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1 Einleitung

1.1 Pathogenese und Epidemiologie von GIST

1.1.1  Historischer Uberblick

Der gastrointestinale Stromatumor (GIST) gehort zur Gruppe der mesenchymalen Tumoren
des Gastrointestinaltraktes. Er ist erst seit wenigen Jahren als eigene histologische Entitat
definiert und diagnostisch sicher von anderen mesenchymalen Stromatumoren abzugrenzen
(Corless et al. 2004; Miettinen und Lasota 2001). Noch in den dreiliger bis flinfziger Jahren
des 20. Jahrhunderts wurden GIST auf der Basis lichtmikroskopischer Beschreibungen als
glattmuskuldre Neoplasien angesehen und oft als Leiomyome, Leiomyosarkome oder
Leiomyoblastome klassifiziert (Stout 1962). In den spaten sechziger und frihen siebziger
Jahren zeigten elektronenmikroskopische Studien, dass bei einigen dieser Tumoren neurogene
Merkmale ausgespragt waren, welche bei ausschlieBlich myogenen Tumoren nicht
vorkommen (Welsh und Meyer 1969). Diese elektronenmikroskopisch gefundenen Hinweise
wurden in den achtziger Jahren durch Verfahren mit immunhistochemischen Antikdrpern
bestatigt. Es zeigte sich, dass myogene Marker (Aktin, Desmin) bei diesen Tumoren weitaus
variabler ausgepragt waren als bei Leiomyomen oder Leiomyosarkomen und dass einige
dieser Tumoren zudem positiv fir neurogene Marker (S-100) waren, was bei rein

glattmuskuldren Tumoren nicht der Fall ist (Miettinen et al. 2000a; Saul et al. 1987).

Die Ergebnisse dieser Studien lieBen darauf schlielen, dass es sich hierbei um eine
eigenstandige Entitdt handelt, die von den rein neurogenen oder myogenen Tumoren
abzugrenzen ist. So wurde im Jahr 1983 von Mazur und Clark (Mazur und Clark 1983) der
Begriff ,,Stromatumor® eingefiihrt. 1994 wurde durch weitere immunhistochemische
Untersuchungen von van de Rijn et al. und Monihan et al. (Monihan et al. 1994; van de Rijn
et al. 1994) herausgefunden, dass eine groRe Anzahl gastrointestinaler mesenchymaler
Tumore das Antigen CD34 exprimiert, was ein Jahr spater durch Miettinen et al. (Miettinen et

al. 1995) in weiteren Studien bestatigt wurde. Im Jahr 1998 konnte schlieBlich gezeigt
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werden, dass gastrointestinale mesenchymale Tumoren zudem CD117 exprimieren, eine

durch das Protoonkogen KIT codierte Rezeptor-Tyrosin-Kinase (Hirota et al. 1998).

Diese Ergebnisse lenkten den Blick auf die interstitiellen Cajal-Zellen (ICC) als mégliche
Ursprungszellen. ICC wurden im Jahr 1893 erstmal von Santiago Ramon y Cajal beschrieben
(Haller 2008). Es handelt sich bei den ICC um ein komplexes Zellsystem, gelegen im Plexus
myentericus der Darmwandmuskulatur, welches eine Vermittlungsfunktion zwischen den
autonomen Nerven und den glatten Muskelzellen des Gastrointestinaltraktes einnimmt und als
eine Art Schrittmacher fungiert. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl ICC als auch GIST
jeweils positiv fur das CD34-Antigen und fur das CD117-Antigen sind (Hirota und Isozaki
2006; Hirota et al. 1998; Kindblom et al. 1998). Aufgrund der Tatsache, dass ICC die
einzigen Zellen in der physiologischen Wandung des Gastrointestinaltraktes sind, die doppelt
positiv fur beide oben genannte Marker sind, liegt eine Entstehung von GIST aus ICC bzw.
deren stammzellartigen Vorldauferzellen nahe (Robinson et al. 2000; Sircar et al. 1999).

1.1.2  Epidemiologie

GIST zdhlen mit ca. 70% zu den hadufigsten mesenchymalen Tumoren des
Gastrointestinaltraktes, machen jedoch insgesamt nur weniger als 1% aller Tumoren des
Gastrointestinaltraktes aus (Fletcher et al. 2002; Nilsson et al. 2005; Yamaguchi et al. 2004).
Die jahrliche Inzidenz betragt 0,68 - 1,45 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Nilsson
et al. 2005; Tran et al. 2005; Tryggvason et al. 2005). GIST kénnen vom Kindesalter an bis
ins hohe Erwachsenenalter auftreten; der Haufigkeitsgipfel der Patienten mit GIST liegt
jedoch im mittleren Alter bei ca. 60 Jahren (Corless et al. 2004). Es gibt keine eindeutige
Geschlechtspréavalenz, jedoch scheinen in manchen Studien maligne GIST etwas haufiger bei

Mannern vorzukommen (Miettinen und Lasota 2006).

