej
wigkszo$ci markeréw polimorficznych zlokalizowanych w chromosomie 4. Tylko miejsca
polimorficzne zlokalizowane w bliskim sgsiedztwie genu KIT wykazywaly utrate heterozygo-
tycznosci. W tym przypadku utrata catego chromosomu 4 nie wyjasnia mechanizmu moleku-
larnego prowadzacego do powstania homozygotycznej mutacji genu KI/7. Mozliwym wythu-
maczeniem tych wynikéw jest rozlegta delecja obejmujaca gen KIT-WT albo ztozona rearan-
zacja genomowa. Ze wzgledu na rodzaj materiatu uzytego do badan, ktory stanowit czgscio-
wo zdegradowany DNA z blokéw parafinowych, wykonanie dodatkowych badan genetycz-
nych potwierdzajacych ta tej hipoteze nie byto mozliwe.

W klasycznych badaniach cytogenetycznych oraz w badaniach opartych na technikach
FISH, aberracje liczbowe chromosomu 4, gdzie zlokalizowany jest gen KIT, zidentyfikowano
tylko w nielicznych przypadkach GIST [27, 50]. Réwniez badania przy uzyciu techniki po-
rownawczej hybrydyzacji genomowej (CGH), nie wykazaty w guzach GIST utraty lub ampli-
fikacji materiatu genetycznego pochodzacego z tego chromosomu [35]. Obserwacje te po-
twierdzajg wyniki badan przeprowadzonych w pracy IV, ktére wykazaty ze uzycie cytogene-
tyki klasycznej lub techniki CGH nie pozwala na identyfikacje zaburzen genetycznych,
w ktdérych utrata catego lub fragmentu chromosomu 4 zawierajacego gen KIT-WT jest ma-
skowana przez duplikacje catego lub fragmentu tego chromosomu zawierajacego KIT-MUT.

4.2.3. Znaczenie rokownicze mutacji homozygotycznych w eksonie 11 genu KIT w gu-
zach GIST
Praca IV
Wyniki dotychczas opublikowanych badan wykazaty, ze delecje kodonow 557-558
w eksonie 11 genu KIT stanowig niekorzystny czynnik prognostyczny [84, 124]. W niniej-
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szym badaniu, delecja ta zostala zidentyfikowana w dwoch ztosliwych guzach wywodzacych
si¢ z zotadka oraz w jednym zlokalizowanym w jelicie cienkim. Duplikacje na koncu 3’ ekso-
nu 11 genu KIT identyfikowane sg natomiast w guzach tagodnych wywodzacych si¢ z zotadka
[5, 70]. W przedstawionej pracy, w przeciwienstwie do wczesniej opublikowanych badan, ten
rodzaj mutacji zostat wykryty w dwdch guzach ztosliwych.

Wyniki niniejszej pracy wykazaty istnienie zaleznosci pomiedzy obecnoscig homozygo-
tycznej mutacji w eksonie 11 genu KIT a wysokim stopniem ztos§liwosci GIST. Guzy z tymi
mutacjami dawaly przerzuty w obrgbie jamy brzusznej i do watroby.

W wigkszosci przypadkdw homozygotyczng mutacje genu KI7 identyfikowano juz
w guzie pierwotnym. Aczkolwiek, w dwdch przypadkach zaobserwowano obecnos$¢ mutacji
heterozygotycznej w guzie pierwotnym i mutacji homozygotycznej w guzie wtornym. Na
podstawie tej obserwacji mozna wysnu¢ hipoteze, ze komorki KIT-MUT(+)/KIT-WT(-) sa
bardziej ztosliwe niz KIT-MUT(+)/KIT-WT(+). Uprzednio zamiang statusu mutacji z hetero-
zygotycznej na homozygotyczng zidentyfikowano w pigciu guzach wtérnych, co sugeruje ze
homozygotyczne mutacje powstaja w trakcie progresji nowotworu [18, 28]. Aczkolwiek,
obecnos¢ homozygotycznej mutacji zaobserwowano réwniez w dwoch guzach, ktorych wiel-
ko$¢ nie przekraczata 1 cm [23]. A zatem, homozygotyczne mutacje genu K/7 mogg rowniez
wystepowaé na wczesnym etapie rozwoju nowotworu. Istnieje mozliwos¢, ze mechanizm
prowadzacy do powstania mutacji homozygotycznych w matych i tagodnych GIST rozni si¢
od mechanizmu obserwowanego w duzych guzach ztosliwych. Jednak wykazanie ewentual-
nych réznic wymaga przeprowadzenia dodatkowych badan.

4.2.4. Znaczenie predykcyjne mutacji homozygotycznych w eksonie 11 genu KIT w gu-
zach GIST
Praca 1V

W niniejszym badaniu, u czterech z siedmiu pacjentow z mutacja homozygotyczna, le-
czonych imatynibem - selektywnym inhibitorem receptorow o aktywnosci kinazy tyrozyno-
wej, po stosunkowo krotkim okresie czasu, doszto do wznowy. Ponadto, Sredni czas przezycia
tej grupy pacjentdw leczonych imatynibem byl poréwnywalny do czasu przezycia obserwo-
wanego u chorych nieleczonych inhibitorem kinazy tyrozynowej. W jednym przypadku,
oprécz mutacji homozygotycznej w eksonie 11 genu KIT wykryto heterozygotyczng mutacje
p.V654A. Oznacza to, ze mutacja p.V654A, warunkujaca oporno$¢ na imatynib, powstata
dopiero po duplikacji chromosomu 4. Jednakze, oprocz mutacji wtornej wptyw na wigksza
ztosliwos¢ guza oraz jego opornos$¢ na dziatanie imatynibu moze mie¢ rowniez obserwowana
rearanzacja chromosomu 4. Rearanzacja prowadzaca do wzrostu ekspresji allela KIT-MUT na
skutek duplikacji, poprzedzonej utrata allelu KIT-WT. Obserwacja ta wymaga jednak po-
twierdzenia na wigkszej liczbie przypadkdow.

Uprzednio, zamian¢ mutacji heterozygotycznej na homozygotyczng opisano w dwodch
przypadkach GIST opornych na dziatanie imatynibu [62]. W obydwu przypadkach, oprécz
mutacji homozygotycznej, wykryto rowniez wtdrng mutacje K/7 co nie pozwolito na okresle-
nie jednoznacznego zwigzku pomiedzy obecnoscig mutacji homozygotycznej a opornoscia na
imatynib [62]. W innym badaniu utrat¢ heterozygotycznosci stwierdzono w guzie pierwotnym
jak i w guzie wtérnym zlokalizowanym w watrobie, opornym na dzialanie imatynibu [28].

Podsumowanie: w niniejszym badaniu przedstawiono utrat¢ allelu typu dzikiego (KIT-
WT) i duplikacje zmutowanego allelu (KIT-MUT) jako mechanizm powodujacy powstanie
mutacji homozygotycznych w eksonie 11 genu KIT w GIST. Ryzyko wznowy byto zdecydo-
wanie wieksze w grupie guzow z homozygotycznymi delecjami lub mutacjami typu delecja-
insercja w pordwnaniu do guzow z heterozygotycznymi mutacjami tego genu. Ponadto wyka-
zano, ze obecno$¢ homozygotycznej mutacji §wiadczy o progresji choroby i agresywnym
przebiegu klinicznym.
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4.2.5. Czestos¢ wystepowania i rodzaj mutacji genéw KIT i PDGFRA oraz Korelacja
wynikéw badan molekularnych z danymi klinicznymi pacjentow z GIST z pol-
nocnej Norwegii
Praca VI

W pracy przedstawiono wyniki badan molekularnych majacych na celu okreslenie cze-
stosci 1 rodzaju mutacji genéw KIT 1 PDGFRA u chorych z GIST pochodzacych z péinocnego
regionu Norwegii. Do badan molekularnych zakwalifikowano 102 prébki tkanek guzow od
pacjentow z GIST zdiagnozowanych na przestrzeni 30 lat.

Wyniki badan molekularnych wykazaty, ze czgsto§¢ wystgpowania mutacji KIT
1 PDGFRA wynosila 85,4%. Mutacje genu KIT zostaly wykryte w 75,3% przypadkow
1 najczesciej byly zlokalizowane w eksonie 11 (65,2%). Czestosci wystepowania mutacji genu
KIT w populacji poéinocnej Norwegii sg wyzsze niz te obserwowane w populacji szwedzkiej,
ktore wynosity odpowiednio 64% i 57% [3]. Réznice pomiedzy badanymi grupami moga wy-
nika¢ z jakos$ci blokow parafinowych wykorzystywanych do badan oraz stosownych metod
biologii molekularnej uzytych do wykrycia mutacji tych genow.

