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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mesenchymale Tumoren des Gastrointestinaltrakts

Zu den mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts gehéren die gastrointestinalen
Stromatumoren (GIST) sowie die Tumoren leiomyogenen, neurogenen und fibroblastischen
Ursprungs (Tabelle 1.1/1.).

Waéhrend bis Ende der 70er Jahre grundséatzlich eine tiberwiegend leiomyogene Herkunft der
mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts angenommen wurde, zeigte sich durch
Verwendung ultrastruktureller und zunehmend immunhistochemischer
Untersuchungsmethoden in den 1980er-Jahren, dass viele der gastrointestinalen

mesenchymalen Tumoren keine echte myogene Differenzierung besitzen.

Heute ist es moglich, die unterschiedlichen Entitdten des Gastrointestinaltraktes aufgrund
histomorphologischer, immunhistochemischer, klinischer und teils molekulargenetischer
Charakteristika diagnostisch besser aufzutrennen. Diese Differenzierung hat grolie
prognostische und therapeutische Bedeutung, da die Tumoren kein uniformes biologisches

Verhalten aufweisen und teilweise eine differente therapeutische Behandlung erfordern.

Im Folgenden werden zundchst alle mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts
beschrieben und voneinander abgegrenzt. Dabei wird auf die drei Tumorentitdten GIST,
Leiomyom und Leiomyosarkom detaillierter eingegangen, da diese in der vorliegenden

Dissertation weiter charakterisiert werden sollen.



1 Einleitung

Tabelle 1.1/1: Charakteristika mesenchymaler Tumoren des GI-Trakts * zusétzlich molekulargenetische

Verénderungen

Tabelle teilweise tibernommen aus (Haller 2008), zusammengestellt aus (Miettinen et al. 2000a, Fletcher et al.
2002, Mechtersheimer et al. 2003, Yamaguchi et al. 2004, Rossi et al. 2005, Miettinen und Lasota 2006,
Peterson et al. 2006, Schildhaus et al. 2008, Lasota et al. 2009)

Immunhistochemisches Expressionsprofil

Tumor Haufig-  Ursprungs-
] KIT PDGFRA CD34 a-Aktin Desmin S100
keit zelle
GIST* ca.80%  Cajal- + + + (+) (+) sehr (+)
Zellen selten
Leiomyogene ca.10%  Glatte
Tumoren Muskelzellen
- Leiomyom - - - + + -
- Leiomyosarokom - - - + + -

Neurogene Tumoren ca. 5%

- Schwannom Schwann- - - -/+ - - +
Zellen

Fibroblastische ca.15%  Binde-

Tumoren gewebs-
zellen

- Inflammatorischer - - - (+) - -

myofibroblastischer

Tumor

- Inflammatorischer - + + (+) - -
fibroider Polyp *

- Desmoid -(+) 4+ - + +) .
- Solitarer fibréser - - + (+) R .
Tumor




1 Einleitung

1.1.1 Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)

GIST sind mit ca. 80 % die haufigsten mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts
(Hirota et al. 2003). Erst seit wenigen Jahren sind GIST als eigenstandige Entitat definiert,
davor wurden sie aufgrund morphologischer Ahnlichkeiten und der értlichen Néhe zur glatten
Muskulatur als leiomyogen interpretiert und den Leiomyomen, Leiomyosarkomen oder
Leiomyoblastomen zugeordnet (Appelman 1986, Dei Tos 2003, Chandu de Silva und Reid
2003).

Man betrachtet inzwischen die KIT-exprimierenden interstitiellen Cajal-Zellen als mégliche
Ursprungszellen von GIST, was die Koexpression von einigen neurogenen und myogenen
Merkmalen bei GIST erklaren wirde (Miettinen und Lasota 2001).

Histologisch zeichnen sich GIST durch eine spindelzellige oder epitheloidzellige
Morphologie aus, wobei auch Mischtypen auftreten konnen (Abbildung 1.1.1/1). In einigen
Féllen lassen sich auch Entziindungszellen (hauptsachlich Lymphozyten und Plasmazellen)
und Nekrosen finden (Graadt van Roggen et al. 2001). GIST kdnnen eine fehlende bis hin zu
einer sehr hohen mitotischen Aktivitat aufweisen.

Immunhistochemisch zeigen GIST in 95 % eine Expression von KIT und in 60-70 % eine
Expression von CD34. Sie sind duferst selten und dann nur fokal Desmin-positiv (1 - 2 %),
kdnnen jedoch positiv fura -Aktin (30 - 40 %) und S100 (ca. 5 %) sein (Monihan et al. 1994,
Fletcher et al. 2002, Miettinen und Lasota 2006).

Auf molekulargenetischer Ebene besitzen ca. 60 — 70 % der GIST aktivierende Mutationen
des v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT)-Gens, sowie ca.
10 % aktivierende Mutationen des platelet-derived-growth-factor receptor alpha (PDGFRA)-
Gens (Kindblom et al. 1998, Heinrich et al. 2003 a, b). GIST ohne nachweisbare Mutationen
dieser beiden Gene werden als Wildtyp-GIST (WT-GIST) bezeichnet und machen etwa 10 -
15 % der Falle aus (Hirota et al 1998, Rubin et al. 2001, Heinrich et al. 2003 a, b). Zurzeit
geht man davon aus, dass WT-GIST im Gegensatz zu KIT- und PDGFRA-mutierten GIST
einen alternativen Entstehungsmechanismus besitzen (Heinrich et al. 2003a, Debiec-Rychter
et al. 2004). In einigen KIT-/PDGFRA-WT-GIST konnten aktivierende Mutationen des V-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF-) Gens gefunden werden (Agaimy et al.
2009). Die KIT- bzw. PDGFRA-Mutationen fihren zu einer Liganden-unabh&ngigen
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Autoaktivierung des Rezeptors, was wiederum eine unkontrollierte intrazellulére
Signalweitergabe und schlieBlich tbermé&Rige Zellproliferation zur Folge hat (Hirota et al.
1998). PDGFRA-mutierte GIST zeigen im Vergleich zu KIT-mutierten GIST Ofter eine
epitheloide Morphologie und sind vorwiegend im Magen lokalisiert, wahrend KIT-mutierte
GIST haufiger spindelzellig sind und zu 2/3 im Magen, und zu 1/3 im Darm auftreten
(Wardelmann et al. 2004, Penzel et al. 2005, Haller et al. 2007).

PDGFRA kann als Marker ebenfalls hilfreich sein. Mithilfe von PDGFRA ist es nach Ansicht
einiger Autoren auf immunhistochemischer Ebene moglich, KIT-negative GIST
differentialdiagnostisch von anderen mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts zu
trennen (Rossi et al. 2005). Eine PDGFRA-Expression kann sowohl in PDGFRA-mutierten,
als auch in KIT-mutierten und WT-GIST nachweisbar sein (Pauls et al. 2005). Jedoch zeigen
die molekulargenetischen Untergruppen von GIST quantitative Unterschiede hinsichtlich der
PDGFRA-Expression. GIST mit PDGFRA-Mutation haben eine hohere PDGFRA-EXxpression
als GIST mit KIT-Mutation (Haller et al. 2007). Die Mdglichkeit, KIT-negative GIST von
anderen  mesenchymalen Tumoren bzw. KIT- und PDGFRA-mutierte GIST
immunhistochemisch trennen zu konnen, hat prognostische Bedeutung. Hinsichtlich des
biologischen Verhaltens bestehen sowohl zwischen GIST und ,Nicht-GIST* als auch
zwischen KIT- und PDGFRA-mutierten GIST Unterschiede (Lasota et al. 2004, Haller et al.
2007).

GIST treten meist bei Erwachsenen mit einem mittleren Alter von 55 - 60 Jahren auf. Sie
konnen als kleine bis relativ groRe (2 — 30 cm) Tumoren im gesamten Gastrointestinaltrakt
auftreten (Corless et al. 2004), kommen jedoch am h&ufigsten im Magen (60 - 70%) und
Dunndarm (20 - 25%) vor (Miettinen und Lasota 2006). Weitere Lokalisationen sind Kolon
und Rektum (5 %) sowie Osophagus (< 5 %) und selten extra-intestinal (Mesenterium,

Retroperitoneum) (Miettinen und Lasota 2001).

Es existiert fur GIST keine eindeutige Dignitéatseinteilung. Das klinisch-pathologische
Spektrum der GIST erstreckt sich von benignen, zuféllig entdeckten Kndtchen bis hin zu
malignen Tumoren mit schlechter Prognose (Miettinen und Lasota 2001). Bis zu 30 % der
GIST konnen zum Lokalrezidiv fihren oder metastasieren (Miettinen et al. 2002). Es gibt
keine sicheren histo- bzw. zytomorphologischen Merkmale der Malignitat, um eine eindeutige
Einteilung des biologischen Verhaltens vornehmen zu konnen. Zur Abschétzung des

4
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»Malignitatspotentials“ werden daher prognostisch relevante Parameter herangezogen, mit
deren Hilfe Risiko-Gruppen formuliert werden kdénnen. Es bestehen aktuell zwei Risiko-
Klassifikationen fir GIST, die auf den Parametern TumorgroRe und Mitoserate (Fletcher et al.
2002) bzw. Tumorgrolle, Mitoserate und Lokalisation des Tumors (Miettinen et al. 2002,

Miettinen und Lasota 2006) basieren.

Abb. 1.1.1/1: Histomorphologische Bilder eines GIST (linkes Bild: spindelzellige Morphologie, rechtes Bild:
epitheloidzellige Morphologie, H&E, x 100)

1.1.2 Leiomyogene Tumoren

Die im Vergleich zu GIST relativ seltenen leiomyogenen Neoplasien lassen sich in benigne
(Leiomyome) und maligne (Leiomyosarkome) Tumoren unterteilen. Sie sind nach GIST die
zweithaufigsten mesenchymalen Neoplasien des Gastrointestinaltrakts, kommen jedoch
beispielsweise im Dinndarm nur mit 4 % der Haufigkeit von GIST vor (Miettinen et al.
2009a). Sie gehen aus Zellen der glatten Muskulatur hervor und bilden polypoide oder
intramurale Lasionen (Agaimy und Winsch 2007). Sie besitzen eine im Vergleich zu GIST
differente Zytomorphologie. Die Tumorzellen zeigen feingeweblich charakteristische
Befunde glatter Muskelzellen mit fein-fibrillar-eosinophilem Zytoplasma. In einem
Leiomyosarkom finden sich im Gegensatz zu einem Leiomyom deutliche nukleédre Atypien
und zahlreiche Mitosen (Abbildung 1.1.2.1/1 bzw. Abbildung 1.1.2.2/1, Miettinen et al.
2009a). Die leiomyogenen Tumoren sind immunhistologisch positiv fur a-Aktin und Desmin,

bei fehlender Expression von KIT, CD34 und S100 (Miettinen et al. 2000a). Fir leiomyogene
5



1 Einleitung

Tumoren des Gastrointestinaltrakts sind derzeit keine definitiven tumorinitiierenden

molekulargenetischen VVeranderungen bekannt.

1.1.2.1 Leiomyom

Zu den Leiomyomen z&hlen das intramurale 0Osophageale Leiomyom, das polypoide
Leiomyom der Muscularis mucosae, und das Leiomyom vom uterinen Typ. Sie sind in den
verschiedenen Hohlorganen des Gastrointestinaltrakts unterschiedlich hdufig lokalisiert und
besitzen vereinzelt spezifische Merkmale.

Die immunhistochemischen Profile der meisten Leiomyome zeigen ein typisches
leiomyogenes Bild. Sie sind a-Aktin- und Desmin-positiv und im Allgemeinen negativ fir
KIT und CD34 (Miettinen et al. 2000a). Die KIT-Positivitat der Mastzellen von dsophagealen
Leiomyomen oder die KIT-Positivitat der interstitiellen Cajal-Zellen weniger Leiomyome
muss dabei von ,.echter KIT-Positivitat getrennt werden (Miettinen et al. 2000b).

Fir das Leiomyom vom uterinen Typ ist der zusétzliche immunhistochemische Nachweis von
Hormonrezeptor-Expression (Ostrogen und Progesteron) von besonderer
differentialdiagnostischer Bedeutung (Miettinen et al. 2000a).

Leiomyome bleiben in der Regel sehr klein. Wahrend Leiomyome der Muscularis mucosae
meist eine Grofle von unter 1 cm aufweisen, kénnen die normalerweise 1 - 3 cm grofRen
6sophagealen Leiomyome jedoch bisweilen tiber 10 cm groR werden (Miettinen et al. 2000b,
Seremetis et al. 1976). Allgemein sind Leiomyome hauptsachlich im Osophagus, selten im
Magen und so gut wie nie im Dinndarm lokalisiert (Miettinen und Lasota 2006).

Das intramurale (0sophageale) Leiomyom hebt sich speziell von GIST durch die haufige
Lokalisation im Osophagus ab. Sie sind im Magen und Dinndarm selten, im Kolon etwas
haufiger und treten meist bei jungeren Patienten (mittleres Alter: 30 - 35 Jahre) auf. Das
Leiomyom der Muscularis mucosae hingegen bildet kleine intraluminale Polypen und findet
sich meist im Kolon und Rektum &lterer Patienten (Miettinen und Fetsch 2006). Das
Leiomyom vom uterinen Typ ist typischerweise um den Dinndarm oder im Retroperitoneum

vor allem bei Frauen lokalisiert (Miettinen et al. 2000a).