GIST kénnen vom Osophagus bis zum Rektum im gesamten Gastrointestinaltrakt auftreten.
Die héufigsten Lokalisationen sind in absteigender Reihenfolge Magen (60%), Jejunum und
lleum (30%), Duodenum (5%) und Colon/Rektum (< 5%). Nur wenige GIST (< 1%) sind im
Osophagus oder in der Appendix lokalisiert (Miettinen und Lasota 2003). Lokalisationen
auBerhalb des Gastrointestinaltraktes, wie z.B. im Omentum oder im Retroperitoneum, sind
vereinzelt beschrieben worden. Etwa 20- 25% der GIST im Magen und 40- 50% der GIST im
Dunndarm sind klinisch maligne (Miettinen und Lasota 2006).

2
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Metastasen treten am haufigsten in der Leber und am zweithdufigsten als peritoneale Aussaat
auf (DeMatteo et al. 2000; Nilsson et al. 2005). Knochen-, Lymphknoten- oder
Lungenmetastasen sind relativ selten und haufig erst im fortgeschrittenen Tumorstadium zu
beobachten. Da sich Metastasen auch noch nach 10 bis 15 Jahren nach bereits erfolgter
primarer Resektion entwickeln kdnnen, ist ein langzeitliches klinisches Follow-up notwendig
(Miettinen und Lasota 2006).

Neben den meisten Fallen sporadisch auftretender GIST kdénnen diese auch hereditar und im
Rahmen von Syndromen vorkommen. So kénnen zum Teil multiple GIST bei Patienten mit
Neurofibromatose Typ 1 beobachtet werden, aber auch im Rahmen der Carney-Trias (Carney
1979; Miettinen et al. 2006b). SchlieBlich sind auch familiare Formen von GIST bekannt, bei

denen Keimbahnmutationen urséchlich sind (Nishida et al. 1998).

1.1.3  Pathologie und Kklinische Symptome

GIST zeigen ein breites klinisch-pathologisches Spektrum. Ihre GroRe variiert zwischen <1
cm bis hin zu 35 cm; die mittlere GroRe liegt bei ca. 5 cm. In den letzten Jahren wurden
kleine GIST (<1 cm) vermehrt als Zufallsbefund bei endoskopischen oder chirurgischen
Eingriffen entdeckt (Agaimy et al. 2008a; Agaimy et al. 2008b; Corless et al. 2002; Hasegawa
et al. 2002).

Typischerweise findet sich GIST in der muskuldren Wandung eines gastrointestinalen
Hohlorgans. Der Tumor ist submukds gelegen, scharf begrenzt und wélbt sich verdrangend
ins Lumen oder nach auflRen vor, wobei er die Mukosa bzw. Serosa vor sich her schiebt
(Miettinen und Lasota 2003). Die Schleimhautbedeckung erscheint dabei haufig intakt, kann
aber auch infolge lokaler Ischamie ulzerds aufgebrochen sein. GIST sind gewdhnlich solide
Tumoren, kdnnen jedoch zentrale zystische Degenerationen, Hdmorrhagien oder Nekrosen
aufweisen (Rubin 2006). Ein echtes invasives Wachstum kann bei GIST nicht beobachtet
werden, selten wachsen die Tumorzellen infiltrativ in die Mukosa oder in die Muskularis, was

dann mit einer schlechten Prognose assoziiert ist.
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Abb. 1.1.3-1: Die Abbildung zeigt ein Magenteilresektat mit einem nach innen gewachsenen 6,5 cm grof3en
GIST mit darlber liegender intakter Schleimhaut (ibernommen aus Haller 2008, S. 5).

Histologisch sind GIST sehr zellreich und zeigen ein spindelzelliges (70%), epitheloides
(20%) oder gemischtes (< 10%) Wachstumsmuster (Fletcher et al. 2002; Miettinen und
Lasota 2006). Zytomorphologisch erscheinen GIST relativ. monomorph. Daher ist die
Zytomorphologie auch nur bedingt fir die Einschdtzung der Dignitét heranzuziehen.