Analiza danych klinicznych i typu mutacji ujawnita, ze mutacje punktowe w eksonie 11
wystepuja w mniejszych guzach o nizszej aktywnosci mitotycznej. Ponadto u pacjentow,
w ktérych guzach wykryto mutacje punktowe obserwowano dluzszy czas przezycia w porow-
naniu do pacjentéw z GIST, w ktdrych stwierdzono obecnos¢ delecji. Podobne obserwacje
zostaly opublikowane na podstawie badan przeprowadzonych na populacjach chorych ze
Szwecji i USA [3, 88].

Duplikacje w eksonie 11, naleza po delecjach i mutacjach punktowych, do trzeciej naj-
czestszej kategorii mutacji genu KIT w GIST. Wystepowanie duplikacji w eksonie 11 byto
uprzednio taczone z guzami GIST o relatywnie tagodniejszym przebiegu rozwijajagcymi si¢
w zotadku, gtownie u starszych kobiet [5, 70]. W niniejszym badaniu az siedem z o$miu
GIST, w ktorych stwierdzono obecnos¢ duplikacji w eksonie 11 genu KI7, zlokalizowanych
byto w zoladku. Nie zaobserwowano natomiast zaleznosci pomiedzy obecnoscig duplikacji
a plcig pacjentow lub obrazem klinicznym choroby.

Mutacje w eksonie 9 genu KIT stwierdzono u 5,6% badanych pacjentow. Za wyjatkiem
jednego guza, wszystkie mutacje w tym eksonie zostaly zidentyfikowane w GIST wywodza-
cych si¢ z jelita cienkiego. Uzyskane wyniki czeSciowo potwierdzaja poprzednio opubliko-
wane obserwacje innych autoréw [5, 73]. Natomiast badanie to nie potwierdzito zaleznos$ci
pomiedzy obecnoscia mutacji w eksonie 9 KIT a stopniem ztosliwosci guza. Sredni czas prze-
zycia w tej grupie pacjentéw byt porownywalny do czasu przezycia obserwowanego zarowno
w calej badanej grupie pacjentéow jak i grupie chorych z innymi mutacjami genu KI/7. Z wyni-
kéw badan klinicznych poswieconych zaleznosci pomiedzy typem mutacji KI7T a odpowiedzia
na leczenie imatynibem wiadomo jednak, ze obecno$¢ mutacji w eksonie 9 genu K/7 zmniej-
sza wrazliwo$¢ GIST na imatynib. Dlatego tez, u pacjentéw z GIST, w ktérych guzach wy-
kryto mutacje eksonu 9 sugeruje si¢ stosowanie wyzszych dawek tego leku [28].

W badanej grupie, mutacje w obrebie eksonu 13 i1 17 genu KIT zidentyfikowano odpo-
wiednio u trzech i jednego pacjenta. Stwierdzona niska czg¢sto$¢ wystgpowania mutacji
w eksonach kodujacych domeny o aktywnosci kinazy tyrozynowej potwierdza wczesniejsze
wyniki badan innych autorow [64, 98, 104, 114].

Mutacje genu PDGFRA zostaty zidentyfikowane w grupie dziewieciu guzow (10,1%).
Zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami zdecydowang wigkszo$¢ guzdéw, w ktorych zidenty-
fikowano mutacje tego genu stanowity epitelioidalne GIST wywodzace si¢ z zotadka [34, 69,
88, 125]. Obserwowane czgstosci wystepowania mutacji genu PDGFRA rdznig si¢ pomigdzy
poszczegdlnymi grupami badawczymi. W grupie zlosliwych GIST wywodzacych si¢ z 16z-
nych odcinkow przewodu pokarmowego mutacj¢ PDGFRA zidentyfikowano w 7,2% bada-
nych przypadkéw, tymczasem w grupie guzéw wywodzacych si¢ z zotadka wykryto mutacje
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az u 22,6% pacjentéw [24, 88]. Powyzsze rdznice wynikaja z przeprowadzonego doboru pa-
cjentow do poszczegolnych badan. W badaniach GIST z tzw. prob klinicznych dominujg guzy
ztosliwe, czgsto pochodzace z jelita cienkiego. W tego typach guzach mutacje genu PDGFRA
naleza do rzadkos$ci. Natomiast w badaniach opartych na calej populacji chorych dominuja
tagodne guzy GIST pochodzace z zotadka, w ktérych mutacje genu PDGFRA sa czgscie] wy-
krywane.

Ponadto, zaobserwowano, ze 33% guzow, w ktorych stwierdzono obecnos¢ mutacji genu
PDGFRA, wykazuje stabg lub negatywna odpowiedz immunohistochemiczng na antygen
CD117 (KIT). Dla poréwnania, staba lub negatywna reakcja immunohistochemiczna obser-
wowana jest tylko u 3% guzdw z mutacjami genu K/7. Wyniki wczesniej przeprowadzonych
badan wskazuja, ze mutacje genu PDGFRA sa korzystnym czynnikiem prognostycznym dla
pacjentow z GIST [88]. W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy
obecnoscia mutacji genu PDGFRA a Srednim czasem przezycia.

W badanej grupie GIST, guzy w ktorych nie stwierdzono obecnosci mutacji gendw KIT
i1 PDGFRA stanowily 14,6% wszystkich przypadkéw. Wartos¢ ta jest wyzsza od wartosci
obserwowanych przez inne zespoty, ktére badaly pacjentow leczonych inhibitorami kinaz
tyrozynowych [55, 104]. Oznacza to, ze populacyjna czestos¢ wystepowania GIST bez muta-
cji genow KIT 1 PDGFRA moze by¢ wyzsza niz to pierwotnie zaktadano.

Podsumowanie: w niniejszym badaniu okreslono czestos¢ wystepowania mutacji gendw
KIT 1 PDGFRA w guzach GIST pochodzacych od chorych z péinocnej Norwegii. Obecnosé
mutacji stwierdzono w 75% przypadkdéw badanych guzéw, podczas gdy mutacje PDGFRA
zostaty zidentyfikowane w 10% guzéw. Informacja ta jest istotna, gdyz wskazuje, ze czg¢stosé
mutacji KIT i PDGFRA w guzach GIST jest wysoka. Ponadto wykazano, ze typ mutacji KI7,
oprocz wielkosci 1 aktywnosci mitotycznej guza jest dodatkowym czynnikiem rokowniczym.

4.3. Identyfikacja mutacji p.D816V genu KIT u pacjentow z mastocytoza
Nieopublikowane wyniki

Do nieopublikowanych badan majacych na celu okreslenie czutosci czterech wybranych
technik biologii molekularnej zakwalifikowano 47 pacjentéw z mastocytoza. U 26 chorych
stwierdzono mastocytoze uktadowa o powolnym przebiegu (ISM), u 20 mastocytoze skdrng
(CM), a u jednego pacjenta agresywng mastocytoze uktadowa (ASM). W przeprowadzonych
badaniach przy uzyciu allelospecyficznego semi-nested PCR mutacje p.D816V zidentyfiko-
wano u 66% zakwalifikowanych do badan molekularnych pacjentéw. Podobna czgstos¢ wy-
stepowania mutacji obserwowano w innych badaniach pacjentéw z mastocytozg [68, 76].
U jednego chorego wykryto konstytutywna mutacj¢ p.N822I w eksonie 17 genu KIT. Bylo to
mozliwe dzigki zastosowaniu techniki DHPLC i sekwencjonowania bezposredniego. Identy-
fikacja tej mutacji, ocena aktywnosci receptora oraz wrazliwos$ci transdukowanych wektorem
KIT-N822I komdrek Ba/F3 na inhibitory kinazy tyrozynowej, byta przedmiotem pracy II.

Przeprowadzone badania, oprocz okreslenia czutosci metod biologii molekularnej, miaty
rowniez na celu okreslenie czestosci wystepowania mutacji p.D816V genu KI/T u pacjentéw
z dwoma postaciami mastocytozy: ISM i CM. W grupie pacjentow z ISM mutacje p.D816V
zidentyfikowano az u 23/26 chorych (88%). Uzyskane wyniki sg bardzo zblizone do wynikéw
poprzednio opublikowanych badan, w ktorej mutacje wykryto u 87% badanych pacjentéw
z ISM [68]. Co wigcej, uzyskana w niniejszym badaniu czestos¢ wystepowania p.D816V jest
nieznacznie wyzsza od wartosci opublikowanych przez dwie niezalezne grupy badawcze sto-
sujace wysoce czute metody PNA-mediated PCR 1 qPCR [65, 109]. W niektérych pracach
czestos¢ wystepowania mutacji p.D816V u pacjentow z ISM jest zdecydowanie nizsza (78%),
a w przypadku badan krwi obwodowej przeprowadzonych przy uzyciu sekwencjonowania
bezposredniego nie przekracza 16% analizowanych przypadkéw [76, 130].