Das Geschlechterverhéltnis von Frauen zu Mannern der Patienten mit einem Leiomyom
betragt ca. 1:2 (Miettinen und Lasota 2001, Miettinen et al. 2001a).
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Mitotische Aktivitat fehlt den Leiomyomen im Grunde generell (Miettinen und Fetsch 2006).
Es finden sich jedoch auch vereinzelt Leiomyome mit schwach ausgeprégter mitotischer
Aktivitat (< 1 - 3 Mitosen/50 HPFs) (Miettinen et al. 2009a); bei einer héheren mitotischen
Aktivitat liegt ein Leiomyosarkom vor.

Leiomyome sind benigne leiomyogene Tumoren und weisen somit grundsétzlich eine gute
Prognose auf. Ungeachtet der moglichen immensen GrdRe der 6sophagealen Leiomyome
zeigen alle Untergruppen der Leiomyome (bereinstimmend ein benignes biologisches
Verhalten (Abraham 2007).

Abb. 1.1.2.1/1: Histomorphologisches Bild eines Leiomyoms (H&E, x 100)

1.1.2.2 Leiomyosarkom

Leiomyosarkome sind mit 0,1 - 10 % aller mesenchymalen Tumoren des
Gastrointestinaltrakts sehr rar. Sie zeigen immunhistochemisch allgemein Positivitatofir -
Aktin und Desmin. Auch wenn sich die Farbung gelegentlich nur fokal darstellt, sind sie
durchweg a-Aktin-positiv. Die Positivitat fur Desmin hingegen ist weniger konsistent
(Abraham 2007). Einzelne Leiomyosarkome kdnnen KIT-Expression zeigen, dann jedoch nur
sehr fokal und in einzelnen neoplastischen Zellen. Typischerweise sind sie jedoch KIT-
negativ (Miettinen et al. 2000a). CD34-Positivitat findet sich dagegen hdufiger (30 - 40 %),
dann jedoch vorzugsweise in retroperitonealen Leiomyosarkomen (Rizeq et al. 1994,
Miettinen et al. 2000a).
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Leiomyosarkome konnen trotz ihrer Seltenheit in allen Teilen des Gastrointestinaltrakts
lokalisiert sein. Sie kommen jedoch am haufigsten im Kolorektum und am seltensten im
Magen vor (Miettinen und Fetsch 2006). Leiomyosarkome treten h&ufiger bei dalteren
Menschen auf und konnen sowohl als kleine intraluminale polypoide oder sehr groRe
transmurale Tumoren auftreten (Miettinen et al. 2003). Duodenale Leiomyosarkome sind
zwischen 10 und 19 cm grof3 und meist transmurale Tumoren, wéhrend Leiomyosarkome des
Kolons eine GroRe von 3 bis 8 cm aufweisen und polypoide intraluminale Tumoren darstellen
(Miettinen et al. 2000c). Leiomyosarkome zeigen allesamt stark ausgeprégte mitotische
Aktivitat mit meist >50 Mitosen/ 50 HPFs (Miettinen und Fetsch 2006).

Leiomyosarkome des Gastrointestinaltrakts sind leiomyogene Tumoren mit variablem
biologischen Verhalten, die jedoch grundsétzlich typische Merkmale hoher Malignitat wie

Lokalrezidive oder Metastasierung mit entsprechend schlechter Prognose aufweisen
(Miettinen et al. 2009a).

Abb. 1.1.2.2/1: Histomorphologisches Bild eines Leiomyosarkoms (H&E, x 100)

1.1.3 Neurogene Tumoren

Zu den mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts von neurogenem Ursprung
gehdren die wahrscheinlich aus den Schwann-Zellen entstehenden Schwannome
(Neurinome).
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Feingeweblich zeigen sie ein spindelzelliges oder epitheloides Bild mit einer
charakteristischen, manschettenartigen Haufung von Lymphozyten (peritumorales ,,Cuff®).
Schwannome weisen keine Nekrosen auf und ihre mitotische Aktivitét ist sehr gering (meist<
1 Mitose/ 50 HPFs, selten bis 5 Mitosen/ 50 HPFs) (Miettinen et al. 2001b, Prevot et al.
1999).

Immunhistochemisch sind sie typischerweise stark S100-positiv, aber negativ fur KIT-,
CD34- und die leiomyogenen Marker (Miettinen et al. 2001b, Abraham 2007).

Schwannome sind benigne Tumoren, die in 60 - 70 % der Falle im Magen bzw. in 20 - 30 %
im Kolon zu finden sind. Sie treten fast nur im hoheren Lebensalter auf, bleiben relativ klein
(< 5 cm) und haben eine gunstige Prognose (Miettinen und Lasota 2006). Vom gutartigen
Schwannom abzugrenzen ist die im Gastrointestinaltrakt sehr selten auftretende maligne Form
eines neurogenen Tumors, der maligne periphere Nervenscheidentumor (MPNST, Lewis und
Brennan 1996, Yamaguchi et al. 2003).

1.1.4 Fibroblastische Tumoren

Die fibroblastischen Tumoren entstehen wahrscheinlich aus Bindegewebszellen, zu ihnen
gehdren der inflammatorische myofibroblastare Tumor, der inflammatorische fibroide Polyp,

der Desmoid-Tumor und der solitare fibrose Tumor.

Der inflammatorische myofibroblastdre ~ Tumor  (IMT) ist histologisch  durch

myofibroblastische Spindelzellen und ein inflammatorisches Infiltrat von Lymphozyten und
Plasmazellen gekennzeichnet (Lawrence et al. 2000). Dieser Tumor ist immunhistochemisch
typischerweise anaplastic lymphoma kinase- (ALK-) positiv und kann a-Aktin-positiv sein,
ist dabei jedoch KIT- und CD34-negativ (Griffin et al. 1999). Der IMT kommt typischerweise
bei Kindern und jungen Erwachsenen vor (Miettinen und Lasota 2006). Die h&ufigste
Lokalisation ist das Abdomen, wo der IMT auf dem Peritoneum vorkommt und den Magen-
Darm-Trakt involvieren kann (Miettinen et al. 2000a). Obwohl die meisten IMT benignen
Charakter besitzen, treten bei einem kleinen Teil der Falle lokale Rezidive und sehr selten
Metastasen auf (Cook et al. 2001).



1 Einleitung

Der inflammatorische fibroide Polyp (IFP) zeigt feingeweblich ein spindelzelliges Bild,

welches durch ein an eosinophilen Granulozyten reiches entzundliches Infiltrat und eine
starke Vaskularisierung gekennzeichnet ist (Abraham 2007). Die Spindelzellen sind als
charakteristisches Merkmal meist in konzentrischen, zwiebelschalartigen Formationen um die
Blutgefale angeordnet. Insgesamt relativ selten im Gastrointestinaltrakt, kommt der IFP
haufig im Magen, seltener im Dinndarm, Kolon und Osophagus &lterer Patienten vor. Er
verursacht haufig ulzerierende intraluminale Polypen (Pantanowitz et al. 2004). Einige IFP,
besonders wenn sie im Magen lokalisiert sind, kénnen CD34-positiv sein, sind jedoch im
Gegensatz zu GIST KIT-negativ (Miettinen und Lasota 2001, Miettinen und Lasota 2006).
Obwohl in der Vergangenheit hdaufig als reaktiv bezeichnet, wird dem IFP aufgrund des
kirzlich beschriebenen Nachweises von aktivierenden Mutationen des PDGFRA-Gens eher
eine neoplastische Natur zugesprochen. PDGFRA-Expression und Mutationen dieses
Rezeptors wurden sowohl bei IFP des Magens als auch kirzlich bei kleinen intestinalen IFP
gefunden. Im Gegensatz zu GIST zeigen IFP jedoch auch aufgrund fehlender Metastasierung
eine gunstigere Prognose und sollten als benigne PDGFRA-gesteuerte Neoplasien betrachtet
werden (Schildhaus et al. 2008, Lasota et al. 2009).

Die aggressive Fibromatose oder auch Desmoid-Tumor ist ein seltener, durch klonale

Proliferation von Myofibroblasten entstehender Tumor. Histologisch zeigt er sich
spindelzellig, reich an Kollagen und leicht erweiterten, prominenten GeféRRen. Die Mitoserate
ist normalerweise niedrig (2 - 4 Mitosen/ 50 HPFs), kann jedoch bis zu 11 Mitosen/ 50 HPFs
erreichen (Rodriguez et al. 2004, Yantiss et al. 2000). Der Desmoid-Tumor ist Aktin- und
Desmin-positiv und negativ fir CD34 und S100. In der Vergangenheit bestanden kontroverse
Angaben ber eine bestehende KIT-Positivitat (Yantiss et al. 2000, Hanau und Miettinen
1995). Unter Vermeidung von starken Vorbehandlungen bei der immunhistochemischen
Farbung konnte jedoch in einer jlingeren Untersuchung keine KIT-Expression gefunden
werden (Rubin et al. 2005). Der Tumor zeigt auBerdem PDGFRA-Expression (Liegl et al.
2006, Leithner et al. 2005). Die immunhistochemische Positivitat fir nukleédres beta-Catenin
kann diagnostisch hilfreich sein (Lazar et al. 2008), ist jedoch kein bestimmendes Merkmal
(Carlson, Fletcher 2007). Der Desmoid-Tumor entsteht meist im Mesenterium oder
Retroperitoneum, kann jedoch aufgrund seines infiltrierenden Wachstums den
Gastrointestinaltrakt involvieren (Abraham 2007). Er tritt haufiger bei Frauen auf und zeigt

keine Metastasierung, besitzt jedoch die Tendenz zu Rezidiven (Leithner et al. 2005).
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Der solitdre fibrdse Tumor (SFT) ist eine spindelzellige Neoplasie, die am h&ufigsten in der

Pleura und &uRerst selten im Gastrointestinaltrakt zu finden ist. Histologisch ist eine
unterschiedliche Anzahl an hyalinisierten Kollagenfasern charakteristisch. Er kann dhnlich
wie GIST CD34- und a-Aktin-Positivitat aufweisen (Shidham et al. 2002), ist jedoch KIT-,
Desmin- und S100-negativ (Miettinen et al. 2000a). Der SFT ist meist einige Zentimeter groR,
kann jedoch eine Grélie von mehr als 20 cm erreichen (Mentzel et al. 1997). Hinsichtlich
seines biologischen Verhaltens existieren unterschiedliche Kriterien, jedoch sind maligne
Falle aulRerhalb der Pleura allgemein sehr selten (Fukunaga et al. 1996, Hanau und Miettinen
1995). Anzeichen von Malignitat koénnen nukleérer Pleomorphismus, > 4 Mitosen/ 10 HPFs
und Hamorrhagie oder Nekrosen sein (De Parot et al. 1999).

1.2  Typ-l11-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen unterstiitzen die Signal-Ubermittlung von extra- nach intrazellular.
Der KIT- und der PDGF-Rezeptor o gehdren zu der Familie der Typ-111-Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, welche eine extrazellulare (EZD), eine transmembranére (TMD), eine intrazellulare
(juxtamembranére, JMD) Domane und zwei durch einen Kinase-Insert (KI) getrennte
Tyrosin-Kinase-Doménen (TK1D und TK2D) besitzen. An die extrazellulare Komponente
bindet der entsprechende Ligand, wahrend die juxtamembrandre Domane autoinhibitorische
Funktion besitzt (Abbildung 1.2/1, Lasota und Miettinen 2008).

Der Aufbau dieser Rezeptoren ist ferner durch das Vorhandensein von funf extrazellular
befindlichen immunglobulindhnlichen Schleifen charakterisiert, die der Regulation von
Ligandenbindung, Dimerisierung und Proteolyse des Rezeptorproteins dienen (Pawson 2002,
Roskoski 2005b).
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Abb. 1.2/1: Aufbau einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase (EZD: extrazellulare Domane, ZM: Zellmembran, TMD:
Transmembrandre Doméne, JMD: juxtamembrandre Doméne, TK1D: Tyrosin-Kinase-Domane 1, Kl: Kinase-
Insert, TK2D: Tyrosin-Kinase-Doméne 2)

1.2.1. KIT

Der KIT-Rezeptor und sein physiologischer Ligand Stammzellfaktor (SCF) sind entscheidend
fur Zelldifferenzierung, -proliferation und —{iberleben bei einigen Zelltypen (Roskoski 2005a).
Die Aktivierung zur Signalubertragung erfolgt unter physiologischen Umstéanden durch den
Stammzellfaktor (SCF, Williams et al. 1990). Die Signaltransduktion durch KIT spielt in
Erythro- und Lymphopoese, sowie der Mastzellentwicklung und —funktion eine Rolle
(Ronnstrand 2004). Die Expression von KIT findet auf hamatopoetischen Zellen,
dendritischen Zellen, Mastzellen, Spermatozyten und interstitiellen Cajal-Zellen statt (Lyman
und Jacobsen 1998).
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1.2.2 PDGFRA

Der PDGF-Rezeptor o gebrt ebenso wie der KIT -Rezeptor zu der Familie der Typ-IlI-
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und wird unter physiologischen Umstdnden von seinem Liganden
PDGF aktiviert. Nach heutigem Kenntnisstand existieren hiervon vier Isoformen. PDGFR-A
und PDGFR-B kénnen sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden; PDGFR-C und PDGFR-
D bilden ausschlieBlich Homodimere (Fredriksson et al. 2004). Aus diesen
Kombinationsmdéglichkeiten ergeben sich sieben verschiedene Liganden. Bis auf PDGFR-DD
konnen alle Liganden den PDGF-Rezeptor o aktivieren. Das Rezeptorprotein selbst
dimerisiert nach Ligandenbindung, wobei auch Heterodimere mit dem PDGF-Rezeptor 3
moglich sind. Der PDGF-Rezeptor a kommt auf erythropoetischen und myeloischen
Vorlauferzellen im Knochenmark sowie auch auf Monozyten, Megakaryozyten, Fibroblasten,
Endothelzellen, Osteoblasten und Gliazellen vor (Soriano 1997). PDGFRA ist wahrend der
Embryogenese essenziell fir die Ausbildung des Mesenchyms und postnatal fiir
Zellwachstum, Hemmung bzw. Stimulierung der Chemotaxis und Hemmung der Apoptose
(Eriksson et al. 1992).
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1.3 Intrazellulare Signaltransduktion

Die in der vorliegenden Dissertation untersuchten Signaltransduktions- bzw. Zellzyklus-
Proteine im Kontext der einzelnen Zellzyklus-Abschnitte sind in Abbildung 1.2/2 dargestellt.