Da bereits auch kleine, mitotisch wenig aktive Tumoren metastasieren kdnnen, kann beim
GIST keine sichere Unterscheidung in benigne oder maligne Tumoren getroffen werden wie
es z.B. bei Leiomyomen und Leiomyosarkomen mdglich ist. Stattdessen wird bei GIST von
einem ,,unsicheren Malignitdtspotential“ gesprochen und die Dignitat anhand der Parameter
Tumorgrolle, Mitoserate und Lokalisation abgeschétzt (Fletcher et al. 2002; Miettinen et al.
2002; Miettinen und Lasota 2006).

Klinisch treten die Tumoren mit relativ unspezifischen Symptomen und oft erst im
fortgeschrittenen Stadium in Erscheinung. Die Symptome variieren je nach Lokalisation und
reichen von Dysphagie ber obere bzw. untere GI-Blutung bis hin zur Darmperforation
(Miettinen et al. 2000b; Miettinen und Lasota 2003; Miettinen und Lasota 2006; Ueyama et
al. 1992).

1.14  Pathogenese

In der Pathogenese des GIST spielen Mutationen in KIT- (CD117) oder PDGFRA-Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen die Hauptrolle (Miettinen und Lasota 2006).

KIT und PDGFRA gehdren zur Familie der Typ-Il1-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Das CD117-
Antigen ist identisch mit der Typ-Ill-Rezeptor-Tyrosin-Kinase v-kit Hardy-Zuckerman 4
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feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT). Die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind
transmembranére Proteine mit einer extrazellularen Doméne (ED), an die ein Ligand bindet,
einem transmembrandren Anteil, der die Selbstaktivierung hemmt (der sogenannten
juxtamembranaren Domane (JMD)), und zwei Tyrosin-Kinase-Doménen (TK 1 und 2)
(Roskoski 2005a) (Abbildung 1.1.4-1).

ED

JMD

TK1

TK 2

KIT PDGFRA

Abb. 1.1.4-1: Die Abbildung zeigt schematisch den Aufbau und die Struktur der Typ-I11-Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen KIT und PDGFRA. ED: Extrazellulare Doméane; JMD: Juxtamembrandre Domane; TK
1: Tyrosin-Kinase-Domane 1; TK 2: Tyrosin-Kinase-Doméane 2 (Schema der Abbildung teilweise
Ubernommen aus Miettinen und Lasota 2006, S. 1468).

Der Ligand fur KIT ist der Stammzellfaktor (SCF) (Roskoski 2005a). Beim Erwachsenen
werden KIT und SCF von hdmatopoetischen Stammzellen, Mastzellen, dendritischen Zellen,
Spermatozyten und ICC exprimiert (Ronnstrand 2004; Torihashi et al. 1999).
Physiologischerweise fuhrt die Bindung von zwei homodimerisierten SCF-Molekilen an zwei
Wild-Typ-KIT-Proteine zu einer Dimerisierung der letztgenannten und in der Folge zur
Autophosphorylisation und Aktivierung intrazellularer Tyrosin-Kinase-Doménen. Diese
wiederum vermitteln Gber Phosphorylierung die Aktivierung verschiedener nachgeschalteter
Signalkaskaden und sorgen so fiir die Differenzierung, Proliferation und das Uberleben der
Zellen (Roénnstrand 2004). In GIST werden durch KIT und PDGFRA unter anderem ERK
(extracellular signal-regulated kinase), AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog
1) und die Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (signal transducer and activator of
transcription) aktiviert (Roskoski 2005b), die nachfolgend die Expression weiterer

proliferationsassoziierter Proteine induzieren.
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Hirota et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass in GIST aktivierende Mutationen des KIT-
Gens zu einer liganden-unabhangigen und somit dauerhaften Aktivierung der Signalkaskade
fihren. Diese unkontrollierte Signalweitergabe fiihrt nachfolgend zu einer berméaRigen
Zellproliferation, einem Rickgang der Apoptose und schlieBlich zur Neoplasie (Hirota et al.
1998).

In ca. 60-80% der GIST sind aktivierende Mutationen des KIT-Gens nachzuweisen. Ca. 5-
15% der brigen GIST weisen aktivierende Mutationen des platelet derived growth factor
receptors A (PDGFRA) auf. PDGFRA gehort ebenso wie KIT zur Familie der Typ-lll-
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und ist strukturell nahe verwandt zu KIT (Rubin 2006).

Seit 2001 steht der Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib (Glivec/STI-571, Novartis, Basel,
Schweiz) in der Therapie des nicht-resezierbaren und metastasierten GIST zur Verfugung. Er
hemmt die Ubermé&Rige Aktivierung des KIT-Gens und fihrt zu einer Blockade der
Tumorzellproliferation und einer Reduktion der Tumormasse (Joensuu et al. 2001).
Resistenzen auf Imatinib sind bereits bekannt und ursachlich womdglich durch eine zweite
Mutation von KIT oder PDGFRA ausgel6st (Rubin 2006).

