Determinacién inmunohistoquimica de CD117/c-kit en el GIST

(tumor estromal gastrointestinal)

Introducciéon

Los tumores mesenquimales del tracto gastrointestinal mas
frecuentes corresponden a los llamados GIST o tumores es-
tromales gastrointestinales. Reconocidos como tales hace re-
lativamente poco tiempo', con anterioridad se denominaban
leiomiomas, leiomioblastomas y leiomiosarcomas y con me-
nor frecuencia, proliferaciones de naturaleza nerviosa. En
los Gltimos afios se ha producido un considerable avance en
la comprensién de su histogénesis, biologia y mecanismos
moleculares alterados y que han supuesto un considerable
avance para el diagnéstico, pronéstico y posibilidades tera-
péuticas.

Los GIST se localizan preferentemente en estémago e in-
testino delgado, aunque pueden desarrollarse en cualquier
localizacién del tracto gastrointestinal e incluso extragas-
trointestinal. Con el empleo rutinario de las técnicas inmu-
nohistoquimicas, en los primeros afios ochenta se observd
que los presumiblemente leiomiomas/leiomiosarcomas gas-
trointestinales habitualmente no expresaban marcadores de
mosculo liso (actinas y desmina) y si, en cambio, era casi
constante la expresién de ofras proteinas como CD117%4 y
en una alta proporcién de casos CD345 4. Todo ello plantes
una reconsideracién de su histogénesis. Este perfirinmu-
nohistoquimico de las células tumorales en el GIST es similar
a las llamadas células intersticiales de Cajal que juegan un
papel importante en el control del peristaltismo grastrointesti-
naf por lo que hoy se admite como histogénesis més proba-
ble para los GISTs la célula intersticial de Cajal” 8.

La oncoproteina CD1 17/c-kit se ha convertido, por tanto,
en un marcador imprescindible en el diagnéstico de estos tu-
mores. Estudiaremos las caracteristicas de este marcador, su
perfil de expresién, sistemas de determinacién y cuantifica-
cién.
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CD117/c-kit

KIT (c-kit) es una proteina transmembrana (glicoproteina) de
145 KDa. Funciona como un receptor con actividad firosin qui-
nasa. Es el homélogo celular normal del producto del oncogén
virico v-kit y pertenece a la subclase Il de la familia de recepto-
res tirosin quinasa. CD117 es un epitopo localizado en el do-
minio extracelular del receptor. KIT es estructuralmente similar a
ofros receptores con actividad tirosin quinasa con posibilidades
oncolégicas, como el receptor del factor de crecimiento deriva-
do de plaquetas (PDGFRs) A y B, CSFIR (factor estimulante de
colonias) y ofros. El receptor posee un dominio extracelular con
cinco regiones de tipo Ig-like, una regién Gnica transmembrana
y un dominio intracitoplasmético con actividad firosin quinasa®.

El gen c-kit se localiza en el cromosoma 4 (4q11-12),
préximo al gen del receptor de crecimiento epidérmico
(EGFR) y tqm%ién del receptor del factor de crecimiento deri-
vado de plaquetas (PDGFR).

El ligando para KIT se conoce como SCF(stem cell factor).
La activacién del receptor se produce como consecuencia de
un proceso de homodimerizacién. Este proceso provoca una
serie de cambios estructurales en el receptor que determinan
una activacién del dominio con actividad quinasa de KIT y
fosforilacion de numerosas proteinas'®. El resultado final de
la activacién es la génesis dz una serie de sefiales que acto-
an sobre procesos cruciales en la tumorogénesis como proli-
feracién celular, adhesién, apoptosis y difgerenciacién.

Se ha observado una expresién alta de KIT en células he-
matopoyéticas progenitoras, células cebadas, melanocitos,
células germinaﬁas y en las ya comentadas células intersticia-
les de Caijal'' 2. Estas céluf;s forman una red localizada en
el plexo cIe Averbach regulando la comunicacién entre neu-
ronas y fibras musculares lisas, necesarias para regular los
movimientos peristélticos intestinales. Probablemente la célu-
la progenitora tendria la capacidad de diferenciarse hacia
una cé?uk: muscular lisa o intersticial de Cajal. La expresién
de KIT seria necesaria para la diferenciacién y proliferacién
de células precursoras hacia células intersticiales de Caijal.