KiT PDGFRA

Q .
f Froliferafion

@7 / 3-Phase-Cene \ /

PUdP s i

Transhription

G(-Phage (G1-Phaze S-Phase (G2-Phage M-Phase

Abb. 1.2/2: Signaltransduktions- bzw. Zellzyklus-Proteine (grau unterlegte Felder = die in der vorliegenden

Dissertation untersuchten Signaltransduktions- und Zellzyklus-Proteine)
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Ausgangspunkt fir die physiologische Signalibertragung bei Rezeptor-Proteinkinasen wie
KIT und PDGFRA st die Bindung eines spezifischen Proteins (Liganden) an den
extrazellularen Teil des Rezeptors. Die Aktivierung von Signalkaskaden von KIT und
PDGFRA erfolgt prinzipiell gleich. Die weitere Beschreibung der Rezeptor-Aktivierung
erfolgt exemplarisch am Beispiel der Rezeptor-Tyrosin-Kinase KIT.

Unter physiologischen Bedingungen beginnt die Signalubertragung mit der Bindung des
spezifischen Liganden SCF an den KIT-Rezeptor. Dies fuhrt zu einer Konformationsanderung
des Rezeptors mit anschlielender Dimerisierung von zwei KIT-Molekilen und einer
gegenseitigen Phosphorylierung der Tyrosinreste beider Rezeptoren (Blume-Jensen et al.
1991). An die phosphorylierten Tyrosinreste kénnen intrazelluldr wiederum verschiedene
Adapterproteine binden, die ihrerseits Phosphorylierung und somit Aktivierung bzw.
Inaktivierung erfahren (Roskoski 2005b). Es folgen verschiedene Signalkaskaden, die
intrazellular fir die Weiterleitung des Signals sorgen und entweder Differenzierung oder
Proliferation vermitteln (Roskoski 2005a). Im einzelnen kommt es durch die Rezeptoren u.a.
zuerst zu einer Aktivierung von extracellular signal-regulated kinase (ERK) und v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog (AKT) (Lennartsson et al. 2005, Roskoski 2005a). Die
Aktivierung von ERK, die schlieBlich zur Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren im
Zellkern fiihrt, wird dabei durch SFKs (SRC family kinases) und das Adapterprotein growth
factor receptor-bound protein 2 (Grb2) vermittelt. AKT wird durch die Phosphatidylinositol-
3-OH- (PI3-) Kinase, einer Lipid-Kinase, aktiviert (Abbildung 1.3/1).

Cellular homolog of the transforming protein of Rous sarcoma virus (SRC) und die nach
diesem Gen benannte Familie von Tyrosin-Kinasen, SRC family kinases (SFK), spielen bei
einer Reihe von Zellfunktionen wie Zellzyklus, Chemotaxis, Adhision, Uberleben und
Proteintransport eine Rolle (Thomas und Brugge 1997). Die Bindung von SCF an KIT fiihrt
zu einer schnellen Steigerung der Kinaseaktivitat von SFK (Ware et al. 1997).

Aktiviertes ERK erhoht die fir den Ablauf des Zellzyklus essentielle Cyclin-D1-m-RNA-
Expression (Lavoie et al. 1996, Albanese et al. 1995), wahrend AKT Teil der Regulation der
Cyclin-D1-m-RNA-Translation ist. Zwischen ERK und AKT liegt eine ,,Kreuzverbindung*
vor, die Zellwachstum und Zellteilung aufeinander abstimmt (Ruggero und Sonenberg 2005,
Chambard et al. 2007).
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1.4  Regulation des Zellzyklus

Proliferierende Zellen durchlaufen einen Teilungszyklus, dessen Abldufe unter
physiologischen Umstanden streng reguliert sind. Der Zyklus wird in vier verschiedene
Phasen (G1, S, G2 und M) und eine Ruhe- (G0-) Phase eingeteilt (Murray 1993). Storungen
in der Zellzyklus-Regulation koénnen zu unkontrolliertem Zellwachstum und so zur

Tumorentstehung und -progression fuhren.

Der regelhafte Durchgang durch den Zellzyklus wird unter anderem durch eine Vielzahl
verschiedener Proteinkomplexe aus Cyclinen und cyclinabhéngigen Kinasen (cyclin-
dependent kinase (CDK)), sowie ihren Gegenspielern, den cyclin-abhéngigen Kinasen-
Inhibitoren, reguliert (Murray 1993). Diese Proteinkomplexe tragen dazu bei, dass
letztendlich ein Eintritt der Zelle in die S-Phase des Zyklus mdglich wird, in der DNA
synthetisiert wird (Cordon-Cardo 1995).

Eine entscheidende Weiche wird gestellt, wenn Zellen den sog. Kontroll-/Begrenzungspunkt
innerhalb der G1-Phase lberschreiten, von dem ab sie ohne Rickkehrmdglichkeit in eine neue
Runde der Zellteilung eintreten (Pardee 1989). Dieser Punkt dient der Aufrechterhaltung der
geregelten Zellproliferation, um auf diese Weise hyper- bzw. neoplastisches Wachstum zu
verhindern (Ortega et al. 2002).

Cyclin-D1 als Aktivatorprotein ist dabei essentiell fiir das Fortschreiten des Zellzyklus.
Physiologischerweise ist die Menge an Cyclin-D1 fiir die Passage des Kontrollpunktes zu
gering. Durch aktivierte Transkriptionsfaktoren, die an den Promoter des Cyclin-D1-Gens
binden, kommt es zu einer verstarkten Ablesung des Gens und damit zu einer Hochregulation
der m-RNA-Menge. Die Expression der Cyclin-D1-m-RNA wird dabei unter anderem durch
ERK und AKT reguliert, welche durch KIT und PDGFRA aktiviert werden (Chambard et al.
2007). AnschlieBend erfolgt die Translation der Cyclin-D1-m-RNA in das entsprechende
Protein. Dieser Vorgang wird ebenfalls entsprechend kontrolliert, u.a. durch AKT (Ruggero
und Sonenberg 2005).

Die Cyclin-D1-Proteine binden schlieBlich an die Kinasen CDK4 und CDK6 und bilden mit
diesen Cyclin-D1/CDK4- bzw. Cyclin-D1/CDK6-Komplexe. Die so aktivierten Kinasen
kdnnen das Tumorsuppressorprotein retinoblastoma (RB) phosphorylieren. RB (iberwacht die

Passage durch den Kontrollpunkt des Zellzyklus. Seine Interaktion mit dem
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Transkriptionsfaktor E2F1 (transcription factor 1) ist dabei von zentraler Bedeutung
(Lundberg et al. 1998).

In der Ruhephase des Zellzyklus ist RB zundchst an E2F1 gebunden und E2F1 somit
inhibiert. Durch die Phosphorylierung des RB wird dieses selbst inhibiert und E2F1 damit aus
der blockierenden Verbindung herausgelost (Weinberg 1995). Das freie E2F1 fihrt als
Transkriptionsfaktor schlieBlich zur m-RNA-Synthese von zahlreichen Proteinen, die fir die
DNA-Synthese und das Fortschreiten des Zellzyklus notwendig sind (Lukas et al. 1996).
Diese Vorgénge ebnen den Weg fiir den Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus (Miiller et al.
2001). Frei vorliegendes E2F1 ist zudem in der Lage, seine eigene m-RNA-Expression tber
positives Feedback herauf zu regulieren, sowie die spaten G1/S-Phase-Regulatoren Cyclin-E,
Cyclin-B und CDK2 auf transkriptioneller Ebene positiv zu beeinflussen (Muller et al. 2001,
Vernell et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass eine héhere E2F1-Expression bei GIST
mit héherer mitotischer Aktivitat und hoherer Proliferationsrate assoziiert ist (Haller et al.
2005).

Der Eintritt in die Mitose wird ebenfalls durch die Aktivierung eines Proteinkomplexes
reguliert. Dieser besteht aus Cyclin-B1 und CDC2 (auch CDK1 genannt) und stellt einen
essentiellen Regulator fur den Eintritt der Zelle in die Mitose dar (Jin et al. 1998).

CDC2 liegt wahrend der einzelnen Zellzyklusphasen relativ konstant vor, wéhrend die
Expression von Cyclin-B1 am Ende der S-Phase ansteigt und am G2-M-Ubergang ihren
hochsten Wert erreicht. Cyclin-B1 ist fur die Kontrolle dieses Proteinkomplexes
verantwortlich und mit mitotischer Aktivitat assoziiert (Pines und Hunter 1989).

Es wurde gezeigt, dass wahrend der Mitose das Ki-67-Protein posttranslational modifiziert
wird und dass diese Modifikation aus Phosphorylierungen resultiert, die vom Cyclin-
B1/CDC2-Kinase-Weg reguliert werden (MacCallum und Hall 1999, Endl und Gerdes
2000a).

Ki-67 ist ein nukledres und nukleoldres Protein, das sehr eng mit Zellproliferation assoziiert
ist. 1983 erstmals durch einen Antikoper gefunden (Gerdes et al. 1983), deckten
Zellzyklusanalysen ein Jahr spéter das entsprechende Antigen (Ki-67-Protein) auf. Dieses
wird ausschlieBlich von Zellen in G1-, S-, G2- und M-Phase, nicht aber von Zellen in der GO-
Phase, exprimiert (Gerdes et al. 1984). Diese exklusive Ki-67-Expression von

proliferierenden Zellen machen Antikdrper gegen das Ki-67-Protein zu Proliferationsmarkern,
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die in der Tumordiagnostik einen hohen prognostischen Wert besitzen, da sie Aufschluss tber
die Zellteilungsrate eines Tumors geben konnen (Scholzen und Gerdes 2000). Es wird
diskutiert, ob das Ki-67-Protein nicht nur mit dem regulierenden Protein-Netzwerk, das den
Zellteilungszyklus betreibt, assoziiert, sondern in dieses integriert ist (Endl und Gerdes
2000b). Im Gegensatz zu anderen Methoden wie DNA-Untersuchungen oder der
mikroskopischen Mitosen-Auszéhlung hat die Ki-67-Immunhistochemie Vorteile in
Praktikabilitdt, Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt. Der Ki-67 daquivalente monoklonale
Antikorper Mib-1 ist paraffin-gangig und so bei verschiedenen zytologischen und
histologischen Praparationen anwendbar (Scholzen und Gerdes 2000).

1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollen die drei Tumorentitdten GIST, Leiomyom und
Leiomyosarkom hinsichtlich  klinisch-pathologischer Parameter und der Expression
verschiedener Signaltransduktions- und Zellzyklus-Proteine untersucht werden.

Es lassen sich folgende Fragen formulieren:

1. Welche Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede lassen sich bei GIST, Leiomyomen und
Leiomyosarkomen hinsichtlich der klinisch-pathologischen Parameter beobachten?

2. Wie geeignet sind KIT und PDGFRA als diagnostische Marker zur Unterscheidung
von GIST, Leiomyom und Leiomyosarkom? Ist eine PDGFRA-Expression ein
spezifisches Merkmal von GIST?

3. Existieren zwischen GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen quantitative
Unterschiede in der Expression der untersuchten Signaltransduktions-Proteine? Lassen
sich damit Ruckschlisse auf die in den einzelnen Tumorentitdten relevanten
Signalwege ziehen?

4. Bestehen zwischen GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen Unterschiede in der
Expression der untersuchten Zellzyklus-Proteine? Wie stark korreliert die Expression
der einzelnen Gene mit der Mitosenzahlung als Merkmal der biologischen
Aggressivitat?
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Fir die vorliegende Dissertation wurden 163 Tumoren mit der histologischen Diagnose GIST,
Leiomyom oder Leiomyosarkom aus dem pathologischen Archiv der Universitatsklinik
Gottingen (Zeitraum 1993 bis 2006) ausgewahilt.

Die histologische Diagnose erfolgte durch Prof. Dr. med. Fizesi (Abteilung
Gastroenteropathologie, Universitatsklinikum Gottingen) und wurde durch PD Dr. Agaimy
(Abteilung Pathologie, Universitatsklinikum Erlangen) bestéatigt.