1.15 Immunhistochemische Marker

Etwa 60-70% aller GIST sind positiv fur das CD34-Antigen, welches in unreifen
hamatopoetischen Stammzellen gebildet wird. Hier weisen vor allem ¢sophageale und rektale
GIST die hdchste Expression von CD34 (> 90%) auf. Ein signifikanter Unterschied in der
Expression von CD34 zwischen benignen und malignen Tumoren konnte nicht gefunden
werden (Miettinen et al. 2000a).

30-40% der GIST zeigen eine Positivitdt fur SMA, das smooth muscle antigen. SMA ist
typischerweise in normalen und neoplastischen glattmuskuldren Zellen und in manchen
Myofibroblasten exprimiert (Fletcher et al. 2002). Die Expression von SMA bei GIST verhélt
sich h&ufig reziprok zu der Expression von CD34 (Miettinen et al. 2000a).

Bis zu 10% der GIST sind positiv flir das neurogene S100-Antigen und ca. 1-2% sind positiv
far Desmin, ein Intermediérfilamentprotein, welches sowohl in glatter als auch in
quergestreifter Muskulatur zu finden ist (Fletcher et al. 2002).

Negativ sind GIST hingegen flr Neurofilamente und das Glial fibrillary Acidic Protein, ein
astrozytenspezifisches Protein (Miettinen und Lasota 2006).
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1.2 Klassische Prognosefaktoren

121 Lokalisation

Die anatomische Lokalisation des GIST zahlt zu den klassischen Prognosefaktoren, da bereits
sehr frih ein signifikant unterschiedlicher Klinischer Verlauf in Abhéangigkeit von der
Lokalisation festgestellt werden konnte (Emory et al. 1999).

Grundsétzlich zeigen GIST aus dem Magen ein gunstigeres klinisches Verhalten als GIST aus
dem Dinn- oder Dickdarm gleicher GrofRe und gleicher mitotischer Aktivitat, was in
mehreren Studien dargestellt werden konnte (Miettinen und Lasota 2006; Miettinen et al.
2005; Miettinen et al. 2006a). GIST aus dem Osophagus sind insgesamt relativ selten, zeigen
jedoch bei Auftreten meist ein malignes Verhalten und beinhalten eine schlechte Prognose
(Miettinen und Lasota 2001; Miettinen und Lasota 2003).

1.2.2  Morphologie

Die Morphologie zadhlt nicht zu den Kklassischen Prognosefaktoren, da insgesamt die
Aussagekraft beziglich der Dignitdt von GIST mittels morphologischer Kriterien stark
eingeschrankt ist.

GIST sind histologisch sehr zellreich. Spindelzellige GIST bestehen typischerweise aus
relativ uniformen eosinophilen Zellen, welche in kurzen Faszikeln oder Wirbeln angeordnet
sind. Epitheloide GIST bestehen aus runden Zellen mit variablem eosinophilen oder klaren
Zytoplasma und sind in Zellnestern oder -bdgen angeordnet. GIST mit gemischter
Morphologie kénnen sowohl spindelzellige als auch epitheloide Anteile aufweisen und zum
Teil einen abrupten Wechsel der Wachstumsmuster zeigen (Fletcher et al. 2002). VVon einigen
Autoren wurde eine epitheloidzellige Morphologie bei GIST aus dem Dinndarm mit einer
ungulnstigen Prognose in Verbindung gebracht (Miettinen und Lasota 2006).
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Abb. 1.2.2-1: Die Abbildung zeigt einen GIST mit einem epitheloidzellartigen Wachstumsmuster
(Gbernommen aus Miettinen und Lasota 2006, S. 1470).

1.2.3  Tumorgrofe

Die TumorgrolRe zahlt zu den wichtigsten und auch einfach zu bestimmenden Parametern. Die
GroRe eines GIST korreliert in den meisten Fallen mit seinem klinischen Verhalten, d.h., je
groRer der Tumor, desto hoher ist auch die Wahrscheinlichkeit fiir ein malignes Verhalten
(DeMatteo et al. 2000; DeMatteo et al. 2008).

GIST mit einer Grol3e unter 2 cm sind in der Regel als benigne einzustufen und metastasieren
sehr selten. GIST mit einer GrolRe Uber 10 cm hingegen sind haufig maligne. Bei Tumoren
mit einer GrofRe zwischen >2 bis <10 cm kann das klinische Verhalten anhand der
Tumorgrolie allein nicht abgeschatzt werden und es sollten zusatzliche Prognosefaktoren, wie
z.B. die Mitoserate, herangezogen werden (Miettinen und Lasota 2006).