Ademds de los criterios clésicos que diferencian los tumo-
res benignos de los malignos (tamafio, mitosis y localizacién),
se infenta buscar nuevos marcadores, tanto pronésticos de
comportamiento biolégico, especialmente en tumores peque-
fios con escaso nimero de mitosis y poder mefastatizante, co-
mo predictivos de respuesta al tratamiento. Muchos de los es-
tudios se centran en alteraciones mutacionales en el gen KIT y
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en ofras alteraciones cromosémicas, especia|mente en pérdi-
das de cromosomas 14 y/o 22. Las mutaciones pueden afec-
tar a diferentes exones (11, 9 y 13). Las mutaciones en el
exon 112 se asociarian con una mejor respuesta al tratamien-
to y en el exon 9 con una mayor agresividad. Los resultados
son preliminares y, en muchas ocasiones, discordantes'5.

Determinacién inmunohistoquimica
de CD117/c-kit

Actualmente existen en el mercado varios anticuerpos tan-
to poli como monoclonales que son capaces de detectar el
epitopo CD117 localizado en el dominio externo de la onco-
proteina KIT.

Tres de estos anticuerpos son policlonales: pAb A4502
(DakoCytomation), pAb sc168 (Santa Cruz) y pAb 790-
2936 (Novocastra) y uno es monoclonal: mAb RB1518 (Ne-
omarkers). Estos anticuerpos fueron testados por un labora-
torio privado (NordiQC) que remitié diferentes preparacio-
nes sin tefiir a un total de 56 laboratorios. En las evaluacio-
nes finales, un total de 20 laboratorios (36%) lograron los
mejores resultados, 15 (27%) resultados buenos, 14 (25%)
regulares y 7 (13%) resultados pobres. En este control de ca-
|i<?oo|, el anticuerpo utilizado con mejores resultados fue
pAb4502 (DakoCytomation) en combinacién con una recu-
peracién antigénica mediante calor. La dilucién utilizada
mdas frecuentemente fue entre 1:200.-1:500. En esta evalua-
cién las causas mas frecuentes de tincién insuficiente fueron:

1. Eleccién inapropiada del anticuerpo primario;

2. Concentracion excesivamente baja del anticuerpo pri-
mario (especialmente en aquellos casos en que se utili-
z6 un protocolo con escasa sensibilidad);

3. Excesiva concentracion del anticuerpo primario;

4. Escasa recuperacién antigénica.

El patrén de tincién es citoplasmatico difuso con una
acentuacién en la membrana.

La mayoria de los autores refieren una positividad cons-
tante en los tumores GIST, aunque otros como Madeiros'
admiten que probablemente pueja existir un pequefio nime-
ro de tumores negativos, no siendo, por tanto, un requisito
imprescindible la positividad para CD117 para diagnosticar
un GIST. Ademds de que puedan existir GIST con ausencia
de mutaciones y/o de sobreexpresién de c-kit, las causas de
una negatividad inmunohistoquimica para CD117 pueda
obedecer a ofros motivos, como escasez de representacién
tumoral en biopsias endoscépicas y en tumores con distribu-
cion irregular de la oncoproteina, pérdida de antigenicidad
por manipulacién inadecuada de la muestra o defecto en el
procesamiento técnico o alteraciones postratamiento.

Aunque puede existir cierta variabilidad en el patrén de tin-
cién, la mayoria de los GIST muestran una positividad cito-
plasmética intensa y difusa. En més del 50% de los casos es
evidente un patrén caracteristico llamado golgiano, caracteri-
zado por un refuerzo a modo de grénulo paranuclear (dot-li-
ke) y que coexiste con el patrén citoplasmético difuso habitual-
mente pero que, en ocasiones, puede ser exclusivo'”. Este tipo
de patrén de tincién podria relacionarse, segin algunos auto-
res, con un fipo concrefo de mutacién del protoncogén c-kit.

Algunos tumores GIST pueden mostrar una positividad no
difusa sino limitada a un escaso porcentaje de células tumo-
rales (5-20%), lo cual puede justificar algunos casos inmu-
nohistoquimicamente negativos como hemos mencionado
previamente'”.

La variedad epitelioide de los GISTs muestra una tincién
menos intensa que la fusocelular. Los tumores de mosculo liso
(positividad para actina de misculo liso y desmina) y los
schwanoma (positividad para proteina S100) son negativos
para CD117. El dermatofibrosarcoma protuberans, heman-
giopericitoma, el liposarcoma esclerosante bien diferencia-
do, el angiosarcoma y el sarcoma de Kaposi pueden ser po-
sitivos focalmente. Otros tumores que pueden ser positivos
con CD117 son melanomas y sarcoma de células C|Zros (un
tercio de los casos), carcinoma pulmonar de célula pequefia,
sarcoma de Ewing, linfoma anaplésico de célula grcmae, se-
minoma, leucemia mieloide aguda, gliomas y carcinoma en-
dometrial.