Die histologische Diagnose ,,GIST* wurde ferner durch eine immunhistochemische KIT-
Positivitat und Desmin-Negativitdt abgesichert, im Einzelfall auch durch eine
molekulargenetische Analyse der Gene KIT und PDGFRA. Die histologische Diagnose
»Leiomyom® bzw. ,Leiomyosarkom®“ wurde durch immunhistochemische KIT-Negativitat
und Desmin-Positivitat abgesichert.

2.2 Manueller Tissue Micro Arrayer (TMA)

Durch die Anwendung der manuell zu bedienenden Geréte der Tissue Array-Technologie ist
es moglich, eine grolie Anzahl von Gewebeproben in Form von 0,1 cm grof3en Stanzkernen in
einem gemeinsamen Paraffinblock in Form einer Matrix neu zusammenzustellen, welche
dann fur immunhistochemische Untersuchungen zur Verfligung stehen (Abbildung 2.2/1). Die
verschiedenen Gewebeproben lassen sich so sehr gut vergleichen. Zu dem Vorteil des
Gewinns einer groBen Anzahl von Gewebeproben unter gleichzeitiger Schonung des
Ausgangsmaterials kommen Ersparnis von Arbeitszeit und Farbematerial, sowie eine bessere

quantitative Vergleichbarkeit.
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Jl

Abb. 2.2/1: Manueller Tissue Micro Arrayer

Der Vorgang des Gerétes beginnt mit einer von zwei verwendeten Hohlstanzen, die eine
regelmalige Matrix von LoOchern in den Empfangerparaffinblock pragt. Die zweite
Hohlstanze  entnimmt  prdzise  Stanzkerne aus selektierten  Bereichen  eines
Spenderparaffinblocks und  platziert diese in die prdparierten LoOcher des
Empfangerparaffinblocks (Abbildung 2.2/2).

Abb. 2.2/2: Exemplarische Darstellung eines Paraffinblocks mit einer Matrix aus 0,1 cm grof3en Stanzkernen
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Nach einer halbstiindigen Erwarmung des so gefertigten Tissue-Micro-Array-Paraffinblocks
(TMAS) bei 37 °C und anschlieBender manueller Kompression mittels eines Glasobjekttragers
ist es dann madglich, grobere UnregelmaRigkeiten in der Eindringtiefe der Stanzkerne im
Empfangerparaffinblock auszugleichen. In einem weiteren Schritt wird der TMA fir 15 min
auf 60 °C erwdrmt und dadurch das enthaltene Paraffin teilweise verflussigt. Es entsteht ein
optimaler Verbund zwischen den Stanzkernen und dem umgebenden Paraffin, der das prazise
Schneiden des Paraffinblocks ermdglicht. Bei —20°C werden die TMAs abgekihlt und
anschlielend 1 pm dicke Schnitte mittels Mikrotom entnommen und auf einen Objekttrager
appliziert.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Matrix verwendet, auf der von 16 Patienten jeweils
sechs Gewebeproben platziert waren (Abbildung 2.2/3 und Abbildung 2.2/4).

TMA-1 | Zeile/ |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
Spalte
A 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
B 3 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4
C 5 5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6
D 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8
E 9 9 9 9 9 9 10 |10 |10 |10 |10 |10
F 11 |11 (11 |11 |11 |11 |12 |12 |12 |12 |12 |12
G 13 |13 (13 |13 |13 |13 |14 (14 |14 |14 |14 |14
H 15 |15 (15 |15 |15 |15 |16 |16 |16 |16 |16 |16

Abb.2.2/3: Beispiel einer Tissue-Mikroarray-Matrix mit 16 Patienten und je sechs Gewebeproben
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Abb.2.2/4: Beispiel einer Tissue-Mikroarray-Matrix auf einem Objekttrager (H&E geférbt)

2.3 Immunhistochmie

Mit der Immunhistochemie (IHC) ist es moglich, mit Hilfe von Antikdrpern Proteine in zu
untersuchendem Gewebe sichtbar zu machen und somit Tumorzellen, die bestimmte Antigene
exprimieren, zu identifizieren, zu Kklassifizieren und quantitativ auszuwerten. Diese Methode

zeichnet sich durch gute Reproduzierbarkeit und Handhabung aus.

Die Identifizierung beruht auf der Affinitat von Antikdrpern zu einem bestimmten Epitop als
Antigen-Antikorper-Reaktion. Ein spezifischer Primérantikdrper bindet in einem ersten
Schritt an das Epitop, in einem zweiten Schritt bindet ein Sekundé&rantikOrper an den
Priméarantikorper. An den Sekundérantikorper ist ein Enzym gekoppelt, das durch eine
Enzym-Substrat-Reaktion zur gewtiinschten Farbentstehung fihrt, die den Sekundérantikdrper
und somit das gesuchte Protein sichtbar macht.

Fur die durchzufihrende immunhistochemische Farbung waren eine Entparaffinierung der

Schnitte und eine Vorbehandlung des jeweiligen Antikérpers notwendig.

Die verwendeten Antikdrper mit zugehoriger Vorbehandlung und Verdinnung sind in Tabelle
2.3/1 aufgefuhrt.

Im ersten Schritt der Entparaffinierung wurden die auf silanbeschichteten Objekttragern
fixierten Paraffinschnitte fir 15 min in einer Xylol-Lésung inkubiert. Dies fuhrte zur Losung
des Paraffins. Durch eine anschlielende absteigende Alkoholreihe wurde das Paraffin
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herausgewaschen und Wasser eingelagert. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fur die

immunhistochemische Farbung.

Die absteigende Alkoholreine bestand aus drei unterschiedlich konzentrierten
Alkohollosungen, in die die Schnitte pro Bad fur 1-2 min gestellt wurden. Ein dreimaliges
Bad mit 100%igem Alkohol war der Beginn und wurde durch ein 96%iges und ein
anschlielendes 75%iges Alkoholbad abgewechselt.

Der Abschluss der Entparaffinierung bestand in der Spulung mit demineralisiertem Wasser.
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Tabelle 2.3/1: Ubersicht tiber die verwendeten Antikorper

Antikérper Clone ID Bestell- Firma (Stadt, verwendete Vorbe- zellulare
Nr. Land) Verdinnung handlung  Lokalisation
KIT YR145 1522-1  Epitomics, 1:250 Citrat pH6  zytoplasmatisch
(Burlingame,
CA, USA)
PDGFRA  polyclonal RB- NeoMarkers ~ 1:200 Citrat pH 6 zytoplasmatisch
rabbit 9027-P  (Fremont, CA,
USA)
SRC EG107 1587-1  Epitomics, 1:100 Citrat pH9 zytoplasmatisch
(Burlingame,
CA, USA)
AKT1 E45 1085-1  Epitomics, 1:1000 Citrat pH 6 zytoplasmatisch
(Burlingame,
CA, USA)
ERK2 E460 1586-1  Epitomics, 1:1000 Citrat pH 6 nucleér
(Burlingame,
CA, USA)
Cyclin-D1  SP4 RM- NeoMarkers 1:100 Citrat pH 6 nucleér
9104-R7 (Fremont, CA,
USA)
E2F1 KH 95 DLN- Dianova 1:200 Citrat pH 6 nucleér
11363 (Hamburg,
Deutschland)
Mib-1- Mib-1 M7240  Dako 1:200 Citrat pH 6 nucleér
Antigen (Hamburg,
Deutschland)
Cyclin-B1 Y106 1495-1  Epitomics, 1:100 Citrat pH9 nucleér
(Burlingame,
CA, USA)

Bei der immunhistochemischen Farbung fand das Dako REAL Detection System, Alkaline
Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse (Hamburg, Deutschland) Verwendung. Die Farbung beruht
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auf der Labelled (Strept-)Avidin-Biotin-Methode (LSAB, markiertes Streptavidin-Biotin) und
wird in einem Drei-Schritte-Verfahren eingesetzt.

Zuerst wurde das Gewebe mit dem jeweiligen verdinnten Primérantiktrper (Tabelle 2.3.1/1),
danach mit einem Sekundérantikdrper (Dako REAL TM Link, Biotinylated Secondary
Antibodies (AB2)) und zuletzt mit Dako REAL Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP)
inkubiert. AbschlieRend wurde die Reaktion mit RED Chromogen sichtbar gemacht.

Im Folgenden werden die jeweiligen Einzelschritte der Farbung beschrieben.

Der erste Schritt des Farbevorgangs bestand aus einer finfminltigen Waschung der Tissue
Microarrays in einem neutralen TRIS-Puffer (12g TRIS + 18 g NaCl / 2 | bi-dest H,0, pH:
7,4). Zum Blockieren des endogenen Biotins wurde mit der BSA-Fraktion-V (2g BSA /
100ml TRIS-Puffer) fur 10 min inkubiert, worauf sich eine dreiBigminutige Inkubation mit

dem primdren Antikorper bei Raumtemperatur anschloss.

Nach dreimaligem Waschen mit dem TRIS-Puffer wurde der sekunddre Antikorper (Dako
REAL TM Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, Link, Biotinylated Secondary
Antibody) fir 20 min hinzugegeben.

Nun wurde abermals mit dem TRIS-Puffer dreimal gewaschen und daraufhin das AP-Enzym-
Konjugat (Dako Real TM Detection, Alkaline Phophatase/RED Streptavidin Alkaline
Phosphatase (AP)) fur 20 min inkubiert, so dass abschliefend nach erneuter dreimaliger
Waschung mit TRIS-Puffer die Farbreaktion mit Chromogen (Dako REAL TM Detection
System, Chromogen (RED)) vollzogen werden konnte. Die Einwirkzeit des Chromogens
(Ansatz: 1 ml Puffer + 40ul RED1 + 40ul RED2 + 40ul RED3 + 5ul Levamisol) betrug dabei

20 min.

Eine anschlieBende Spllung mit demineralisiertem Wasser trennte die nicht gebundenen
Antikérper vom Gewebe.

Die nicht mit AntikOrper besetzten Zellbestandteile wurden anschliefend mittels
Gegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer gebldut, so dass spater unter dem Mikroskop
sowohl die positiv gefarbten, als auch die fur den Antikorper negativen Anteile sichtbar

waren.

Fur die im n&chsten Schritt folgende Eindeckung der TMAs auf dem Objekttrager war es

notwendig, das Wasser zu entfernen und Xylol einzuziehen. Dies wurde durch eine
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aufsteigende Alkoholreihe (ein Bad mit 75%igem, ein Bad mit 96%igem, drei Bader mit
100%igem Alkohol) und ein abschlieRendes dreimaliges Xylol-Bad gewéhrleistet.

2.4 Quantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Mithilfe der fotographischen Auswertung war es moglich, quantitative und reproduzierbare
Aussagen Uber die Ergebnisse zu machen.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die immunhistochemisch gefarbten Tissue
Microarrays lichtmikroskopisch untersucht und der aussagekraftigste Bildschnitt der
Gewebeprobe mit einer Digital-Kamera (Olympus CAMEDIA C-5050 Zoom) und einer
Auflésung von 5.0 Megapixel fotografiert. Die Fotos wurden anschlieend entsprechend der
verwendeten Matrix sortiert gespeichert und standen der computergestiitzten Auswertung
mittels einer speziellen Software zur Verfligung (Cameron et al. 2008).

Bei nukledren Farbungen erfolgt die Markierung und Zahlung aller auf dem Bildschnitt
befindlichen Zellkerne, gefolgt von einem zweiten Durchlauf, bei dem nur die positiv
gefarbten Zellkerne markiert und gezéhlt werden.

Die Relation der markierten positiv-gefarbten zu allen markierten Zellkernen in Prozent ergab
schlieflich eine quantitative Aussage Uber die Expressionsstarke der untersuchten Gene
(Abbildung 2.4/1).
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Abb.2.4/1: Beispiel einer computergestiitzten Foto-Auswertung (A: Ausgangsfoto, B: Markierung aller auf dem
Bildschnitt befindlichen Zellkerne, C: Markierung der positiv gefarbten Zellkerne)

Bei zytoplasmatischen Farbungen hingegen wurde die Starke der Expression als
Férbeintensitdt gemittelt Uber alle Tumorzellen gemessen. Sie wurde daher ebenfalls als
quantitative Expression, jedoch ohne Benennung einer Einheit, angegeben.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten und die Erstellung aller Tests und Graphiken erfolgten
mit Statistica 8.0 (StatSoft, Hamburg, Germany). Die klinisch-pathologischen und
immunhistochemischen Daten wurden dabei mit T-Tests fur unabhéngige Gruppen evaluiert
und mittels Box-Plots graphisch dargestellt. Die nicht-nummerischen Daten wie die
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histologische Tumorentitat bzw. die Verteilung der molekulargenetischen Untergruppen und
ihre entsprechenden anatomischen Lokalisationen wurden mittels Vier-Felder-Tafeln erfasst

und mit Kreisdiagrammen bzw. Tabellen veranschaulicht.
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3. Ergebnisse

3.1 Darstellung des untersuchten Tumorkollektivs

Bei 137 der 163 Patienten (84,0 %) lag ein GIST vor, bei 15 (9,2 %) ein Leiomyom, und bei
11 (6,8 %) ein Leiomyosarkom (Abbildung 3.1.1/1).

Leiomyosarkom

Leiomyom

GIST

Abb.3.1.1/1: Verteilung der histologischen Tumorentititen im untersuchten Kollektiv

3.2 Klinisch-pathologische Parameter

3.2.1 Geschlechterverhaltnis

Bei den GIST waren 65 der 137 Patienten weiblich (47,4 %), 72 waren mannlich (52,6 %),

dies entsprach einem Geschlechterverhaltnis von Frauen zu Mannern von 1:1,1.