Die Bedeutung der Tumorgrofe ist auch lokalisationsabhangig. Besonders GIST aus dem
Magen neigen dazu — auch bei einer GroRe Uber 5 cm - weniger aggressiv zu sein als GIST
aus dem Dunn- und Dickdarm (Emory et al. 1999; Ueyama et al. 1992).

1.2.4  Mitosenanzahl

Die  Mitosenanzahl beschreibt ~ die  Zellteilungsaktivitit ~ und  somit  die

Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors und ist flr die Beurteilung der Prognose ein guter
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Parameter. Die Mitosefiguren werden vom Pathologen unter dem Mikroskop ausgezéhlt und
die Anzahl der Mitosen wird pro 50 High-Power-Fields (HPFs), d.h., hochauflésenden
Gesichtsfeldern, angegeben. 50 HPFs entsprechen dabei einer Flache von 10 mma2.

Eine Anzahl <5 Mitosen/ 50 HPFs ist die Grenze, bis zu der von einem GIST ein benignes
klinisches Verhalten erwartet wird. Eine Mitosenanzahl >5 Mitosen/ 50 HPFs wird
gewohnlich als maligne bezeichnet; eine Anzahl >50 Mitosen/ 50 HPFs bezeichnet hoch-
maligne GIST (Miettinen und Lasota 2001).

Dennoch kénnen auch kleine, mitotisch wenig aktive Tumoren bereits metastasieren (Fletcher
et al. 2002).

1.25 Mutationsstatus

Mit 60-70% sind KIT-Mutationen im Exon 11 die haufigsten Mutationen, wobei Deletionen,
Punktmutationen oder Duplikationen auftreten kdnnen (Corless et al. 2002; Corless et al.
2004; Rubin et al. 2001). Exon 11 kodiert flr die intrazellulare juxtamembrandre Domane,
welche regulatorische Funktion besitzt und die liganden-unabhangige Selbstaktivierung des
KIT-Rezeptors inhibiert. Durch Mutationen im Exon 11 kommt es zu einer Veranderung der
Aminosauresequenz im juxtamembranaren Abschnitt und in der Folge zu einer dauerhaften,
liganden-unabhangigen Aktivierung des KIT-Rezeptors (Hirota et al. 1998; Rubin et al.
2001). Mutationen im Exon 9 des KIT-Gens, welches fir die Extrazellulare Doméne kodiert,
kommen mit einer Haufigkeit von 5-13% vor (Lux et al. 2000). In KIT Exon 13 und in KIT
Exon 17 werden sehr selten Mutationen gefunden (< 1%). Beide Exone kodieren fiir die

eigentlichen Kinase-Doménen TK 1 und TK2 (Lasota et al. 2008) (Abbildung 1.2.5-1).

Beim PDGFRA-Rezeptor sind drei verschiedene Genabschnitte bekannt, welche bei GIST
mutiert sein konnen. In aufsteigender Reihenfolge sind es die Genabschnitte Exon 18, Exon
12 und Exon 14. Diese Regionen sind in gleicher Reihenfolge analog zu KIT Exon 17, Exon
11 und Exon 13 (Corless et al. 2005).

Die Mehrzahl (ca. 60-80%) der PDGFRA-Mutationen sind Punktmutationen im Exon 18.
PDGFRA-Mutationen im Exon 12 und Exon 14 sind sehr viel seltener (Corless et al. 2005;
Lasota et al. 2006) (Abbildung 1.2.5-1).
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Abb. 1.2.5-1: Schematische Ubersicht des KIT-Rezeptors (links) und des PDGFRA-Rezeptors (rechts). Die
Exone, die jeweils mutiert sein kénnen, sind den Proteindomé&nen zugeordnet.

Die genannten Mutationen sind zum Teil stark mit den Kklinisch-pathologischen Parametern
assoziiert, wobei die Ursachen fiir diese Zusammenhénge noch unklar sind (Lasota und
Miettinen 2008).

GIST mit einer KIT-Exon-11-Duplikation werden in > 80% im Magen gefunden (Lasota et al.
2003). Auch PDGFRA-Mutationen kommen héaufiger im Magen vor (Lasota et al. 2004). Im
Gegensatz dazu werden KIT-Exon-9-Mutationen sehr viel haufiger im Dunndarm gefunden
(Antonescu et al. 2003). Die seltenen KIT-Exon-13- und KIT-Exon-17-Mutationen sind in
einer kurzlich durchgefihrten Studie ebenfalls haufiger im Dinndarm beschrieben (Lasota et
al. 2008).