W niniejszym badaniu mutacj¢ p.D816V zidentyfikowano u 40% pacjentéw z CM. Taka
samg lub podobng czestos¢ wystepowania mutacji u chorych z CM zaobserwowano w dwdch
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innych badaniach [68, 109]. Istnieja prace, w ktorych nie stwierdzono obecnosci p.D816V
u zadnego z badanych pacjentow z CM [130]. Brak mutacji p.D816V u chorych z CM oraz
niska czgsto$¢ wystepowania tej substytucji u pacjentéw z ISM w wyzej wymienionej pracy
moze by¢ spowodowana wykorzystaniem do badan nieodpowiedniego materiatu, tzn. krwi
obwodowej [130]. Do badan molekularnych majacych na celu wykrycie mutacji genu KIT
stosuje si¢ zar6wno RNA jak i DNA wyizolowany z nieselekcjonowanych lub monoklonal-
nych komérek szpiku [118]. Wykorzystanie komorek krwi obwodowej prowadzi jednak do
znacznego obnizenia czulosci analizy, a tym samym zwigkszenia liczby falszywie negatyw-
nych wynikéw [118]. W przedstawionej pracy wlasnej wykonano réwniez badania majace na
celu poréwnanie czutosci allelospecyficznego semi-nested PCR w zaleznosci od materiatu
wykorzystanego do analizy. Tylko w 18/23 (78%) probkach wyizolowanych z krwi obwodo-
wej pacjentow potwierdzono obecnos¢ mutacji p.D816V, pierwotnie wykrytej w komodrkach
szpiku kostnego. Podobne wyniki uzyskali inni badacze, ktérzy w analizach przeprowadzo-
nych przy uzyciu techniki qPCR potwierdzili obecnos¢ p.D816V w krwi obwodowej u 81%
probek pierwotnie zakwalifikowanych jako KIT pozytywne [65]. Wyniki te potwierdzaja
stuszno$¢ obecnie stosowanych zalecen, zgodnie z ktorymi, materialem wykorzystywanym do
identyfikacji mutacji p.D816V u pacjentéw z mastocytoza powinny by¢ komorki szpiku kost-
nego [118]. Niniejsze badanie pokazuje, ze u pacjentow u ktorych ze wzgledu na stan zdrowia
nie mozna wykona¢ biopsji szpiku kostnego, mozliwie jest przeprowadzenie diagnostyki mo-
lekularnej z wykorzystaniem komorek krwi obwodowej. W takich przypadkach nalezy jednak
bra¢ pod uwage wicksze prawdopodobienstwo uzyskania wynikow fatszywie negatywnych.
Podsumowanie: przeprowadzone badania potwierdzity wysoka skutecznos¢ techniki alle-
lospecyficznego semi-nested PCR jako narzedzia pozwalajacego na szybka i wiarygodna dia-
gnostyke molekularng pacjentéw z mastocytoza. Czuto$¢ metody zostata potwierdzona wyso-
ka czestoscig zidentyfikowanych mutacji p.D816V w licznej grupie polskich pacjentdw. Uzy-
skane wyniki sa zblizone do wynikdéw opublikowanych przez inne zespoty badawcze stosuja-
ce zaawansowany sprzet diagnostyczny i/lub selekcjonowane komoérki szpiku kostnego. Po-
wyzsze badanie wykazato, ze allelospecyficzny semi-nested PCR, ze wzgledu na swa prostote
oraz niskie koszty wykonywanych badan moze skutecznie zastapi¢ bardziej skomplikowane
metody molekularne i moze by¢ powszechnie stosowany w laboratoriach diagnostycznych.

4.4. Analiza aktywnoS$ci wybranych izoform receptora KIT

Badania in vitro pozwalaja migdzy innymi okresli¢ czy zmiany na poziomie DNA maja
wplyw na aktywnos$¢ kodowanego biatka. Tego typu badania sg szczegdlnie istotne w przy-
padku identyfikacji nowych mutacji, ktérych funkcje nie sg znane. Wyniki badan majacych na
celu okreslenie aktywnosci form receptora KIT-N822I, KIT-T437dup oraz KIT-T619A
przedstawiono w pracach I i II.

4.4.1. Inaktywacja receptorow KIT-T437dup oraz KIT-T619A w piebaldyzmie
Praca l

Dane kliniczne dwoch pacjentow zakwalifikowanych do badan zostaly przedstawione
w pracy I. Do badan molekularnych wykorzystano DNA wyizolowany z komdrek krwi ob-
wodowej. Sekwencje kodujace genu KIT wraz z flankujgcymi sekwencjami intronowymi za-
mplifikowano przy uzyciu PCR, a nastgpnie zsekwencjonowano.

U pacjenta #1 zidentyfikowano zamian¢ nukleotydu c.1855A>G (p.T619A) w obrebie
eksonu 12 genu KIT kodujacego domene cytoplazmatyczng o aktywnosci kinazy tyrozynowe;.
Domena ta jest silnie konserwowana i1 nawet substytucja jednego aminokwasu prowadzi do
zmiany aktywnos$ci receptora KIT. Mutacje w bliskim sgsiedztwie kodonu 620 zostaty
uprzednio opisane u pacjentow z piebaldyzmem [38, 77, 101].

Sekwencjonowanie bezposrednie genu KIT przeprowadzone u pacjenta #2 pozwolito na
wykrycie duplikacji kodonu 437 (c.1406-1408dupACA, p.T437dup) zlokalizowanej w ekso-
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nie 8. Dotychczas w tym eksonie genu KIT zidentyfikowano wyltacznie mutacje aktywujace
u pacjentdéw z AML oraz u kilku cztonkow rodziny z GIST [44, 52].

Aby stwierdzi¢ czy obydwie zmiany nie s3 wariantami polimorficznymi przeprowadzono
sekwencjonowanie bezposrednie eksonu 8 oraz 12 genu KIT w grupie 50 zdrowych oséb.
U zadnej osoby z grupy kontrolnej nie stwierdzono obecnosci p.T437dup lub p.T619A. Po-
nadto, wyzej wymienionych wariantéw genetycznych nie znaleziono w zadnej z ogolnodo-
stepnych baz danych, co potwierdza ich patogenny charakter.

Oprécz duplikacji p.T437dup, u pacjenta #2 zidentyfikowano opisany wczesniej u 0sob
z piebaldyzmem, wariant genetyczny (c.67+4G>A) [38]. Na podstawie wynikdw badan wta-
snych oraz poprzednio opublikowanej pracy mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze c.67+4G>A
jest wariantem polimorficznym, ktdry nie jest zwigzany z piebaldyzmem. W przeciwienstwie
do mutacji p.T437dup, wspomniany wariant genetyczny nie zostat zidentyfikowany u chorych
dzieci pacjenta #2. Uprzednio, substytucje c.67+4G>A wykryto u dwoch pacjentéw z GIST,
u ktérych nie stwierdzono zadnych objawdw klinicznych piebaldyzmu oraz u trzech zdro-
wych 0s6b z grupy kontrolnej [103].

W celu okreslenia poziomu aktywnosci receptoréw KIT-T437dup oraz KIT-T619A prze-
prowadzono badania funkcjonalne. Sekwencje kodujace KIT-WT, KIT-T437dup oraz KIT-
T619A wklonowano do wektora pcDNA3.1. Pustym wektorem oraz wektorami zawierajacy-
mi poszczegdlne warianty genetyczne genu K/7 transfekowano komorki HEK-293T. Niektdre
komorki stymulowano czynnikiem SCF. Oceng aktywnosci receptorow przeprowadzono przy
uzyciu techniki western blotting.

Wyniki badania wykazaty, ze poziom autofosforylacji receptorow KIT-T437dup oraz
KIT-T619A byt niski i porownywalny do poziomu obserwowanego w receptorze KIT-WT.
Stymulacja komorek KIT-T619A czynnikiem SCF prowadzita do fosforylacji receptora. Jed-
nak obserwowany poziom aktywacji byt zdecydowanie nizszy w porownaniu do poziomu
fosforylacji receptora KIT-WT. W komodrkach wykazujacych ekspresj¢ KIT-T437dup nie
stwierdzono zadnej odpowiedzi na SCF. Poziom fosforylacji receptora byt poréwnywalny do
tego obserwowanego w komorkach niepoddanych stymulacji.