Bei den Leiomyomen waren 5 der 15 Patienten Frauen (33,3 %), 10 waren Manner (66,7 %),

dies entsprach einem Geschlechterverhéltnis von Frauen zu Mannern von 1:2.
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Bei den Leiomyosarkomen waren 6 der 11 Patienten weiblich (54,5 %), 5 waren mannlich
(45,5 %), das Geschlechterverhéltnis Frauen zu Méannern betrug 1:0,8.

Innerhalb der histologischen Tumorentitdten bestand kein signifikanter Unterschied

hinsichtlich der Geschlechterverteilung.

3.2.2 Altersverteilung der Patienten

Das Alter der Patienten mit GIST lag zwischen 33 und 91 Jahren und betrug im Mittel 67,4
Jahre (x 11,2 Jahre).

Die Patienten mit Leiomyom waren zwischen 21 und 89 Jahren alt, das Alter betrug im Mittel
51,7 Jahre (+ 18,9 Jahre).

Das Alter der Patienten mit Leiomyosarkom variierte zwischen 46 und 80 Jahren und betrug
im Mittel 60,2 Jahre (+ 11,6 Jahre).

Der Vergleich des Patientenalters zwischen den drei histologischen Tumorentitaten zeigte,
dass Patienten mit GIST signifikant dlter waren als Patienten mit Leiomyom (p=0,000005)
bzw. mit Leiomyosarkom (p=0,04) (Abbildung 3.2.2/1).
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Abb. 3.2.2/1: Patientenalter (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall, Kreise:

Ausreiler, duRere Begrenzungen: Minimum und Maximum)
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3.2.3 Tumorgrole

GIST besalRen eine maximale Tumorgroi3e, die zwischen 0,7 und 30 cm variierte und im
Mittel 7,1 cm (£ 5,1 cm) betrug.

Leiomyome waren zwischen 0,4 und 16 cm grof3; im Mittel 4,6 cm (z 4,5 cm).

Leiomyosarkome zeigten eine maximale TumorgroRe, die zwischen 2,5 und 29,0 cm lag und
im Mittel 8,0 cm (£ 7,4 cm) betrug.

Zwischen GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen bestand kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der maximalen TumorgroRe, wobei Leiomyome tendenziell kleiner waren
(Abbildung 3.2.3/1).
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Abb. 3.2.3/1: Maximale Tumorgrdfle (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall,

Kreise: Ausreifier, &ulere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.2.4 Anatomische Lokalisation

GIST, Leiomyome und Leiomyosarkome wiesen deutliche Unterschiede in der Verteilung der
anatomischen Lokalisation auf.
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Die absoluten und relativen Anzahlen und entsprechende Signifikanz-Werte der untersuchten
Vergleiche sind in Tabelle 3.2.4/1 dargestellt. Einen Uberblick tber die prozentuale
Verteilung der drei Tumorentitaten zeigt Abbildung 3.2.4/2.

Bei den GIST kamen von 137 untersuchten Fallen 0 im Osophagus (0 %), 80 im Magen (58,4
%), 42 im Dunndarm (30,6 %), 9 im Dickdarm (6,6 %) und 6 (4,4 %) extraintestinal vor.

Bei den 15 Leiomyomen waren 3 (20 %) im Osophagus, 2 (13,3 %) im Magen, 2 (13,3 %) im
Dinndarm, 8 im Dickdarm (53,4 %) und 0 (0 %) extraintestinal lokalisiert.

Bei den 11 untersuchten Leiomyosarkomen kamen 1 (9,1 %) im Osophagus, 0 (0 %) im
Magen, 1 (9,1 %) im Dunndarm, 3 (27,3 %) im Dickdarm und 6 (54,5 %) extraintestinal vor.

GIST kamen damit im Vergleich zu Leiomyomen (p<0,0009) und Leiomyosarkomen
(p=0,0002) signifikant haufiger im Magen vor.

Im Gegensatz dazu traten Leiomyome und Leiomyosarkome im Vergleich zu GIST
signifikant haufiger im Dickdarm (p<0,0001 und p=0,01) und Osophagus (p<0,0001 und
p=0,0004) auf.

Leiomyosarkome kamen im Vergleich zu GIST (p<0,0001) und Leiomyomen (p=0,001)

signifikant haufiger extraintestinal vor.
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Tab.3.2.4/1: Uberblick und Vergleich der anatomischen Lokalisation der drei Tumorentitaten (der linke Teil der

Tabelle zeigt die absoluten und relativen Anzahlen von GIST, LM, LMS, der linke Teil der Tabelle die

Vergleiche zwischen den drei Tumorentitédten, fette Zahlen = signifikante p-Werte)

Lokalisation GIST LM LMS GISTvs. GISTvs. LMyuvs.
LM LMS LMS
Anzahl Anzahl Anzahl p-Werte p-Werte p-Werte
(Prozent) (Prozent) (Prozent)
Osophagus 0 (0 %) 3 (20 %) 1(9,1%) p=0,0001  p=0,0004  p=0,4
Magen 80 (58,4 %) 2 (13,3 %) 0 (0 %) p=0,0009 p=0,0002 p=0,2
Dinndarm 42 (30,6 %) 2 (13,3 %) 1 (9,1 %) p=0,2 p=0,1 p=0,7
Dickdarm 9 (6,6 %) 8 (53,4 %) 3 (27,3 %) p=0,0001 p=0,01 p=0,2
extraintestinal 6 (4,4 %) 0 (0 %) 6 (54,5 %) p=0,4 p=0,0001 p=0,001

Gesamt

137 (100 %)

15 (100 %)

11 (100%)
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Abb. 3.2.4/2: anatomische Lokalisation

3.2.5 Mitosenanzahl

Die Mitosenanzahl der GIST variierte zwischen 0 und 245/50 HPFs und betrug im Mittel
17,6/50 HPFs (x 36,7/50 HPFs).

Leiomyome besalRen eine Mitosenanzahl zwischen 0 und 3/50 HPFs, im Mittel 0,5/50 HPFs
(+ 1,0/50 HPFs).

Leiomyosarkome wiesen eine Mitosenanzahl zwischen 22 und 165/50 HPFs auf, im Mittel
70,8/50 HPFs (£ 45,7/50 HPFs).

GIST wiesen im Vergleich zu den Leiomyomen mehr Mitosen auf, dieser Unterschied war
allerdings nicht signifikant.

Leiomyosarkome wiesen sowohl im Vergleich zu GIST (p=0,00001) als auch zu
Leiomyomen (p=0,000003) eine signifikant hohere Anzahl an Mitosen auf (Abbildung
3.2.5/1).
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Abb. 3.2.5/1: Mitosenanzahl (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall, Kreise:

Ausreiler, duBere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.3 Expression der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen

Die Stérke der Expression der untersuchten Signaltransduktionsproteine wurde als
Férbeintensitat gemittelt Uber alle Tumorzellen gemessen, und wird daher als Expression
(ohne Benennung einer Einheit) bezeichnet.

3.3.1 KIT

GIST zeigten eine KIT-Expression, die im Mittel 27,1 (+ 16,5) betrug.
Leiomyome zeigten eine KIT-Expression, die im Mittel 0,4 (x 0,8) betrug.
Leiomyosarkome zeigten eine KIT-Expression im Mittel von 0,2 (x 0,1).

GIST hatten eine 67,8-fach hohere KIT-Expression als Leiomyome und eine 135,5-fach
hohere als Leiomyosarkome. Es bestand damit ein signifikanter Unterschied zwischen GIST
und Leiomyomen (p<0,000001) bzw. GIST und Leiomyosarkomen (p<0,000001) (Abbildung
3.3.1/1).
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Abb. 3.3.1/1: Expression von KIT (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall, Kreise:

Ausreiler, duBere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.3.2 PDGFRA

GIST wiesen eine PDGFRA-Expression auf, die im Mittel 18,5 (+ 14,0) betrug.
Leiomyome wiesen eine PDGRFA-Expression auf, die im Mittel 1,0 (£ 1,0) betrug.
Leiomyosarkome zeigten eine PDGFRA-Expression, die im Mittel 11,0 (x 11,3) betrug.

GIST hatten im Vergleich zu Leiomyomen eine 18,5-fach hohere PDGFRA-Expression,
dieser Unterschied war signifikant (p=0,00001).

Einerseits bestand kein signifikanter Unterschied in der PDGFRA-Expression zwischen GIST
und Leiomyosarkomen, andererseits wiesen die Leiomyosarkome eine 11-fach hohere
PDGFRA-Expression als die Leiomyome auf (p=0,004) (Abbildung 3.3.2/1).
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Abb.3.3.2/1: Expression von PDGFRA (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall,

Kreise: Ausreiflier, &ulere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

Eine Zusammenfassung lber die Vergleiche hinsichtlich der KIT- und PDGFRA-Expression

bei GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigt Tabelle 3.3.2/2.

Tab. 3.3.2/2: Zusammenfassung der Vergleiche hinsichtlich KIT- und PDGFRA-Expression (fette Zahlen =
signifikante p-Werte)

KIT

ratio (p-Wert)

PDGFRA

ratio (p-Wert)

GIST vs. LM

GIST vs. LMS

LMS vs. LM

67, 8 (p=0,000001)

135,5 (p=0,000001)

0,5 (p=0,5)

18,5 (p=0,00001)

1,7 (p=0,09)

11,0 (p=0,004)
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3.4  Expression der Signaltransduktions-Proteine

3.4.1 SRC

GIST besal3en eine SRC-Expression, die im Mittel 12,3 (£ 8,6) betrug.

Leiomyome zeigten eine SRC-Expression, die im Mittel 5,3 (£ 4,1) betrug.
Leiomyosarkome wiesen eine SRC-Expression auf, die im Mittel 1,3 (£ 0,9) betrug.

GIST zeigten eine 9,5-fach héhere Expression von SRC im Vergleich zu Leiomyosarkomen
und exprimierten damit signifikant mehr SRC (p=0,01) (Abbildung 3.4.1/1).
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Abb. 3.4.1/1: Expression von SRC (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall,

Kreise: Ausreiflier, &ullere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.4.2 AKT1
GIST zeigten eine AKT1-Expression, die im Mittel bei 7,3 (= 5,1) lag.
Leiomyome wiesen eine AKT1-Expression auf, die im Mittel 2,1 (x 2,6) betrug.
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Leiomyosarkome besaRen eine AKT1-Expression, die im Mittel bei 3,5 (x 2,7) lag.

GIST wiesen eine Expression von AKT1 auf, die 3,5-fach hoher war als die der Leiomyome
und 2,1-fach hoher als die der Leiomyosarkome.

Sowohl der Unterschied zwischen GIST und Leiomyomen (p=0,0005) als auch der zwischen
GIST und Leiomyosarkomen (p=0,03) war signifikant (Abbildung 3.4.2/1).
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Abb. 3.4.2/1: Expression von AKT1 (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall,
Kreise: Ausreifier, &ulere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.4.3 ERK2

GIST zeigten eine ERK2-Expression von im Mittel 11,7 (x 9,2).

Leiomyome wiesen eine ERK2-Expression auf, die im Mittel 5,0 (£ 2,5) betrug.
Leiomyosarkome wiesen eine ERK2-Expression auf, die im Mittel 6,7 (£ 4,7) betrug.

GIST wiesen im Vergleich zu Leiomyomen eine 2,3-fach und damit signifikant héhere
ERK2-Expression auf (p=0,008) (Abbildung 3.4.3/1).
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Abb. 3.4.3/1: Expression von ERK2 (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-Intervall,

Kreise: Ausreiflier, &ulere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

Eine Zusammenfassung tber die Vergleiche hinsichtlich der Expression der untersuchten

Signaltransduktions-Proteine bei GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigt Tabelle

3.4.3/2.

Tab. 3.4.3/2: Zusammenfassung Vergleiche hinsichtlich der Expression der untersuchten Signaltransduktions-

Proteine (fette Zahlen = signifikante p-Werte)

SRC AKT1

ratio (p-Wert) ratio (p-Wert)

ERK2

ratio (p-Wert)

GIST vs. LM 2,3 (p=0,3) 3,5 (p=0,0005)

GIST vs. LMS 9,5 (p=0,01) 2,1 (p=0,03)

LMS vs. LM 0,2 (p=0,1) 1,7 (p=0,2)

2,3 (p=0,008)

1,7 (p=0,08)

1,3 (p=0,3)
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3.5 Expression der Zellzyklus-Proteine

Da sich Zellzyklus-Proteine durch eine starke Kernfarbung auszeichneten, wurde die Anzahl
der positiven Tumorzellkerne durch die Gesamtanzahl der Tumorzellkerne ermittelt, und die

Expressionsstarke in Prozent angegeben.

3.5.1 Cyclin-D1
GIST wiesen eine Cyclin-D1-Expression auf, die im Mittel 3,6 % (x 7,1%) betrug.
Leiomyome besal3en eine Cyclin-D1-Expression von im Mittel 0,1 % (x 0,2.

Leiomyosarkomen wiesen eine Cyclin-D1-Expression auf, die im Mittel 1,4 % (£ 3,5 %)

betrug.