PDGFRA-Mutationen kommen zum groBten Teil in GIST mit epitheloider oder gemischter
Morphologie vor (Corless et al. 2005). Zwischen KIT-Exon-11-Mutationen und der
Tumormorphologie besteht keine signifikante Korrelation, jedoch scheinen KIT-Exon-11-
Mutationen eher bei spindelzelligen GIST vorzukommen. Auch die KIT-Exon-9-, -Exon-13-,
und -Exon-17-Mutationen finden sich haufiger in GIST mit spindelzelliger Morphologie
(Lasota et al. 2008; Wardelmann et al. 2002). Dennoch wurden kirzlich epitheloide
Zellmerkmale in malignen GIST aus dem Dinndarm mit einer KIT-Exon-9-, -Exon-13- oder -
Exon-17-Mutation beschrieben. Dies wird als maligne Transformation angesehen und ist
nicht gleichzusetzen mit der epitheloiden Morphologie der GIST aus dem Magen (Lasota et
al. 2008; Wasag et al. 2004).
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Zudem konnten fir einzelne Mutationen auch Zusammenhange mit dem klinischen Verlauf
beobachtet werden. GIST mit einer PDGFRA-Mutation weisen eine eher glinstige Prognose
auf (Lasota et al. 2004; Lasota et al. 2006). GIST mit einer KIT-Exon-11-Duplikation zeigen
ebenfalls eine gunstige Prognose (Lasota et al. 2003). GIST aus dem Magen mit einer KIT-
Exon-11-Punktmutation weisen eine bessere Prognose auf als GIST mit einer KIT-Exon-11-
Deletion (Miettinen et al. 2005). Einen ungunstigen Verlauf prasentieren GIST mit einer KIT-
Exon-9-Mutation (Antonescu et al. 2003).

1.2.6  Aktuelle Risikoklassifikation

Da die Aussagekraft Gber die Dignitat von GIST mittels histo- bzw. zytomorphologischer
Kriterien eingeschrankt ist, werden flr die Abschatzung der Dignitét bei GIST die Parameter
Tumorgrole, Mitoserate und zum Teil die anatomische Lokalisation verwendet.

Die Prognose ist umso unginstiger, d.h., das Metastasierungsrisiko ist umso hoher, je grofer
ein Tumor ist und je hoher die Mitoserate ist.

Im Rahmen einer internationalen Konsensus-Konferenz wurde im Jahr 2002 eine
Risikoklassifikation erarbeitet, die die Parameter TumorgréRe und Mitoserate einschlie3t und
es wurden daraus vier Risiko-Stadien abgeleitet (Fletcher et al. 2002) (Tabelle 1.2.6-1).

Risikogruppe Tumorgrole Mitosenanzahl
Sehr niedriges Risiko <2cm <5/ 50 HPFs
Niedriges Risiko 2-5¢cm <5/ 50 HPFs
Mittleres Risiko <5cm 6-10/ 50 HPFs
oder
5-10 cm <5/ 50 HPFs
Hohes Risiko >5cm > 5/ 50 HPFs
oder
>10cm jede Anzahl
oder
jede Grolie > 10/ 50 HPFs

Tab. 1.2.6-1: Risikoklassifikation, welche im Jahr 2002 auf der internationalen Konsensus-Konferenz
ausgearbeitet wurde (Ubernommen aus Fletcher et al. 2002, S. 464).
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Etwa zeitgleich wurde in den USA eine weitere Risikoklassifikation erarbeitet, welche
zusétzlich den Parameter der anatomischen Lokalisation einbezieht. Im Jahr 2006 wurde diese
Klassifikation leicht Uberarbeitet, nachdem sie mit klinischen Daten von ca. 1600 GIST
unterlegt wurde (Miettinen und Lasota 2006) (Tabelle 1.2.6-2).

Magen Intestinum

Gruppe TumorgroBe Mitosenanzahl Risikogruppe (% mit Tumorprogress)

1 <2 cm <5/50 HPFs sehr niedriges Risiko (0)  sehr niedriges Risiko (0)
2 >2 <5cm niedriges Risiko (1,9) niedriges Risiko (4,3)

3a >5<10 cm niedriges Risiko (3,6) intermediéres Risiko (24)
3b >10 cm intermediéres Risiko (12) hohes Risiko (52)

4 <2cm >5/50 HPFs niedriges Risiko (0%) hohes Risiko (50)

5 >2 <5 cm intermediéres Risiko (16) hohes Risiko (73)

6a >5<10 cm hohes Risiko (55) hohes Risiko (85)

6b >10cm hohes Risiko (86) hohes Risiko (90)

Tab. 1.2.6-2: Risikoklassifikation, welche im Jahr 2006 unter Einbezug der klinisch-pathologischen Daten
von ca. 1600 Patienten erarbeitet wurde (Ubernommen aus Miettinen und Lasota 2006, S. 1474).