Podsumowanie: przeprowadzone badania in vitro potwierdzily patogenny charakter mu-
tacji p.T437dup oraz p.T619A u pacjentow z typowymi objawami klinicznymi piebaldyzmu
oraz pozwolily na zidentyfikowanie molekularnego mechanizmu ich dziatania. Mutacja
p.-T619A powoduje obnizenie stopnia fosforylacji receptora KIT-T619A po stymulacji ligan-
dem SCF, podczas gdy mutacja p.T437dup prowadzi do konstytutywnej inaktywacji recepto-
ra.

4.4.2. Konstytutywna aktywacja receptora KIT-N822I w mastocytozie
Praca Il

Dotychczas tylko u czterech rodzin z mastocytozg opisano wystepowanie mutacji germi-
nalnej genu KI7T. W pracy II przedstawiono kolejng rodzing z mastocytoza skorng. Jedynym
objawem klinicznym zaobserwowanym u cztonkow tej rodziny byta pokrzywka barwnikowa,
wcezesniej okreslana jako Urticaria Pigmentosa (UP). U wszystkich cztonkow rodziny z kli-
niczng manifestacja UP, zidentyfikowano mutacje¢ germinalng p.N8221 genu KIT w DNA wy-
izolowanym z komoérek krwi obwodowej, wymazu z jamy ustnej oraz z komorek osadu mo-
czu.

Dotychczas w literaturze opisano cztonkéw dwoch rodzin z GIST oraz zespolem wtdrnej
achalazji bedacej wynikiem rozsianej migsniakowatosci (diffuse leiomyomatosis - associated
achalasia), u ktérych stwierdzono kliniczne objawy UP oraz obecno$¢ mutacji germinalnej
genu KIT [8, 13]. Mutacje genu KIT zlokalizowane w kodonie p.N822 wykryto zaréwno
u dzieci jak i dorostych pacjentéw z CML, w sporadycznych i rodzinnych guzach GIST oraz
nasieniakach [61, 81, 108, 115]. Zdecydowana wigkszos¢ wykrytych mutacji powodowata
substytucje tyminy na adening w pozycji nukleotydowej c.2563T>A, co prowadzi do zamiany
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asparaginy na lizyne (p.N822K). Mutacj¢ punktowa p.N822H zidentyfikowano w nasienia-
kach 1 w guzach GIST, podczas gdy obecnos¢ substytucji p.N822T stwierdzono u dziecka
z AML [61, 81, 108]. Natomiast mutacj¢ prowadzaca do zamiany asparaginy na tyrozyne
(p.N822Y) opisano u cztonkow rodziny z GIST [115]. Wspdtwystepowanie mutacji p.N8221
1 p.V559A (ekson 11) zostalo niedawno opisane u pacjenta z czerniakiem ztosliwym [86].

Aby potwierdzi¢ patogenny charakter mutacji p.N8221 genu KIT przeprowadzono bada-
nia funkcjonalne. Komérki HEK293T transfekowano wektorem pcDNA3.1 zawierajacym
sekwencje kodujacg KIT-N822I. Aktywnos¢ biochemiczng zmutowanego receptora okreslono
za pomoca techniki western blotting. Jako badanie kontrolne zastosowano komorki transfe-
kowane pustym wektorem oraz wektorem zawierajagcym sekwencje wild-type genu KIT.
Zgodnie z oczekiwaniami, poziom autofosforylacji receptora KIT-WT w komorkach niesty-
mulowanych czynnikiem SCF byt niski. Dodanie ligandu do hodowli powodowato natych-
miastowg aktywacje¢ receptora KIT-WT. Natomiast w komdrkach KIT-N822I obserwowano
silng konstytutywng fosforylacj¢ receptora. Wysoki poziom fosforylacji zaobserwowano juz
w komorkach, ktore nie byly stymulowane czynnikiem SCF. Stymulacja komoérek czynnikiem
SCF prowadzita do dalszej aktywacji receptora KIT-N8221. Podobne zjawisko zaobserwowali
inni badacze w komorkach wykazujacych ekspresje receptorow KIT-A502 Y503dup oraz
KIT-K509I [131]. Inng charakterystyczng cechg izoform tego receptora, kodowanych przez
zmutowane warianty genu K/7, jest wieksza lub réwna ekspresja niedojrzalej formy receptora
(145 kDa) w poréwnaniu do formy dojrzatej (160 kDa). W komdrkach wykazujacych ekspre-
sj¢ KIT-WT dominuje glikolizowana, dojrzata forma receptora [131]. W niniejszym badaniu,
w komorkach KIT-N822I zaobserwowano poréwnywalny poziom ekspresji zarowno formy
niedojrzatej jak i dojrzalej, co potwierdza patogenny charakter tego receptora.

Aby stwierdzi¢, czy mutacja p.N822I genu KIT jest czynnikiem onkogennym wykonano
badania in vitro z zastosowaniem wektorow retrowirusowych i mysich komoérek Ba/F3. Po
transdukcji wektorem KIT-N822I wzrost komdrek stat si¢ niezalezny od obecnosci IL-3. Po-
twierdza to onkogenna aktywnos$¢ receptora kodowanego przez gen KIT zawierajacy mutacje
p-N8221L.

Podsumowanie: wyniki badan potwierdzity, ze mutacja p.N822I genu KIT zidentyfiko-
wana u cztonkdéw rodziny z mastocytoza skorng jest mutacjg aktywujaca. Kodowany receptor
KIT-N822I wykazywat konstytutywng fosforylacje, a doswiadczenia przeprowadzone z uzy-
ciem wektordw retrowirusowych oraz mysich komorek Ba/F3 potwierdzity, ze ta forma re-
ceptora ma wtasciwosci onkogenne. Jednoczes$nie ograniczone objawy kliniczne cztonkéw
rodziny z mutacja p.N822I sugeruja, ze na fenotyp pacjentow z mastocytoza moga wplywac
jak dotad niezidentyfikowane czynniki genetyczne i epigenetyczne.

4.5. Ocena in vitro i ex vivo wrazliwosci transdukowanych komoérek Ba/F3 oraz pier-
wotnych komérek GIST na dzialanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych oraz inhibi-
tora HSP90

Zjawisko opornosci pierwotnej i powstawania opornosci wtornej u pacjentow z GIST
poddanych terapii celowanej stanowi powazny problem kliniczny. W zwigzku z tym opraco-
wanie modeli doswiadczalnych, ktére pozwolg na efektywne testowanie kolejnych zwigzkéw
mogacych mie¢ zastosowanie w leczeniu pacjentdw z GIST jest jednym z kluczowych pro-
blemow onkologii doswiadczalnej. W pracach II, III i VII przedstawiono wyniki badan in
vitro 1 ex vivo okreslajacych opornos¢ lub wrazliwo$¢ mysich komoérek Ba/F3 oraz komdrek
pierwotnych GIST wykazujacych ekspresje wybranych wariantéw genetycznych genoéw KIT

1 PDGFRA na rozne inhibitory kinaz tyrozynowych oraz inhibitor HSP90.
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4.5.1. Ocena wrazliwosci transdukowanych komérek Ba/F3: KIT-V559D, -D816V,
-N822I na imatynib i dazatynib
Praca Il

Mutacje w kodonie 822 genu KIT stwierdzono w mastocytozie, GIST 1 w innych typach
nowotworow [61, 81, 86, 108, 115]. Dlatego w pracy II przeprowadzono szereg doswiadczen
majacych na celu okreslenie wrazliwosci lub opornosci komdrek wykazujacych ekspresje
KIT-N822I na dziatanie dwdch inhibitorow kinaz tyrozynowych, imatynibu i dazatynibu. Do
badania obok komoérek KIT-N8221 wykorzystano komdrki wrazliwe na dzialanie imatynibu
(KIT-V559D) oraz komdrki wykazujace oporno$¢ na dziatanie tego inhibitora (KIT-D816V).

Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity wysoka aktywno$¢ imatynibu wzgledem
komorek wykazujacych ekspresje¢ receptora KIT-V559D. Uzyskana za pomoca testu prolife-
racyjnego wartos¢ wskaznika IC50 wynosita 82 nM. Ponadto, przy stezeniu imatynibu wyno-
szacym 100 nM zaobserwowano znaczaca apoptoz¢ tych komorek. W przeciwienstwie do
komorek KIT-V559D, zaréwno komorki KIT-N8221I jak i KIT-D816V, wykazaty pierwotna
oporno$¢ na dziatanie imatynibu.