GIST wiesen eine hohere Cyclin-D1-Expression als die leiomyogenen Tumoren auf, dieser
Unterschied war allerdings nicht signifikant (Abbildung 3.5.1/1).
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Abb. 3.5.1/1: Expressionsstérke von Cyclin-D1 (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-
Intervall, Kreise: Ausreiler, duRere Begrenzungen: Minimum und Maximum)
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3.5.2 E2F1

Die GIST als Gruppe wiesen im Mittel 3,4 % (£ 3,8 %) E2F1-positive Kerne auf.
Leiomyome zeigten im Mittel 0,7 % (£ 0,7 %) E2F1-positive Kerne.
Leiomyosarkomen wiesen im Mittel 7,9 % (x 7,0 %) E2F1-positive Kerne auf.

Leiomyosarkome zeigten im Vergleich zu GIST eine um den Faktor 2,5 héhere Prozentzahl
an E2F1-positiven Kernen und im Vergleich zu Leiomyomen eine 11,3-fach hohere.

Damit wiesen Leiomyosarkome signifikant mehr E2F1-positive Kerne als GIST (p=0,001)
und Leiomyome (p=0,03) auf (Abbildung 3.5.2/1).
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Abb. 3.5.2/1: Expressionsstarke von E2F1 (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-

Intervall, Kreise: Ausreiler, duBere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.5.3 Cyclin-B1
GIST wiesen im Mittel 6,2 % (£ 7,9 %) Cyclin-B1-positive Kerne auf.
Leiomyome besalRen im Mittel 2,5 % (z 3,8 %) Cyclin-B1-positive Kerne.

Leiomyosarkomen wiesen im Mittel 8,0 % (z 6,3 %) Cyclin-B1-positive Kerne auf.
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Leiomyosarkome wiesen im Vergleich zu Leiomyomen eine 3,2-fach héhere Anzahl an
Cyclin-B1-positiven Kernen auf. Damit zeigten Leiomyosarkome signifikant mehr Cyclin-
B1-positive Kerne als Leiomyome (p=0,02) (Abbildung 3.5.3/1).
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Abb. 3.5.3/1: Expressionsstarke von Cyclin-B1 (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-

Intervall, Kreise: Ausreiler, duBere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

3.5.4 Mibl-Antigen
GIST zeigten im Mittel 2,4 % (£ 3,8 %) positive Mibl-Kerne.

Leiomyome wiesen eine Anzahl an Mibl-positiven Kernen auf, die im Mittel 0,2 % (£ 0,3 %)
betrug.

Leiomyosarkome besaRen im Mittel 5,6 % (x 6,8 %) Mibl-positive Kerne.

Der Vergleich der Mibl-positiven Kerne von GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen
zeigte, dass GIST im Vergleich zu Leiomyomen 12-fach mehr und damit signifikant mehr
Mibl-positive Kerne (p=0,04) besal3en.
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Die Anzahl der Mibl1-positiven Kerne der Leiomyosarkome war im Vergleich zu GIST um
den Faktor 2,5 hoher und im Vergleich zu Leiomyomen 28-fach hoher.

Leiomyosarkome zeigten damit sowohl im Vergleich zu GIST (p=0,02) als auch zu
Leiomyomen (p=0,005) signifikant mehr Mib-1-positiven Kerne (Abbildung 3.5.4/1).
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Abb. 3.5.4/1: Expressionsstarke von Mibl (mittlere horizontale Linie: Median, innere Box: 25% - 75%-

Intervall, Kreise: Ausreiler, duBere Begrenzungen: Minimum und Maximum)

Eine Zusammenfassung tber die Vergleiche hinsichtlich der Expression der untersuchten
Zellzyklus-Proteine von GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen zeigt Tabelle 3.5.4/2.
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3 Ergebnisse

Tab. 3.5.4/2: Zusammenfassung der Vergleiche hinsichtlich der Expression der untersuchten Zellzyklus-

Proteine (fette Zahlen = signifikante p-Werte)

Cyclin-D1 E2F1 Cyclin-B1 Mibl1-Antigen

ratio (p-Wert)  ratio (p-Wert) ratio (p-Wert)  ratio (p-Wert)

GISTvs.LM 36 (p=0,1) 4,9 (p=0,08) 2,5 (p=0,1) 12,0 (p=0,04)
GISTvs.LMS 2,6 (p=0,3) 0,4 (p=0,001) 0,8 (p=0,5) 0,4 (p=0,02)
LMS vs. LM 14 (p=0,2) 11,3 (p=0,03) 3,2 (p="0,02) 28,0 (p=0,005)
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kollektiv aus 137 GIST, 15 Leiomyomen und 11
Leiomyosarkomen untersucht. Diese mesenchymalen Tumoren wurden sowohl hinsichtlich
klinisch-pathologischer Parameter als auch hinsichtlich ausgewéhlter Signaltransduktions-und
Zellzyklus-Proteine analysiert und miteinander verglichen. Eine computergestiitzte
Auswertung machte es hierbei erstmalig mdglich, quantitative Unterschiede in der
Proteinexpression festzustellen und somit die unterschiedlichen aktivierten Signalwege in
GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen auf immunhistochemischer Ebene durch

Gegenuberstellung weiter zu charakterisieren.

4.1  Vergleich der klinisch-pathologischen Parameter

GIST, Leiomyome und Leiomyosarkome wurden zundchst hinsichtlich der klinisch-
pathologischen Faktoren Geschlechter- und Altersverteilung, TumorgroRe, anatomische
Lokalisation und Mitosenanzahl verglichen.

Der Vergleich beziglich der Geschlechterverteilung der drei Tumorentitaten zeigte, dass

GIST, Leiomyome und Leiomyosarkome keinen signifikanten Unterschied aufwiesen.
Leiomyome besalRen tendenziell eine hthere Pravalenz bei Ménnern, Leiomyosarkome kamen
hingegen in leichter Tendenz h&ufiger bei Frauen vor. Das Verhéltnis von Frauen zu Mannern
betrug bei GIST 1:1,1, bei Leiomyomen 1:2 und bei Leiomyosarkomen 1:0,8. In der Literatur
finden sich fir GIST sowohl Angaben Uber eine hohere Prdvalenz beim mannlichen
Geschlecht (vorwiegend bei malignen GIST) als auch Uber eine gleichgeschlechtliche
Verteilung (Miettinen und Lasota 2006, Miettinen et al. 1999, Miettinen et al. 2000c, Lerma
et al. 1994); letztere konnte in der vorliegenden Dissertation bestatigt werden. Fur
Leiomyome konnte am vorliegenden Tumorkollektiv die ebenfalls bereits bekannte hohere
Pravalenz bei Mannern (Miettinen und Lasota (2001)) nachvollzogen werden. Fir
Leiomyosarkome wird in der Literatur selten eine Geschlechterprdvalenz angegeben; es
finden sich vereinzelt Angaben tber eine eher geringfligig hohere Prévalenz beim weiblichen
Geschlecht (Miettinen et al. 2001c). In leichter Tendenz konnte diese hohere Pravalenz bei

Frauen flr Leiomyosarkome nachvollzogen werden.
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Die Untersuchung hinsichtlich des Alters der Patienten zeigte, dass Patienten mit GIST im
Vergleich zu Patienten mit Leiomyom bzw. mit Leiomyosarkom ein signifikant hoheres Alter
aufwiesen. Patienten mit GIST waren im Mittel 67,4 Jahre, Patienten mit Leiomyom 51,7
Jahre und Patienten mit Leiomyosarkom 60,2 Jahre alt. In der Literatur wird fur Patienten mit
GIST ein mittleres Alter von 55 — 65 Jahren beschrieben (Corless et al. 2004).
Leiomyosarkome finden sich ebenfalls haufiger bei Patienten hoheren Alters (Miettinen et al.
2003), wohingegen ein Teil der Leiomyome auch bei jlingeren Patienten (30 — 35 Jahre)
auftritt (Miettinen und Fetsch 2006). In der vorliegenden Dissertation lag das mittlere Alter
der Patienten mit GIST hoher als das in der Literatur beschriebene, unterstrich damit jedoch
die Differenz zu den Patienten mit leiomyogenen Tumoren, deren niedrigeres mittleres Alter

im vorliegenden Kollektiv nachvollzogen werden konnte.

Bezliglich der TumorgréRe wurde beim Vergleich der drei Tumorentitaten fir GIST eine
mittlere Tumorgrélie von 7,1 cm, fur Leiomyome von 4,6 cm und fur Leiomyosarkome von
8,0 cm gefunden. Die in der Literatur formulierte starke Varianz der TumorgroRe fur GIST (2
— 30 cm, Corless et al. 2004), fur Leiomyome (1 — tber 10 cm, (Miettinen et al 2000b,
Seremetis et al. 1976) und fir Leiomyosarkome (3 — tber 19 cm, Miettinen et al. 2000c)
konnte anhand des vorliegenden Kollektivs bestatigt werden. Fir Leiomyome ist bereits mit
Ausnahme der Leiomyome des Osophagus, die in einigen Fallen auch sehr groR in
Erscheinung treten kdnnen (Abraham 2007, Cheng et al. 2005), beschrieben, dass diese
benigne leiomyogene Tumorentitdt meist geringe Grolien aufweist Die drei Tumoren zeigten
in der vorliegenden Dissertation hinsichtlich der maximalen GrélRe keinen signifikanten
Unterschied, jedoch konnte fir die im Allgemeinen klein bleibenden Leiomyome eine

Tendenz zu geringerer Grél3e nachvollzogen werden.

Hinsichtlich der anatomischen Lokalisation zeigten die drei Tumorentitdten stark

unterschiedliche Verteilungen. GIST kamen am hdufigsten im Magen und nicht im
Osophagus vor. Leiomyome hingegen waren am haufigsten im Dickdarm und im Osophagus,
jedoch nicht extraintestinal lokalisiert. Leiomyosarkome wiederum waren am hdufigsten
extraintestinal, jedoch nicht im Magen zu finden. Damit wiesen die drei Tumorentitaten

wesentliche Unterschiede hinsichtlich der anatomischen Lokalisation auf und waren in
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gewissem Male gegensétzlich lokalisiert. Der Vergleich zwischen GIST und den zwei
leiomyogenen Tumorentitaten zeigte einerseits, dass im Magen, der die haufigste Lokalisation
der GIST darstellte, keine Leiomyosarkome beobachtet werden konnten. Andererseits fiel auf,
dass im Osophagus, wo keine der GIST lokalisiert waren, sich die zweithaufigste Lokalisation
der Leiomyome befand. In &hnlicher Weise kontrastierten sich die leiomyogenen Tumoren
hinsichtlich der extraintestinalen Lokalisation. Dort waren von den untersuchten Leiomyomen
keine zu finden, bei den Leiomyosarkomen war dies jedoch die hdufigste Lokalisation. Diese
Beobachtungen bezuglich der anatomischen Lokalisation entsprechen sowohl den bereits
beschriebenen Kontrasten zwischen leiomyogenen Tumoren und GIST als auch den
bekannten Unterschieden zwischen Leiomyomen und Leiomyosarkomen (Agaimy und
Wiinsch 2007).

Bis auf die haufigste Lokalisation der Leiomyosarkome im Kolorektum (Miettinen und Fetsch
2006) stimmten die in der Literatur beschriebenen hdufigsten Lokalisationen von GIST im
Magen (Miettinen und Lasota 2006) und von Leiomyomen im Osophagus (Miettinen und
Lasota 2001) mit denen des vorliegenden Kollektivs tiberein.

Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass bei GIST, Leiomyomen und
Leiomyosarkomen starke Unterschiede in der Verteilung der anatomischen Lokalisation
vorhanden sind, die in der Literatur bereits beschrieben wurden und am vorliegenden

Kollektiv klar nachvollzogen werden konnten.

Bei der Untersuchung der mitotischen Aktivitdt der Tumorentitdten wurde fir GIST eine
Mitosenanzahl von im Mittel 17,6/50 HPFs, fur Leiomyome von im Mittel 0,5/50 HPFs und

fir Leiomyosarkome von im Mittel 70,8/50 HPFs gefunden. Diese Beobachtungen fiir die
drei Tumorentitaten entsprechen den in der Literatur beschriebenen Zahlen (Miettinen und
Fetsch 2006, Singer et al. 2002). Innerhalb der leiomyogenen Tumoren ist eine hohe
mitotische Aktivitdt ein Kklares diagnostisches Kriterium bei der Abgrenzung eines
Leiomyosarkoms von einem Leiomyom, wobei die Unterschiede in der Anzahl der Mitosen
zwischen diesen beiden Entitaten insgesamt sehr stark ausgepragt sind. Im Gegensatz dazu
weisen GIST ein Kontinuum in der Mitosenanzahl auf, wobei Félle mit keinen, wenigen bis
hin zu vielen Mitosen vorkommen. Im Gegensatz zu den leiomyogenen Tumoren kann bei

GIST im Einzelfall nicht sicher unterschieden werden, ob es sich um einen benignen oder
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malignen Tumor handelt. Diese Problematik ist zum Teil auf die beschriebene kontinuierliche
Verteilung der Mitosenanzahl zurtickzufiihren, die eine klare Einordnung verhindert.

In der vorliegenden Dissertation sollte daher weiter untersucht werden, welche
Signaltransduktionswege zur Zellproliferation in den drei Tumorentitdten aktiviert sind, und
wie stark die Expression der Proteine in den einzelnen Phasen des Zellzyklus ist.