1.3 Regulation des Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus vier voneinander abgrenzbaren Phasen: in der G1-Phase wird die
DNA-Synthese vorbereitet. Ihr schlieit sich die S-Phase an, in der die DNA-Synthese
vollzogen wird. Daraufhin gelangt die Zelle nach Durchlaufen der G2-Phase, in der
Vorbereitungen zur Segregation der replizierten DNA getroffen werden, in die M-Phase, die
Mitose. Die Mitose bezeichnet die Kernteilung einer Zelle. Ist diese abgeschlossen, wird
schlieflich die Zellteilung beendet und die daraus entstandenen Tochterzellen befinden sich
erneut in der G1- Phase. Ruhende Zellen befinden sich der GO-Ruhephase (Gillett und Barnes
1998) (Abbildung 1.3-1).
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Abb. 1.3-1: Schematische Darstellung des Zellzyklus mit der Interphase — bestehend aus der G1-, S- und
G2- Phase — und der M-Phase.

Der Zellzyklus wird durch verschiedene externe mitogene und antimitogene Signale reguliert,
welche von der Zelle verarbeitet werden. Arthur Pardee fand heraus, dass Zellen jedoch nur
wéhrend der ersten zwei Drittel der G1-Phase externe mitogene Signale durch
Wachstumsfaktoren bendtigen, um im Zellzyklus voranzuschreiten. Sobald Zellen eine
kontinuierliche mitogene Stimulation in dieser Zeit erhalten haben, kénnen sie den Rest des
Zellzyklus bis hin zur Mitose ohne weitere Exposition gegeniiber Mitogenen
vervollstandigen. Diese Beobachtung legte den Schluss nahe, dass es einen bestimmten Punkt
in der G1-Phase geben muss, der dariiber entscheidet, ob die Zelle im Zellzyklus fortschreitet
oder zurlick in die GO-Phase eintritt. Pardee bezeichnete diesen Punkt als G1-
Restriktionspunkt (Pardee 1974). Sobald eine Zelle den G1-Restriktionspunkt uberschritten
hat und in die S-Phase eingetreten ist, verlauft der Rest der Zellzyklus-Progression relativ
unabhéngig und zeitlich konstant (Lundberg und Weinberg 1999). Zusatzliche Checkpunkte
in der S-Phase, G2-Phase und in den einzelnen Schritten der M-Phase kontrollieren hingegen
weiterhin den Fortschritt der Zellen durch den Zellzyklus und sorgen bei Schéden des
Genoms der Zelle fur den Arrest und die Reparatur, bevor die Zelle in die ndchste Phase
fortschreitet (Nurse 1997).
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1.3.1 Frihe Proliferation

Mitogene Signale vermitteln den Ubergang von der GO-Ruhephase in die G1-Phase, indem
sie die Transkription der G1-Phasen-Zykline und dadurch die entsprechenden cyclin-
dependent kinases (CDK) aktivieren. VVor allem Cyclin D1 stellt ein starkes Wachstums- und
Proliferationssignal dar und sorgt als zentrales Protein zusammen mit Cyclin E fir das
Uberschreiten des G1-Restriktionspunktes (Wang et al. 2004).

Transkriptionsfaktoren binden an den Promotor des Cyclin-D1-Gens und aktivieren dadurch
eine verstarkte Ablesung des Gens. In der Folge kommt es zu einer Hochregulation der
physiologischerweise niedrigen mMRNA-Menge von Cyclin D1 und anschlieBend zur
Translation in das entsprechende Protein. Die Expression von mRNA-Cyclin-D1 wird
reguliert durch ERK und STATS, die Translation von Cyclin D1 durch AKT (Bromberg et al.
1999; Lavoie et al. 1996; Matsumura et al. 1999).

Das neu gebildete Cyclin-D1-Protein bindet in der friihen G1-Phase an die Cyclin-abh&ngigen
Kinasen CDK4 und CDKS®, die dadurch aktiviert werden. Der Cyclin-D/CDK4- bzw. Cyclin-
D/CDK6-Komplex vermittelt anschlielend die Phosphorylierung des retinoblastoma (RB)-
Proteins (Lundberg und Weinberg 1998).