Dazatynib, inhibitor kinazy tyrozynowej Il generacji, efektywnie hamowat wzrost
wszystkich badanych komorek. Uzyskane wartosci IC50 wynosity 6 nM, 68 nM i 77 nM, od-
powiednio dla komoérek KIT-V559D, -N8221 oraz -D816V. Znaczaca apoptoze komorek KIT-
N882I oraz KIT-D816V zaobserwowano po 48 godzinnej inkubacji komodrek z dazatynibem
o stezeniu 100 nM. W przypadku komorek KIT-V559D apoptoze obserwowano juz przy ste-
zeniu 50 nM dazatynibu. Seria eksperymentow polegajaca na jednoczesnym dodaniu dazaty-
nibu 1 IL-3 do komodrek transdukowanych poszczegdlnymi wariantami genetycznymi genu
KIT wykazata, ze zahamowanie proliferacji oraz indukcja apoptozy to efekt specyficznej ak-
tywnosci inhibitora wzgledem receptorow KIT-V559D, -N8221 oraz -D816V, a nie cytotok-
sycznosci preparatu.

Wplyw inhibitorow kinazy tyrozynowej na sygnalizacj¢ komorkowa KIT-V559D,
-N8221 oraz -D816V zostat potwierdzony przy uzyciu techniki western blotting. Badania wy-
kazaty, ze imatynib efektywnie blokuje fosforylacj¢ receptora KIT-V559D a tym samym ha-
muje sygnalizacj¢ komdrkowa. Istotne obnizenie poziomu fosforylacji biatek AKT, ERK1/2
oraz RPS6K obserwowano juz przy 50 nM stezeniu imatynibu. W przeciwienstwie do komo-
rek KIT-V559D, w komorkach wykazujacych ekspresj¢ KIT-D816V oraz KIT-N822I tylko
dazatynib wykazywat aktywnos$¢ i powodowal zahamowanie fosforylacji receptoréw KIT
oraz biatek zaleznych. Zahamowanie fosforylacji bialek KIT, AKT, ERK1/2 oraz RPS6K
zaobserwowano przy stezeniach 100 nM dazatynibu.

Wyniki badan opublikowanych przez dwa niezalezne zespoty badawcze sa sprzeczne.
W jednym z nich mutacja p.N822K oraz inne mutacje zlokalizowane w poblizu tego kodonu
warunkowaty wrazliwos¢ komorek na dziatanie imatynibu [7]. W drugim natomiast komdrki
z mutacja w kodonie 822 wykazywaty minimalng wrazliwo$¢ na dzialanie imatynibu [51].
Wyniki badan wiasnych przedstawione w pracy II, wskazuja ze mutacja KIT-N822I warunku-
je oporno$¢ komodrek na dziatanie imatynibu. Uzyskane wyniki sg zgodne z obserwacjami
dotyczacymi chorego z czerniakiem, w ktédrym zidentyfikowano dwie mutacji genu KIT,
w tym p.N822I. Leczenie imatynibem w tym przypadku byto nieskuteczne [86].

Wyniki poprzednio opublikowanych badan wskazuja, ze komorki wykazujace ekspresje
receptorow kodowanych przez gen KIT, w ktorym wystepuje jedna lub dwie mutacje w obre-
bie eksondéw 13 i/lub 17 sa wrazliwe na dziatanie dazatynibu [51]. Badania in vitro przepro-
wadzone w niniejszej pracy potwierdzaja te zaleznos¢. W przedstawionej pracy wykazano, ze
komdrki Ba/F3 wykazujace nadekspresj¢ receptora KIT-N8221 sa wrazliwe na dziatanie daza-
tynibu.

Badania kliniczne II fazy wykazaty, ze dazatynib nie jest skuteczny w leczeniu pacjen-
téw z mastocytozg uktadowsg, u ktérych stwierdzono obecnos¢ mutacji p.D816V genu KIT
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[120]. Jednakze ta obserwacja jest sprzeczna z wynikami badan innych autorow, w ktorych
wykazano aktywno$¢ dazatynibu in vitro jak i in vivo u pacjenta z mastocytozg uktadowsa
i AML, u ktérego potwierdzono obecnos¢ mutacji p.D816V genu KIT [117]. Wyniki badan
wlasnych potwierdzaja wysoka i1 specyficzng aktywnos$¢ in vitro dazatynibu wzgledem my-
sich komoérek z ekspresja receptorow KIT-N822I oraz KIT-D816V. Jednakze okreslenie
przydatnosci dazatynibu w leczeniu pacjentéw z réznymi nowotworami, w ktérych stwier-
dzono obecnos$¢ mutacji w eksonie 17 genu KI7, wymaga przeprowadzenia dodatkowych
badan klinicznych.

4.5.2. Ocena wrazliwosci transdukowanych komorek Ba/F3 oraz komorek pierwotnych
GIST: KIT-V654A, -T6701 oraz PDGFRA-D842V na imatynib i PKC412
Praca VII

Jednym z zagadnien przedstawionych w pracy VII byta ocena aktywnosci ex vivo i/lub in
vitro imatynibu oraz inhibitora PKC412 na komdrki Ba/F3 oraz komorki pierwotnych GIST
wykazujacych ekspresje dwdch form receptora KIT (-V654A, -T6701) oraz jednej formy re-
ceptora PDGFRA (-D842V).

Badania ex vivo wykonane w ramach niniejszej pracy wykazaly, ze komorki KIT-V654A
oraz KIT-T6701 wykazuja oporno$¢ na dziatanie nawet wysokich st¢zen imatynibu. W prze-
ciwienstwie do imatynibu, PKC412 wykazat aktywnos¢ wzgledem obydwu form receptora
KIT w stgzeniach, ktore sg bezpieczne dla pacjentdw leczonych tym inhibitorem [48, 99,
111]. Aby potwierdzi¢ roznice w aktywnosci imatynibu i1 PKC412 obserwowane w komor-
kach pierwotnych GIST, w pracy VII przeprowadzono badania in vitro z wykorzystaniem
komorek Ba/F3 transdukowanych wektorami KIT-T6701 oraz PDGFRA-D842V. Mutacje
p.T6701 genu KIT oraz p.D842Vgenu PDGFRA warunkuja oporno$s¢ komdrek na dziatanie
imatynibu. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen potwierdzity wysoka aktywnos¢ PKC412
w komorkach wykazujacych ekspresje receptoréw KIT-T6701 oraz PDGFRA-D842V.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze uzycie PKC412 moze stanowic
alternatywe dla pacjentow z GIST, u ktorych stwierdzono obecnos¢ dwoch wyzej wymienio-
nych mutacji warunkujacych opornos¢ na imatynib.

4.5.3. Ocena wrazliwosci transdukowanych komérek Ba/F3 oraz komorek pierwotnych
GIST: PDGFRA-D842V oraz —DIM842-844del na inhibitory kinazy tyrozynowej
i IP1-504
Praca II1

Chociaz wigkszos$¢ pacjentow z GIST odpowiada na leczenie przy uzyciu imatynibu,
u 10-20% osdéb obserwuje si¢ opornos¢ pierwotna na dziatanie tego inhibitora. W guzach
pierwotnie opornych na dziatanie imatynibu nie stwierdza si¢ obecnosci mutacji genow KIT
1 PDGFRA albo identyfikuje si¢ mutacje w obrgbie eksondéw kodujacych domeng o aktywno-
$ci kinazy tyrozynowej. Do takich mutacji nalezy substytucja p.D842V zlokalizowana w eks-
onie 18 genu PDGFRA [24]. p.D842V jest najczgscie] wystgpujaca mutacja genu PDGFRA
u pacjentéw z GIST. W rzadkich przypadkach pojawienie si¢ tej mutacji moze odpowiadaé za
zjawisko opornosci wtornej [ VII].

Wyniki uprzednio opublikowanych badan wykazaty aktywnos¢ inhibitoréow II generacji
nilotynibu i dazatynibu na PDGFRA typu dzikiego [15, 79, 92, 127]. Ze wzglgdu na brak do-
stepnych modeli in vivo, w przedstawionej pracy przeprowadzono badania in vitro przy uzy-
ciu transdukowanych mysich komoérek Ba/F3 oraz komoérek pierwotnych GIST. Celem niniej-
szej pracy bylo migedzy innymi okreslenie poziomu aktywnos$ci nilotynibu, sorafenibu oraz
dazatynibu na komorki wykazujace ekspresje receptora PDGFRA-D842V lub PDGFRA-
DIM842-844del.