La validez de nuestra técnica inmunohistoquimica ha de
estar refrendada por el empleo de controles ajecuc:dos posi-
tivos y negativos. En este sentido, la positividad constante
para r(,:xs células estromales cebadas sirve como un control in-
terno perfecto.

Ademés de la expresién de CD117/c-kit, en los tumores
GIST se observa positividad para CD34 entre un 60-70% de
los casos, actina de mosculo liso (30-40%) y alrededor de un
5% para proteina S100. Ninguno de estos marcadores es es-
pecifico para los GIST. Sélo un pequefio porcentaje de casos
(1-2%) presentan positividad para la desmina de forma fo-
cal. La inmunotincién para CD34 es mas frecuente en tumo-
res de colon y eséfago y para actina de masculo liso en tu-
mores de intestino de?gado.

En nuestro Servicio hemos revisado nuestros casos de
GIST desde 1995 y hemos seleccionado 21 tumores (Tabla

). Realizamos un estudio inmunohistoquimico utilizando un

TABLA |
Caso CD117 CD34  ActinaML Desmina  PS100
1 + - + focal - -
2 + - - - -
3 - - - - -
4 - + - - -
5 + + + - -
6 + + - - -
7 + + - - -
8 + + - - -
9 + + + - -
10 + - - - -
11 - + focal - - -
12 + + - - -
13 + - - - -
14 + - - - -
15 + + - - -
16 + + + focal - -
17 + + - - -
18 + + - - -
19 + + - - -
20 - - - - -
21 +focal  + focal - - -

115



M. F. Fresno Forcelledo

Fig. 2. A) Tincién irregular. Areas intensamente tefiidas alternan con
ofras no tefiidas.

Eequeﬁo panel con los siguientes marcadores: CD117 (Da-
oCytomation), CD34 (clon QBEND/10; Biogenex), Actina
de musculo liso (clon 1A4; Dako), desmina (3on D-33; Da-
ko) y proteina S100 policlonal (clon S-2019; Dako).

El protocolo utilizado para la determinacién de CD117
fue el siguiente:

Anticuerpo: pAb A4505 (DakoCytomation) a dilucién
1:200. El material se procesé de forma habitual con fijacion
en formaldehido e inclusion en parafina. Se realizaron cor-
tes a 5 micras. Se utilizé como recuperador antigénico el ca-
lor mediante olla a presién en una solucién de guﬁer-citroto
a pH 6,5 durante 4 minutos. El tiempo de incubacién con el
anticuerpo primario fue de 30 minutos a temperatura am-
biente. El procedimiento de visualizacion utilizado fue el En-
vision. Se usé diaminobencidina como cromégeno y contra-
tincion con hematoxilina. En el resto de anticuerpos, excepto
con la proteina S100, se utilizé la olla con buffer citrato a
pH 6.5 durante 4 minutos como recuperador de antigeno.
Para la proteina S100 se utilizé proteinasa K durante 10 mi-
nutos.
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Fig. 1. B) CD117. Intenso y difuso patron de tincion citoplasmatico
con refuerzo de la membrana celular.

Fig. 2. B) Refuerzo paranuclear de la tincién con CD117/c-kit.

Observamos los siguientes resultados: 17 de los 21 casos
fueron positivos para CD117 (80.91%) (Figs. 1y 2). La positi-
vidad, excepto en un caso, fue difusa. CD34 fue positivo en
14 casos (66,6%). Actina de misculo liso 4 casos (2 focal)
(19,04%). La desmina y la proteina S100 fueron negativas en
todos los casos. Dos ci,e los casos que fueron negativo para
CD117 mostraron positividad para CD34, uno de ?orma focal.

Conclusion

Como en otros campos de la patologia tumoral, la inmu-
nohistoquimica ha propiciado una herramienta poderosa
para el diagnéstico y la histogénesis de los GIST. Aunque un
altisimo porcentaje de casos son positivos para CD117, es
posible, y en nuestra experiencia ha sido asi, algunos tumo-
res, morf;légicamente similares, pueden ser negativos debi-
do a diversos motivos. Una estandarizacién de la técnica,
como ha ocurrido con otros marcadores de dianas terapéuti-
cas seria de gran ayuda en la determinacién de CD117.
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