4.2 Vergleich der KIT- und PDGFRA-Expression

In der vorliegenden Arbeit zeigten GIST sowohl im Vergleich zu Leiomyomen als auch zu
Leiomyosarkomen eine signifikant hohere KIT-Expression (67,8-fach bzw. 135,5-fach

hoher). Fur Leiomyome bzw. Leiomyosarkome ergab sich eine KIT-Expression von im Mittel
0,4 bzw. 0,2; diese Tumoren waren damit im Prinzip KIT-negativ. Die flr die leilomyogenen
Tumoren gefundenen Ergebnisse sehr geringer quantitativer Auspréagung sind auf die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Messmethode zurlckzufiihren, bei der die Stéarke der
Expression zundchst in Grauwerte umgerechnet und dann als Férbeintensitat gemittelt tber
alle Tumorzellen gemessen wurde. Damit stellen die Werte der leiomyogenen Tumoren keine
echte  KIT-Expression, sondern lediglich die stets geringfugig vorhandenen

Hintergrundgrauwerte dar.

Leiomyome und Leiomyosarkome werden in der Literatur als KIT-negativ geftihrt (Miettinen
et al. 2000b). In einer erst kirzlich veroffentlichen Studie Uber leiomyogene Tumoren des
Dunndarms konnte weder bei 6 untersuchten Leiomyomen, noch bei 11 untersuchten
Leiomyosarkomen eine KIT-Positivitat festgestellt werden (Miettinen et al. 2009a). Betrachtet
man die in der Gesamtheit sehr hohen Fallzahlen an leiomyogenen Tumoren von Miettinen et.
al (n=187), bei denen alle untersuchten leiomyogenen Tumoren des Gastrointestinaltrakts
KIT-negativ waren, koénnen die Beobachtungen als représentativ angesehen werden
(Miettinen et al. 2000b, Miettinen et al. 2000c, Miettinen et al. 2001c, Miettinen et al. 2003,
Miettinen et al. 2009a und b). Zwei weitere veroffentliche Studien anderer Autoren, die
ebenfalls leiomyogene Tumoren (n=20 bzw. n=16) auf KIT-Positivitit untersuchten, decken
sich mit den Ergebnissen der Vergleichsarbeiten (Rossi et al. 2005, Peterson et al. 2006)
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Im Gegensatz zu den leiomyogenen Tumorentitaten wird fur GIST hingegen in der Literatur
angeben, dass diese in > 95 % der Falle KIT-Positivitat zeigen (Lasota und Miettinen. 2008).

Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nur GIST eine echte KIT-Expression aufwiesen,
stehen diese Beobachtungen mit der Literatur im Einklang. Ferner lasst sich bekréftigen, dass
sich mithilfe von KIT-Expression GIST gegentber den leiomyogenen Tumorentitaten
abgrenzen lassen und sich die Diagnose GIST unterstitzen lasst.

Die Untersuchung der PDGFRA-Expression der drei Tumorentitaten zeigte, dass GIST im

Vergleich zu den leiomyogenen Tumorentitaten eine hthere PDGFRA-Expression aufwiesen.
Im Gegensatz zu Leiomyomen, die keine PDGFRA-Expression besalen, konnte bei
Leiomyosarkomen jedoch durchaus eine echte PDGFRA-Expression nachgewiesen werden.
Die PDGFRA-Expression der Leiomyosarkome war zwar geringer als die der GIST, stellte
jedoch einen signifikanten Unterschied zu den Leiomyomen dar.

Diese Beobachtungen bestétigen auf der einen Seite die schon bekannte PDGFRA-Expression
der GIST (Heinrich et al. 2003b, Peterson et al. 2006), zeigen jedoch erstmalig eine
PDGFRA-Expression in Leiomyosarkomen, die bisher in der Literatur noch nicht beschrieben

war.

In einer Studie von Wasag et al. konnte weder bei 8 der untersuchten Leiomyosarkome noch
bei 12 der untersuchten Leiomyome eine PDGFRA-Positivitat gefunden werden (Wasag et al.
2004). Analoge Beobachtungen machten Rossi et al. an einem Kollektiv aus insgesamt 167
mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts. 6,2 % der untersuchten GIST und damit
alle (100 %) der KIT-negativen GIST waren PDGFRA-positiv, wéhrend alle untersuchten
Leiomyome und Leiomyosarkome PDGFRA-negativ waren (Rossi et al. 2005).

In einer weiteren, semiquantitativen Arbeit von Peterson et al., in der 39 GIST und 20 andere
mesenchymale Tumoren auf PDGFRA-Positivitat untersucht wurden, zeigten zwar 25 % der
Nicht-GIST ebenfalls PDGFRA-Positivitat, diese war jedoch nur schwach bis moderat
(Peterson et al. 2006). Diese PDGFRA-Positivitdt wurde im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit nicht bei Leiomyosarkomen, sondern bei 4 der 12 untersuchten Leiomyome gefunden.
Alle 4 untersuchten Leiomyosarkome der Studie von Peterson et al. zeigten keine PDGFRA-
Positivitat.
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Starke PDGFRA-Positivitat, die sich im Vergleich quantitativ deutlich abgrenzt, wurde in der
Untersuchung von Peterson et al. nur bei GIST gefunden. Diese Ergebnisse decken sich mit
denen der vorliegenden Arbeit, bei der die hochste PDGFRA-Expression bei GIST gefunden

wurde.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig bei Leiomyosarkomen eine
PDGFRA-Expression gefunden werden, die quantitativ zwar niedriger ausgepragt war als bei
GIST, aber klar von der nicht vorhandenen PDGFRA-Expression der Leiomyome abgegrenzt
werden konnte. Die Relevanz dieser Beobachtung besteht zum einen darin, dass eine
PDGFRA-Expression als differenzialdiagnostischer Marker bei KIT-negativen GIST
vorsichtig gewertet muss, da es sich bei KIT-negativen und PDGFRA-positiven Tumoren
nicht nur um PDGFRA-mutierte GIST, sondern eben auch um ein Leiomyosarkom handeln
kann. Zum anderen konnte die PDGFRA-Expression in den Leiomyosarkomen im Gegensatz
zu den Leiomyomen einen besonderen pathogenetischen Unterschied darstellen, der die
unterschiedlich starke mitotische Aktivitdt und damit eventuell auch das biologische
Verhalten teilweise mit erklaren konnte.

4.3 Vergleich der Expression ausgewahlter Signaltransduktions-Proteine

Um Ruckschlisse auf die weiteren, vermutlich different beschrittenen, Signalwege von GIST,
Leiomyomen und Leiomyosarkomen ziehen zu kdénnen, wurden die drei Tumorentitaten auf
quantitative Unterschiede in der Expression ausgewahlter Signaltransduktions-Proteine
untersucht. In der Literatur finden sich nur sehr wenige spezifische Angaben Gber die
Expression dieser Signal-Proteine in GIST, Leiomyomen und Leiomyosarkomen.

Im Folgenden werden die Signaltransduktions-Proteine entsprechend der in Abbildung 1.2/1
aufgefiihrten Signalwege fortlaufend dargestellt.

Hinsichtlich der SRC-Expression zeigten GIST im Vergleich zu den leiomyogenen

Tumorentitaten eine hohere SRC-Expression. Leiomyosarkome wiesen bei diesem Vergleich

die geringste Expression von SRC auf, dieser Unterschied zu GIST war signifikant. Bei der
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Untersuchung der SRC-Expression konnte zwischen Leiomyomen und Leiomyosarkomen
kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Leiomyome wiesen im Vergleich zu
Leiomyosarkomen jedoch tendenziell eine starkere SRC-Expression auf.

SRC und SFKs, die wichtige Rollen in Zelldifferenzierung, -motilitat, -proliferation und —
tberleben spielen (Thomas und Brugge 1997), sind streng reguliert und wahrend der G2/M-
Phase des Zellzyklus aktiv (Roskoski 2005c). Erhdhte SRC-Kinase-Aktivitat ist bereits fur
verschiedene Tumoren -darunter Neoplasien der Lunge, des Kolons, des Magens, des
Pankreas etc.- beschrieben (Roskoski 2004, Frame 2002, Levin 2004, Irby und Yeatman
2000).

Es wird vermutet, dass SRC tiber mehrere Mechanismen aktiviert werden kann; darunter auch
PDGFRA (Stover et al. 1996, Gould und Hunter 1988). In Hinblick auf diesen Aspekt scheint
sich die im Vergleich zu den zwei leiomyogenen Tumorentitdten gefundene hochste SRC-
Expression der GIST erklaren zu lassen, da GIST in der vorliegenden Dissertation ebenfalls
die hochste PDGFRA-Expression aufzeigten. So kénnte SRC in GIST durch KIT bzw.
PDGFRA aktiviert werden.

SRC wird in der Literatur aullerdem eine entscheidende Position in den
Signaltransduktionskaskaden, die Zellwachstum kontrollieren, zugesprochen (Irby und
Yeatman 2000). Fir Leiomyosarkome, die hohe Proliferationsraten besitzen, ist in diesem
Kontext die geringe SRC-Expression der vorliegenden Untersuchung im Vergleich zu
Leiomyomen wahrscheinlich dadurch bedingt, dass SRC in den leiomyogenen Tumoren keine
bedeutende Rolle in der Aktivierung der Zellproliferation spielt.

Die hochste Expression von AKT1 und ERK2 wurden in der vorliegenden Dissertation bei

GIST gefunden Mit Ausnahme der ERK2-Expression im Vergleich zwischen GIST und
Leiomyosarkomen, besalRen GIST in jedem Vergleich zu den leiomyogenen Tumorentitaten
eine signifikant hohere AKT1- und ERK2-Expression. Zwischen den leiomyogenen
Tumorentitdten konnten hinsichtlich der AKT1- und ERK2-Expression keine signifikanten
Unterschiede gefunden werden, wobei Leiomyosarkome tendenziell eine héhere AKT1- und

ERK2-Expression zeigten.
52



4 Diskussion

Die bereits bekannte AKT1-Positivitat der GIST (Fletcher et al. 2002, Miettinen und Lasota.
2006) und der leiomyogenen Tumoren (Miettinen et al. 2000a) konnte bestétigt und durch
einen quantitativen Vergleich erganzt werden. Da AKT1 die Translation und ERK2 die
MRNA-Expression von Cyclin-D1 reguliert (Lavoie et al. 1996, Albanese et al. 1995), werden
diese Proteine den stimulierenden Regulatoren der Zellproliferation zugeordnet.

Da die hochsten AKT1- und ERK2-Expression in der vorliegenden Arbeit bei GIST gefunden
wurden, kann fir GIST damit ein zentraler Weg von KIT bzw. PDGFRA zur Zellproliferation
nachvollzogen werden. AKT1 und ERK2 werden in GIST wahrscheinlich durch KIT bzw.
PDGFRA aktiviert. Ferner konnen diese Beobachtungen bestétigen, dass der Signalweg, der
von aktiviertem KIT-Rezeptor zu Zellproliferation fihrt, in GIST u.a. Uber AKT1 und ERK2
fuhrt (Haller et al. 2008b, Tuveson et al. 2001, Duensing et al. 2004, Bauer et al. 2007,
Sommer et al. 2003, Rubin et al. 2005, Nakai et al. 2008).

Die stark proliferierenden Leiomyosarkome zeigten nur eine geringfiigig hohere AKT1- und
ERK2-Expression als Leiomyome. Somit scheinen auch AKT1/ERK2 und SRC bei den
leiomyogenen Tumoren keine bedeutende Rolle in der Aktivierung der Zellproliferation zu
spielen.

4.4 Vergleich der Expression ausgewahlter Zellzyklus-Proteine

Die Untersuchung der Cyclin-D1-Expression zeigte, dass GIST im Vergleich die hochste
Cyclin-D1-Expression besal3en, gefolgt von Leiomyosarkomen und Leiomyomen.

Quantitative Veranderungen der Expression von Cyclinen sind wichtige regulatorische
Ereignisse, die die Passage durch den Zellzyklus kontrollieren (Rosenwald et al. 1993, Draetta
1990). Heraufregulation der Cyclin-D1-Expression stellt ein starkes Signal fiir den Eintritt in

die G1-Phase des Zellzyklus dar (Wang et al. 2004).und spielt vermutlich eine entscheidende
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Rolle bei der Zellwachstumsregulation. In der Literatur ist eine erhdhte Cyclin-D1-Expression
bereits in einigen Tumoren — wie beispielsweise in Parathyroid- und Brustkrebs- identifiziert
worden (Rosenwald et al. 1993, Lammie et al. 1991, Motokura et al. 1991, Withers et al.
1991). AuBerdem konnte bei Sarkomen der Extremitaten eine Assoziation zwischen Cyclin-
D1-Expression und einer eher schlechten Prognose gefunden werden (Sabah et al. 2006, Kim
et al. 1998).

Da in der vorliegenden Dissertation GIST die héchste Cyclin-D1-Expression besalien, lasst
sich fir GIST der zentrale Weg von KIT zur Zellproliferation um einen weiteren Schritt
verfolgen. An eine erhohte KIT-Expression mit erhthter AKT1- und ERK2-Expression
schlief3t sich bei GIST eine erhthte Cyclin-D1-Expression an.

Zwischen Leiomyomen und Leiomyosarkomen war hinsichtlich der Cyclin-D1-Expression
kein signifikanter Unterschied zu finden. Dieses Ergebnis ist insofern unerwartet, als man bei
den hochproliferierenden Leiomyosarkomen eine hohe Expression von Cyclin-D1 als
stimulierendes Signal fiir den Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus erwarten konnte. Diese
Beobachtung l&sst vermuten, dass sowohl bei Leiomyomen als auch bei Leiomyosarkomen
die Stimulierung der Zellproliferation ohne vorherige Steigerung der Cyclin-D1-Expression
erfolgt.