Wyniki badan z pracy III wykazaly wrazliwo$¢ komérek PDGFRA-DIM842-844del na
dziatanie niskich stezen wszystkich stosowanych inhibitorow kinaz tyrozynowych. W komor-
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kach PDGFRA-D842V aktywnos¢ poszczegdlnych inhibitorow kinaz tyrozynowych byta
zroznicowana. Nilotynib wykazywatl najnizsza aktywno$¢, wartos¢ IC50 wynosita
1,31 wmol/L. Uzyskana warto$¢ jest zblizona do poprzednio opublikowanych wartos$ci IC50
imatynibu 1 nilotynibu [126]. Mutacje zmiany sensu w eksonach genéw KIT i PDGFRA, ko-
dujacych domeng o aktywnosci kinazy tyrozynowej receptordw, prowadza do konstytutywne;j
aktywacji petli wigzania ATP [41]. Imatynib wigze si¢ tylko do nieaktywnych receptorow
KIT i PDGFRA. Dlatego komoérki w ktorych ekspresji ulegaja receptory o aktywnej petli wia-
zania ATP, sg oporne na dziatanie imatynibu [106]. Co prawda, wyniki uprzednio opubliko-
wanych badan wykazaty 20-krotnie wyzsze, w porownaniu do imatynibu, powinowactwo
nilotynibu do réznych form receptora BCR-ABL [126]. Jednakze, nilotynib podobnie jak ima-
tynib wigze si¢ tylko do nieaktywnych form receptoréw BCR-ABL, KIT oraz PDGFR. Zatem
analogiczny do imatynibu mechanizm dziatania nilotynibu odpowiedzialny jest za niska ak-
tywnos$¢ tego inhibitora wzgledem komdrek PDGFRA-D842V. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage
na fakt, ze nilotynib okazat si¢ skuteczny zaréwno w leczeniu samodzielnym jak i skojarzo-
nym pacjentéw z GIST opornych na imatynib [78, 92].

Dazatynib to inhibitor kinazy BCR-ABL oraz kinaz rodziny SRC o zdecydowanie wyz-
szej aktywno$ci w pordwnaniu do imatynibu [107]. Jest rowniez inhibitorem KIT i PDGFRA.
Wyniki badan innych autoréw wykazaty aktywno$¢ dazatynibu w guzach GIST [31]. Ponad-
to, stwierdzono znaczacy wplyw dazatynibu na komoérki wykazujace ekspresje receptora KIT-
D816V warunkujacego opornos¢ na imatynib [106]. Mutacja p.D842V genu PDGFRA odpo-
wiada mutacji p.D816V genu KIT. Dlatego do badan przedstawionych w pracy III postano-
wiono wykorzysta¢ dazatynib. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty zdolno$¢ dazatynibu
do zahamowania proliferacji oraz inicjacji apoptozy w komorkach wykazujacych ekspresje
PDGFRA-D842V. Aczkolwiek st¢zenie dazatynibu niezbg¢dne do zahamowania aktywnosci
tej formy receptora bylo wyzsze w poréwnaniu do stezenia potrzebnego do inaktywacji recep-
tora typu dzikiego [17]. Wykorzystujac komorki guzow pierwotnych GIST wykazano, ze da-
zatynib prawie catkowicie hamuje fosforylacj¢ receptora PDGFRA-D842V przy stezeniu 0,5
umol/L. Podobne stezenie dazatynibu bylo niezbedne do zahamowania fosforylacji receptora
KIT-D816V w modelu do$wiadczalnym mastocytozy uktadowej [106]. Rdwniez przy tym
stezeniu dazatynibu komorki Ba/F3 ulegaty apoptozie. Indukcja apoptozy przez dazatynib
zostata potwierdzona w eksperymentach ex vivo. 72-godzinna inkubacja z dazatynibem o ste-
zeniu 1 pmol/L prowadzita do apoptozy 70% pierwotnych komodrek GIST oraz znaczaco ha-
mowata ich proliferacj¢. Badania farmakokinetyczne przeprowadzone podczas prob klinicz-
nych I fazy wykazaty, ze pacjentom mozna bezpiecznie podawac wysokie st¢zenia dazatynibu
[106]. Biorac to pod uwage oraz wyniki badan wtasnych wydaje si¢, ze zastosowanie tego
inhibitora kinazy tyrozynowej moze stanowi¢ alternatywe w leczeniu pacjentow
z GIST, w ktdérych guzach stwierdzono obecnos$¢ mutacji p.D842V genu PDGFRA.

Sorafenib to kolejny inhibitor, ktory wykazuje szerokie spektrum dziatania - hamuje
wzrost komdrek nowotworowych oraz angiogenez¢ gtownie poprzez oddziatywanie na kinazy
nalezace do rodziny RAF, a takze receptory VEGFR-2 (KDR) oraz VEGFR-3 (FLT-4). Po-
nadto, wykazano ze sorafenib wiaze si¢ do receptoréw PDGFRB, KIT, FLT-3 oraz RET [14,
128]. Sorafenib jest stosowany w leczeniu pacjentow z gruczolakorakiem nerki oraz z rakiem
watrobowokomdrkowym [78]. W badaniach przedstawionych w pracy III sorafenib wykazy-
wal tylko nieznacznie mniejszg aktywnos$¢ niz dazatynib wzgledem komoérek PDGFRA-
DIM842-844del. Natomiast aktywnos¢ sorafenibu wzgledem komoérek PDGFRA-D842V byta
prawie 10-krotnie mniejsza od aktywnosci dazatynibu. Zatrzymanie proliferacji komorek ob-
serwowano dopiero przy stezeniu 425 nmol/L, natomiast niepetne zahamowanie fosforylacji
receptora PDGFRA dopiero przy 1 pmol/L stezeniu sorafenibu.

Badania przeprowadzone przez inne zespoty badawcze wykazaty podobng niskg aktyw-
no$¢ sorafenibu wzgledem analogicznych mutacji genu PDGFRB (p.D850V) oraz KIT
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(p.D816V) [49, 75]. Niska aktywnos¢ sorafenibu moze by¢ spowodowana tym, ze inhibitor
ten prawdopodobnie preferencyjnie wiaze si¢ do nieaktywnej formy receptoréw PDGFR.
Wyzsze powinowactwo sorafenibu do nieaktywnej formy biatek wykazano w badaniach okre-
slajacych aktywnos¢ sorafenibu wzgledem kinaz RAF [122].

Druga cze$¢ przeprowadzonych badan miata na celu okreslenie aktywnosci inhibitora
IPI-504 na komdrki wykazujace ekspresje form receptora PDGFRA. Biatka HSP90 stanowia
cel nowych terapii ukierunkowanych w leczeniu nowotwordw. HSP90 jest biatkiem opiekun-
czym, ktdre stabilizuje strukture i aktywnos¢ wielu biatek istotnych w sygnalizacji komorko-
wej. 17-allylamino-18-demothoxy-geladamycyna (17-AAG), pochodna geldanamycyny wigze
si¢ do silnie konserwatywnej domeny na N-koncu co prowadzi do inaktywacji biatka HSP90
[91]. Wykazano, ze 17-AAG powoduje szybka degradacje receptora KIT-D816V opornego na
dziatanie imatynibu [42]. Ponadto, wyniki uprzednio opublikowanych badan wykazaty, ze 17-
AAG moze przyspiesza¢ degradacj¢ PDGFRA-WT [85].

IPI-504 jest tatwo rozpuszczalnym homologiem 17-AAG o wyzszej aktywnosci 1 prefe-
rencyjnie akumuluje si¢ w komoérkach nowotworowych [112]. Byt testowany na modelach
doswiadczalnych CML i wkrétce moze zosta¢ wykorzystany w leczeniu pacjentéw, u ktorych
stwierdzono mutacje wtdérne receptora BCR-ABL powodujace oporno$¢ na leczenie imatyni-
bem [97]. W pracy III wykazano, ze IPI-504 jest aktywny wzgledem mysich komorek Ba/F3
1 komdrek pierwotnych GIST wykazujacych ekspresj¢ receptoréw PDGFRA-D842V oraz
-DIM842-844del. Zwigzek ten hamowat proliferacje¢ oraz indukowat apoptoze komoérek. Ba-
dania przy uzyciu immunoblottingu wykazaty, ze IP1-504 powoduje zardwno inaktywacj¢ jak
1 degradacj¢ receptorow PDGFRA-D842V i1 -DIM842-844del. Biorac pod uwage szerokie
spektrum mutacji wtornych genu KI7 i PDGFRA warunkujacych opornos¢ wtérng na imaty-
nib, inhibitor HSP90 moze okazaé si¢ bardziej efektywny w leczeniu pacjentow z GIST niz
stosowane obecnie inhibitory kinaz tyrozynowych.

Podsumowanie: wyniki powyzszych badan wykazaty, ze dazatynib — inhibitor kinazy ty-
rozynowej II generacji oraz IPI-504 — inhibitor HSP90 moga zosta¢ wykorzystane w leczeniu
pacjentow z GIST, w ktorych guzach stwierdzono obecno$¢ mutacji p.D842V genu PDGFRA
powodujaca pierwotna opornos¢ na imatynib.

4.6. OKkreslenie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za oporno$¢ wtérng
u pacjentow z GIST
Praca VII

Opornos¢ guzow na dzialanie inhibitorow kinaz tyrozynowych stanowi powazny pro-
blem terapeutyczny w leczeniu pacjentéw z GIST. Do badan wykorzystano guzy ulegajace
progresji od 26 pacjentdéw, ktorzy nie odpowiadali na leczenie imatynibem. U 22 pacjentéw
guz pierwotny zostal usuniety podczas zabiegu chirurgicznego, u czterech pacjentdw guz
pierwotny byt nieoperacyjny. U 13 0s6b leczenie przy uzyciu imatynibu bylo poprzedzone
chemio- i/lub radioterapia.

Opornos¢ na dziatanie inhibitoréw kinaz tyrozynowych moze by¢ uwarunkowana zarow-
no przez procesy zalezne jak i niezalezne od aktywnosci receptora KIT. W badanej grupie,
wtoérna aktywacja receptora KIT byla najczesciej odpowiedzialna za obserwowang opornos¢
na dzialanie imatynibu. W 8/10 progresywnych guzow opornych na dzialanie imatynibu,
stwierdzono fosforylacj¢ receptora KIT. W polowie przypadkdéw, za ponowng aktywacje re-
ceptora odpowiadaly wtérne mutacje genu K/7. Nie mozna wykluczy¢, ze w pozostatych gu-
zach istnialy niezidentyfikowane mutacji genu KI7T. Niestety zsekwencjonowanie calej se-
kwencji kodujacej KIT nie bylo mozliwe ze wzgledu na ograniczenia zwigzane z iloscig bada-
nego materialu. Inne mechanizmy potencjalnie prowadzace do zwigkszenia stopnia aktywacji
receptora KIT to miedzy innymi utrudnione wnikanie leku do wnetrza komdrki lub przyspie-
szone usuwanie czgsteczki z komdrki. W niniejszej pracy nie byto mozliwosci przeprowadze-
nia analizy majacej na celu identyfikacj¢ tego typu mechanizmdw.
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W badanej grupie w polowie przypadkow stwierdzono obecno$¢ mutacji wtérnych.
Wszystkie zidentyfikowane warianty genetyczne prowadzily do zamiany aminokwasow
1 wspotwystepowaty z mutacjami aktywujacymi obecnymi réwniez w guzach pierwotnych.
Mutacje p.V654A, p.T6701, p.D716N, p.D820E i1 p.D816G nie zostaty dotychczas wykryte
w guzach pierwotnych wrazliwych na imatynib. Powyzsza obserwacja potwierdza istnienie
zwigzku pomigdzy pojawieniem si¢ mutacji wtdrnej genu KI7T a zjawiskiem opornosci na
imatynib. Zidentyfikowano rowniez mutacje p.D820Y oraz p.N822K, uprzednio wykryte
w guzach pochodzacych od pacjentow nieleczonych imatynibem [55, 58, 104]. Niniejsza pra-
ca potwierdza uprzednio opublikowane wyniki badan innych autorow, ktore wykazaty ze mu-
tacje zlokalizowane w obregbie eksondw kodujacych domeng o aktywnosci kinazy tyrozyno-
wej s mutacjami aktywujacymi i odpowiadaja za istnienie opornosci wtérnej [15, 54]. Row-
niez mutacja p.D816V genu KIT identyfikowana u pacjentow z mastocytoza oraz w grupie
pacjentdw z nasieniakami indukuje opornos¢ na dziatanie imatynibu [61, 82].

W jednym przypadku stwierdzono wspdtwystepowanie mutacji p.G565R genu KIT oraz
mutacji p.D842V genu PDGFRA. Mutacja p.D842V to najczesciej identyfikowana pierwotna
mutacja genu PDGFRA warunkujaca opornos¢ GIST na imatynib [54]. Powyzszy guz to
pierwszy opisany przypadek GIST, w ktérym mutacj¢ pierwotng stwierdzono w genie KIT
natomiast mutacj¢ wtérng, warunkujaca opornos¢ na dziatanie inhibitora, w genie PDGFRA.
Przypadek ten wskazuje, ze w guzach ktdrych wzrost jest uzalezniony od aktywnosci kinazy
tyrozynowej wrazliwej na dany inhibitor, moze dochodzi¢ do mutacji gendw kodujacych inng
kinaz¢ oporng na dziatanie okreslonego inhibitora.

W dwoch przypadkach guzow GIST opornych na imatynib stwierdzono amplifikacj¢ ge-
nu KIT lub gendéw KIT i PDGFRA. U pacjenta, u ktérego stwierdzono GIST z amplifikacja
KIT i PDGFRA, zaobserwowano opornos¢ pierwotng na imatynib i znaczacg progresje. Pa-
cjent zmarl w przeciggu pigciu tygodni od rozpoczgcia terapii przy uzyciu inhibitora kinazy
tyrozynowej. Jednakze przed wiaczeniem imatynibu przez rok byt leczony za pomocg che-
mioterapii jak i radioterapii. Prawdopodobnie komorki, w ktérych stwierdzono amplifikacje
genu KIT 1 PDGFRA, byly obecne w tkance nowotworowej przed podaniem imatynibu i ule-
gly tylko dalszej selekcji w trakcie leczenia z zastosowaniem inhibitora kinazy tyrozynowe;.
Na podstawie powyzszych danych mozna przypuszczaé, ze amplifikacja genu KI7 moze by¢
przyczyna opornosci pierwotne;.

W dwoch guzach ulegajacych progresji nie stwierdzono ekspresji genu KIT, co potwier-
dza istnienie niezaleznych od aktywnosci receptora KIT mechanizméw prowadzacych do
opornosci guzow na dziatanie inhibitorow kinazy tyrozynowej. W jednym przypadku, analiza
cytogenetyczna przy uzyciu interfazowego FISH wykazala utrat¢ obu gendéw KIT i PDGFRA
w komorkach nowotworowych. Hemizygotycznos¢ tych gendw stwierdzono w dwoch guzach
opornych na imatynib, w ktérych wykryto réwniez mutacje wtorne. Dlatego nie mozna jedno-
znacznie stwierdzi¢, ze czy hemi- lub homozygotyczno$¢ wplywa na opornos¢ komorek no-
wotworowych na imatynib.

Podsumowanie: wyniki badan potwierdzajg istnienie zaleznych jak i niezaleznych od ak-
tywnosci receptora KIT mechanizmdw warunkujacych oporno$¢ guzéw GIST na imatynib.
Wykazano, ze obecnos¢ mutacji genu PDGFRA moze by¢ przyczyng opornosci wtornej
w guzach wykazujacych ekspresj¢ genu KI7. Natomiast amplifikacja genu KI7 moze powo-
dowa¢ zarowno opornos¢ pierwotna jak i wtdrng na leczenie imatynibem.
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. WNIOSKI

. Modyfikacja techniki PCR oraz zastosowanie allelospecyficznego semi-nested PCR po-
zwala na wykrywanie z wigkszg czutoscia odpowiednio duplikacji w eksonie 11 genu KIT
w guzach GIST oraz mutacji p.D816V u pacjentow z mastocytozg.

. Ryzyko progresji nowotworu jest wyzsze u chorych z homozygotyczna mutacja w eksonie
11 genu KIT w guzach GIST w poréwnaniu do chorych z guzami, w ktorych wykryto po-
sta¢ heterozygotycznag tej mutacji.

. Czestos¢ wystepowania mutacji p.D816V w grupie polskich pacjentow z mastocytoza jest
poréwnywalna do czestosci obserwowanych w innych populacjach.