Die Untersuchung der E2F1-positiven Kerne ergab, dass sich die hochste Anzahl an E2F1-

positiven Kernen bei Leiomyosarkomen zeigte. Sowohl im Vergleich zu Leiomyomen als
auch zu GIST besal’en Leiomyosarkome signifikant mehr E2F1-positive Kerne.

Fur GIST ist in der Literatur bereits beschrieben, dass die Regulation des Zellzyklus-
Kontrollgens E2F1 fir Zellproliferation und Prognose eine zentrale Bedeutung einnimmt
(Haller et al. 2005, Sabah et al. 2006). In der vorliegenden Dissertation konnte bei GIST die
Aktivierung des Zellzyklus weiter nachvollzogen werden. VVon der KIT-Expression fiihrt bei
GIST der Weg Uliber AKT1-, ERK2- und Cyclin-D1-Expression bis zur E2F1-Expression.
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Bei den leiomyogenen Tumoren entspricht die E2F1-Expression der Erwartung, dass die
hochproliferativen Leiomyosarkome eine deutlich hohere Expression als die mitotisch kaum

aktiven Leiomyome zeigen.

Im Gegensatz zu GIST lieR sich in der vorliegenden Dissertation jedoch fiir Leiomyosarkome
keine sequenzielle Aktivierung der untersuchten Signalwege finden, die zur E2F1-
Aktivierung fuhrt. Die hohe Anzahl an E2F1-postiven Kernen der Leiomyosarkome lasst sich
somit nicht anhand des AKT1-/ERK2-/Cyclin-D1-Signalwegs  nachvollziehen.
Moglicherweise sind bei Leiomyosarkomen andere Signalwege angeschaltet, die
wahrscheinlich ohne eine vorherige Cyclin-D1-Zunahme direkt eine E2F1-Aktivierung

bewirken.

Die hochste Anzahl an Cyclin-B1-positiven Kernen wurde in der vorliegenden Arbeit

ebenfalls bei Leiomyosarkomen gefunden. Leiomyosarkome zeigten signifikant mehr Cyclin-
B1-positive Kerne als Leiomyome. Zwischen GIST und den zwei leiomyogenen Tumoren
konnten in der vorliegenden Dissertation keine signifikanten Unterschiede bezliglich der
Anzahl an Cyclin-Bl-positiven Kernen gefunden werden. Tendenziell besaen
Leiomyosarkome im Vergleich zu GIST und GIST im Vergleich zu Leiomyomen mehr
Cyclin-B1-positive Kerne.

Cyclin-B1 wird in der Literatur als ein nutzlicher Marker fur Zellproliferation von GIST
geflihrt und neben bereits bekannten Prognose- und Risikofaktoren misst man einer erhdhten
Cyclin-B1-Expression aufgrund einiger Studien ebenfalls prognostischen Wert bei (Nakamura
et al. 2005). Koon et al. konnten bereits zeigen, dass die Cyclin-B1-Expression in malignen
GIST hoher ist als in benignen GIST und dass eine relativ hohe Cyclin-B1-Expression mit
hoher Mib1-Expression korreliert (Koon et al. 2004). Bei GIST konnte die Aktivierung des
Zellzyklus weiter nachvollzogen werden. VVon KIT-Expression fuhrt bei GIST der Weg uber
AKT1-, ERK2-, Cyclin-D1- und E2F1-Expression bis Cyclin-B1-Expression.

Die benignen Leiomyome besalen im Vergleich zu den malignen Leiomyosarkomen
signifikant weniger Cyclin-B1-positive Kerne, was der biologischen Aggressivitat entspricht.

Die hochste Anzahl an Mibl1-positiven Kernen wurde in der vorliegenden Arbeit erneut bei

Leiomyosarkomen gefunden. Damit zeigte sich fur Leiomyosarkome ein weiterer
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signifikanter Unterschied zu Leiomyomen und ebenfalls zu GIST. GIST besalen wiederum
im Vergleich zu Leiomyomen signifikant mehr Mibl1-positive Kerne. Zusammenfassend kann
damit Mibl als Marker der Proliferationsaktivitit bei GIST, Leiomyomen und
Leiomyosarkomen bestétigt werden (Miettinen et al. 2002).

Zusammenfassend konnte hinsichtlich der Expression der untersuchten Zellzyklus-Proteine
gezeigt werden, dass sich zum einen bei GIST ein klarer Weg der Aktivierung der
Zellproliferation vom mutierten Gen (KIT) tber die intrazelluldre Signalaktivierung (AKT1,
ERKZ2) bis hin zur sequenziellen Aktivierung des Zellzyklus (Cyclin-D1, E2F1, Cyclin-B1)
nachvollziehen l&sst. Im Gegensatz zu den GIST konnte bei den leiomyogenen Tumoren ein
vollig anderes Muster identifiziert werden: Leiomyosarkome und Leiomyome wiesen eine
niedrige Expression der Rezeptortyrosinkinasen (KIT/PDGFRA), der intrazelluldren
Signaltransduktoren (AKT1/ERK2, SRC), sowie des ersten Effektors dieser Signalwege,
Cyclin-D1, auf. Diese Beobachtungen sind soweit gut nachvollziehbar, als dass bei den
leiomyogenen Tumoren keine Mutationen dieser Signalwege bekannt sind. Unerwartet ist
jedoch die niedrige Expression von Cyclin-D1 in den Leiomyosarkomen, was vermuten lasst,
dass die Stimulierung der Zellproliferation bei den leiomyogenen Tumoren einen anderen
Weg nimmt. Leiomyosarkome wiesen dann die hdchste Expression von E2F1 und Cyclin-B1
auf. Es liegt also nahe, dass molekulargenetische Ereignisse, die zu einer erhfhten Expression
von E2F1 fihren, bei den leiomyogenen Tumoren zur Zellproliferation fihren.

Da bis heute sehr wenig Gber die tumorinitiierenden Ereignisse bei leiomyogenen Tumoren
des Gastrointestinaltrakts bekannt ist, sollten Untersuchungen uber eventuell aktivierte
Signaltransduktionswege, die zu einer erhdhten E2F1-Aktivierung bei Leiomyosarkomen
fuhren, Gegenstand fortfuhrender Studien sein. Signalmolekdle, die zur Steigerung von E2F1
fuhren kénnen, wie beispielsweise v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (MYC),
koénnten ein Ansatz fiir nachfolgende Arbeiten sein. So sind entsprechende Untersuchungen
mit groReren Fallzahlen -auch auf molekulargenetischer Ebene- notwendig, um die Bedeutung
der erhohten E2F1-Expression fur die Tumorprogression der Leiomyosarkome

herauszuarbeiten.
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5.  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 137 GIST, 15 Leiomyome und 11 Leiomyosarkome
sowohl hinsichtlich der Auspragung klinisch-pathologischer Parameter als auch beziiglich der
Aktivierung und Expression von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen, intrazelluléren Signalwegen und
Regulatoren der Zellproliferation mittels immunhistochemischer Farbungen untersucht und

miteinander verglichen.

Bis Anfang der 90er Jahre war es aufgrund fehlender spezifischer Marker schwierig, GIST
von leiomyogenen Tumoren differentialdiagnostisch zu trennen. Heute ist mithilfe der
Immunhistochemie fast immer eine eindeutige Zuordnung mdoglich. Viele Studien zeigen,
dass eine KIT-Expression einen besonderen differentialdiagnostischen Wert fur die
Unterscheidung von GIST und leiomyogenen Tumoren besitzt, da Leiomyome und
Leiomyosarkome im Gegensatz zu GIST keine KIT-Expression aufweisen.

Aktivierende Mutationen des KIT-Gens, und seltener auch des PDGFRA-Gens, sind als
tumorinitiierende Ereignisse bei GIST bekannt. Man weil} jedoch bis heute noch wenig Gber
die Tumorigenese der leiomyogenen Tumoren. Zusétzlich existieren so gut wie keine
Angaben uber die Eignung von PDGFRA als immunhistochemischen Marker flr die
Differentialdiagnostik zwischen GIST und leiomyogenen Tumoren. In der vorliegenden
Arbeit wurde erstmalig eine PDGFRA-Expression in Leiomyosarkomen nachgewiesen. Diese
neue Beobachtung grenzt zum einen den differentialdiagnostischen Nutzen einer PDGFRA-
Expression fir die Unterscheidung zwischen KIT-negativen GIST und Leiomyosarkomen ein.
Da jedoch nur Leiomyosarkome PDGFRA-Expression aufwiesen, wahrend Leiomyome keine
PDGFRA-Expression zeigten, konnte dies zum anderen einen wichtigen biologischen
Unterschied innerhalb der leiomyogenen Tumoren darstellen.

Die Untersuchung der Mitosenanzahl zeigte den bereits bekannten ausgepragten Unterschied
zwischen den mitotisch inaktiven Leiomyomen und den mitotisch stark aktiven
Leiomyosarkomen. Dieser eindeutige Unterschied spiegelt das jeweilige biologische
Verhalten wider und stellt damit ein wichtiges differentialdiagnostisches Kriterium fir die
Unterteilung innerhalb der leiomyogenen Tumoren als Leiomyom oder Leiomyosarkom dar.
Im Gegensatz dazu zeigten GIST insgesamt ein Kontinuum in der Mitosenanzahl. Es
existierten sowohl Félle mit keiner, mit wenig als auch mit sehr starker mitotischer Aktivitét.
Diese bekannte kontinuierliche Verteilung der Mitosenanzahl tragt zu der Problematik bei,
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dass im Gegensatz zu den leiomyogenen Tumoren im Einzelfall nicht sicher zwischen einem

benignen und einem malignen GIST unterschieden werden kann.

Um die vermutlich different beschrittenen Signaltransduktionswege von GIST, Leiomyomen
und Leiomyosarkomen zu analysieren, wurden die drei Tumorentitaten dann auf quantitative
Unterschiede in der Expression ausgewahlter Signaltransduktions- und Zellzyklus-Proteine
untersucht. Dabei konnte fir GIST ein zentraler Weg vom mutierten Gen (KIT bzw.
PDGFRA) uber die intrazellulare Signalaktivierung (AKT1/EKR2) zur Aktivierung des
Zellzyklus (Cyclin-D1, E2F1, Cyclin-B1) eindeutig nachvollzogen werden. Die
Beobachtungen an den Leiomyomen und Leiomyosarkomen hingegen lassen vermuten, dass
AKT1/ERK2 und SRC bei leiomyogenen Tumoren keine entscheidende Rolle in der
intrazellularen Signalaktivierung spielen. Da bei den leiomyogenen Tumoren bis heute keine
Mutationen dieser Signaltransduktionswege bekannt sind, lassen sich diese Beobachtungen

fur Leiomyome und Leiomyosarkome gut nachvollziehen.

Unerwartet ist die beobachtete niedrige Expression des G1-Phase-Cyclins Cyclin-D1 in den
Leiomyosarkomen. Da eine Steigerung der Expression von Cyclin-D1 ein zentrales Signal fur
den Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus darstellt, hatte man bei den hochproliferierenden
Leiomyosarkomen eine entsprechend hohe Expression von Cyclin-D1 vermutet. Die hochste
Expression von Cyclin-D1 wurde jedoch bei GIST gefunden. Sowohl bei Leiomyomen als
auch bei Leiomyosarkomen scheint die Zellproliferation ohne starken Anstieg der Cyclin-D1-
Expression zu erfolgen. Im Gegensatz zu der unerwartet niedrigen Expression von Cyclin-D1
zeigten Leiomyosarkome dann im Vergleich die hichste Expression des fiir den Ubergang
von der G1- in die S-Phase wichtigen Transkriptionsfaktors E2F1 und auch des G2-Phase-
Cyclins Cyclin-B1. Dies deckt ein vollig anderes Muster der Aktivierung des Zellzyklus auf
und lasst vermuten, dass in Leiomyosarkomen mdglicherweise  unbekannte
molekulargenetische Ereignisse ohne vorherige Steigerung der Cyclin-D1-Expression zu einer
erhbhten E2F1-Expression fihren und damit eine entscheidende Rolle in der
Tumorprogression spielen. Es sind daher weiterfiihrende Studien denkbar, welche die noch
unbekannten Signale untersuchen, die zu einer E2F1-Expression bei Leiomyosarkomen
fuhren. Ein solches Signalmolekil konnte beispielsweise der Transkriptionsfaktor MYC sein,
welcher bei verschiedenen anderen Tumorentitaten eine wichtige Rolle flr die Aktivierung
der Zellproliferation spielt.
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Abbildung Seite Tabelle Seite
1.1.11 5 111 2
11211 7 2.3/1 24
1.1.2.2/1 8 3.2.4/1 33
1.2/1 12 3.3.2/2 37
1.2/2 14 3.4.3/2 40
2.2/1 20 3.5.4/2 45
2.2/2 20

2.2/3 21

2.2/4 22

2.4/1 27

3.1.1/1 29

3.2.2/1 30

3.2.3/1 31

3.2.4/2 34

3.2.5/1 35

3.3.1/1 36

3.3.2/1 37

3.4.1/1 38

3.4.2/1 39

3.4.3/1 40

3.5.1/1 41

3.5.2/1 42

3.5.3/1 43

3.5.4/1 44
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