. Analiza in vitro genu KIT u pacjentow z piebaldyzmem wykazata, ze mutacja p. T619A
obniza poziom aktywacji receptora po zwigzaniu liganda, podczas gdy p.T437dup prowa-
dzi do konstytutywnej inaktywacji receptora.

. Mutacja p.N822I genu K/T w rodzinnej mastocytozie ma charakter patogenny i prowadzi
do konstytutywnej aktywacji receptora. Mutacja ta warunkuje opornos¢ transdukowanych
komorek Ba/F3 na dziatanie imatynibu oraz ich wrazliwos¢ na dazatynib.

. Zastosowanie dazatynibu i/lub preparatu IPI-504 moze stanowi¢ alternatywe w leczeniu
pacjentow z GIST, w ktérych guzach stwierdzono obecnos¢ mutacji p.D842V genu
PDGFRA.

. U pacjentéw z GIST, opornos¢ guzéw na imatynib warunkowana jest zaréwno przez me-
chanizmy zalezne jak i1 niezalezne od aktywnosci receptora KIT. Przyczyna opornosci mo-
ze by¢ obecnos¢ mutacji wtornych lub amplifikacja gendw KIT i PDGFRA.

. Obecnos¢ 1 rodzaj mutacji gendw KIT i PDGFRA w GIST stanowi niezalezny czynnik
prognostyczny oraz decyduje o odpowiedzi pacjentdw na leczenie inhibitorami kinaz tyro-
zynowych. Dlatego tez istotne jest stosowanie czutych 1 wiarygodnych metod diagnostycz-
nych pozwalajacych na identyfikacje mutacji w tych genach.
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8. ZALACZNIK NR 1

Materiaty 1 metody wykorzystane do przeprowadzenia dotychczas nieopublikowanych
badan majacych na celu porownanie czutosci czterech metod molekularnych w identyfikacji
mutacji p.D816V u pacjentdéw z mastocytozg.

MATERIAL

Do badan molekularnych wykorzystano prébki szpiku kostnego pochodzacego od 47 pa-
cjentdw z mastocytoza leczonych w Klinice Alergologii, Katedrze i Klinice Dermatologii,
Wenerologii i Alergologii oraz Katedrze i Klinice Hematologii i Transplantologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Zgodnie z wytycznymi WHO u 26 pacjentow zdiagnozowano
mastocytoze uktadowa o powolnym przebiegu (ISM), u 20 mastocytoze skoérng (CM) oraz
u jednego pacjenta agresywna mastocytoze uktadowa (ASM). Ponadto, do badan wykorzysta-
no probki krwi obwodowej pochodzacej od pacjentdw, u ktérych w szpiku kostnym stwier-
dzono obecno$¢ mutacji p.D816V.

METODY

Izolacja DNA oraz opracowanie kontroli pozytywnej i negatywnej

Genomowy DNA ze szpiku kostnego oraz z krwi obwodowej wyizolowano przy pomocy
metody polegajacej na lizie komorek, trawieniu proteinaza K, ekstrakcji fenol/chloroform
1 precypitacji.

W celu uzyskania niezbednego do dalszych badan kontrolnego DNA, sekwencje eksonu
17 zawierajacg mutacj¢ p.D816V oraz sekwencj¢ KIT-WT zamplifikowano przy uzyciu tech-
niki PCR. Produkty reakcji PCR poddano ligacji z wektorem plazmidowym pGEM-T Easy
Vector (Promega, www.promega.com) i wprowadzono do komdrek kompetentnych. Po cato-
nocnej inkubacji komorek bakteryjnych w temperaturze 37°C, przeprowadzono selekcje klo-
ndéw stosujac pozywki agarowej zawierajacej ampicyling, X-gal oraz IPTG. Do identyfikacji
klonow zawierajacych sekwencje KIT-D816V oraz KIT-WT wykorzystano technike PCR
oraz sekwencjonowanie bezposrednie. Wyizolowane plazmidowe DNA KIT-D816V wymie-
szano z KIT-WT w nastepujacych proporcjach: 1:100, 3:100, 5:100, 8:100, 10:100, 20:100.

Reakcja PCR

Do reakcji PCR przeprowadzanej w objetosci 25 uL. wykorzystano 50 ng/pL. genomowe-
go lub plazmidowego DNA. Mieszanina reakcyjna zawierala 5 pL buforu 10%(NHy),SOy4,
1,5 umol/L MgCl,, 200 nmol/L dNTPs, 100 nmol/L starterow forward i reverse oraz 0,15
jednostki polimerazy Taq (Fermentas, www.fermentas.com). Kazdy cykl reakcji PCR sktadat
si¢ z denaturacji (94°C, 30 s), przytaczania starterow (50°C, 1 min) oraz wydluzania (72°C,
1 min). Oprécz 35 opisanych cykli, zastosowano denaturacje wstepna (94°C, 5 min) i wydhu-
zanie koncowe (72°C, 10 min). Do standardowej reakcji PCR zastosowano starter forward
o sekwencji 5’-CTC TTT ACA AGT TAA AAT GAA-3’ oraz starter reverse o sekwencji 5°-
AAT CCT TTG CAG GAC TGT CA-3’. Produkty PCR o wielkosci 217 bp identyfikowano
na 2% zelu agarozowym w promieniowaniu UV.

Allelospecyficzny PCR

1 UL produktu standardowej reakcji PCR wykorzystano do przygotowania drugiej mie-
szaniny reakcyjnej. Do mieszaniny tej dodawano rowniez starter forward uzywany podczas
pierwszej reakcji PCR oraz starter reverse specyficzny do mutacji: 5’-GAA TCA TTC TTG



ATG A-3’. Ponadto, w sktad mieszaniny wchodzito: 5 pL. buforu 10x(NH4),SO4, 2,5 umol/L
MgCl,, 200 nmol/L dNTPs, 400 nmol/L starterow forward 1 reverse oraz 0,15 jednostki poli-
merazy Taq. Amplifikacje PCR prowadzono z zastosowaniem metody fouch-down PCR, po-
legajacej na obnizaniu temperatury przytaczania starterdw w kazdym z 10 pierwszych cykli
o 1°C. 35 cykli charakteryzowato si¢ nastgpujacym profilem termicznym: denaturacja (94°C,
30 s), przytaczanie starterow (65°C w pierwszym cyklu, 30 s), wydluzanie starterow (72°C,
30 s). Zastosowano réwniez denaturacje wstepna (94°C, 30 s) oraz wydhuzanie koncowe
(72°C, 7 min). Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR o wielko$ci przeprowa-
dzono z wykorzystaniem 7% zelu poliakrylamidowego.

Reakcja SNaPshot

Oczyszczone produkty standardowej reakcji PCR uzyto do przygotowania reakcji SNaP-
shot z wykorzystaniem zestawu SnaPshot Muliplex System zgodnie z protokotem dostarczo-
nym przez producenta (Life Technologies, www.lifetechnologies.com). W reakcji SNaPshot
wykorzystano nastgpujace startery: 5'-TGT GAT TTT GGT CTA GCC AGA G-3' oraz 5’-
GAT CGA TCG ATC GAT CAC CAC ATA ATT AGA ATC ATT CTT GAT G-3’. Roz-
dzial elektroforetyczny przeprowadzono przy uzyciu urzadzenia 3130 Genetic Analyzer (Life
Technologies).

Analiza DHPLC

Oczyszczone produkty standardowej reakcji PCR wykorzystano do analizy heterodu-
pleksow przy uzyciu techniki DHPLC przeprowadzonej z wykorzystaniem urzadzenia Wave
System 3500 (Transgenomic, www.transgenomic.com). Rozdziat chromatograficzny prowa-
dzono w temperaturze 58°C. Uzyskane chromatografy analizowano przy uzyciu oprogramo-
wania Navigator Software (Transgenomic).

Sekwencjonowanie bezposrednie

Do reakcji sekwencjonowania bezposredniego wykorzystano oczyszczone produkty
standardowej reakcji PCR oraz odczynnik Big Dye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies, www.lifetechnologies.com). Produkty reakcji oczyszcza-
no przy uzyciu Exterminator Kit (A&A Biotechnology, www.aabiot.com). Rozdzial elektro-
foretyczny reakcji sekwencjonowania przeprowadzono przy uzyciu urzadzenia 3130 Genetic
Analyzer (Life Technologies). Uzyskane sekwencje analizowano z zastosowaniem oprogra-
mowania Sequencher Sofware (GeneCodes, www.genecodes.com).