Das RB-Protein ist ein Tumorsuppressor-Protein. In seiner unphosphorylierten Form
verhindert RB den G1/S-Phasen-Ubergang, indem es reversibel den Transkriptionsfaktor
E2F1 bindet und inhibiert. Durch das Anfligen von Phosphatresten an RB durch den
aktivierten Cyclin-D/CDK4- bzw. Cyclin-D/CDK6-Komplex wird RB inhibiert. RB kann
daraufhin E2F1 nicht mehr binden und dessen Hemmung wird aufgehoben (Lundberg und
Weinberg 1998; Weinberg 1995). Das dadurch frei gewordene E2F1 kann nun seine Funktion
als Transkriptionsfaktor ausiiben. Zielgene von E2F1 sind weitere regulierende Gene und
Faktoren, die im Zellzyklus und DNA-Metabolismus eine Rolle spielen, so z.B: Cyclin E,
Cyclin A, c-Myc, cdc2 oder auch die Dihydrofolatreduktase (Hunter und Pines 1994; Miiller
et al. 2001).

Sowohl der aktivierte Cyclin-D/CDK4- bzw. Cyclin-D/CDK6-Komplex, als auch E2F1
fuhren in der mittleren G1-Phase zu einer Hochregulation von Cyclin E, das einen Komplex
mit CDK2 bildet (Geng et al. 1996; Lundberg und Weinberg 1999). Der aktivierte Cyclin-
E/CDK2-Komplex l6st einen zweiten und letzten RB-Phosphorylierungsschritt in der spaten
G1-Phase aus, der fiir den Ubergang in die S-Phase und die Zellzyklus-Progression notwendig
ist (Lundberg und Weinberg 1999) (Abbildung 1.3.1-1).
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Abb. 1.3.1-1: Die Abbildung zeigt die fur die Dissertation relevanten Signalwege der friihen und spéten
Proliferation. Die genauen Erlauterungen finden sich im Text (1.3.1-1.3.3). Die in Rot dargestellten
Proteine wurden in der vorliegenden Dissertation untersucht.

1.3.2  Spate Proliferation

RB bleibt wéhrend der S-Phase und der G2-Phase im hyperphosphorylierten Zustand und
wird erst in der M-Phase dephosphoryliert. Den hyperphosphorylierten Zustand in 0.g. Phasen
erhalten Cyclin A und Cyclin B im aktivierten Komplex mit ihren jeweiligen CDKs. Zu
Beginn der S-Phase wird Cyclin A hochreguliert und bildet zundchst einen Komplex mit
CDK2, in der spaten S-Phase und dem S-/G2-Ubergang mit Cdc2 (CDK1). Sobald die
Expressionsspiegel von Cyclin A am Beginn der G2-Phase wieder abfallen, wird Cyclin B
verstarkt gebildet und sorgt als Komplex mit Cdc2 (CDK1) in der G2-Phase und dem G2-/M-
Ubergang fr den hyperphosphorylierten Zustand von RB (Hunter und Pines 1994; Lundberg
und Weinberg 1999, Pagano et al. 1992).

Wahrend die CDKs im Laufe des Zellzyklus einen relativ konstanten Expressionsspiegel

zeigen, variieren die der Cycline in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus und werden
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beim Ubergang in die jeweils nachste Phase rasch nach Ubiquitinierung uiber das Proteasom
abgebaut (Glotzer et al. 1991). Sobald Cyclin B mit Eintritt in die M-Phase herunterreguliert
und abgebaut wird, wird auch RB zunehmend durch die Phosphatase PP1 dephosphoryliert
und kehrt so in seinen wachstumsbehindernden hypophosphorylierten Zustand zurlck. Die
Tochterzelle befindet sich daraufhin erneut in der G1-Phase (Abbildung 1.3.1-1).

133 Myc

Myc-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die in der Kontrolle der Zellproliferation,
Differenzierung und des programmierten Zelltods eine Rolle spielen. C-myc gehoért zur
Familie der myc-Gene, welche aulerdem B-myc, L-myc, N-myc und s-myc beinhalten;
neoplastisches Potential besitzen jedoch nur c-myc, L-myc und N-myc (Cole 1986).

Die Expression von c-Myc korreliert mit der Proliferation einer Zelle: in ruhenden Zellen ist
die c-Myc-Expression niedrig; nach Stimulation einer Zelle mit Wachstumsfaktoren und
durch E2F1-Induktion wird die Expression von c-Myc rapide erhoht (Cole 1986; Thalmeier et
al. 1989). Das c-Myc-Protein beinhaltet am C-terminalen Ende eine Helix-Loop-Helix
Leucin-Zipper-Doméne, lber welche es mit seinem Ko-Faktor, dem im Uberschuss
vorliegenden Max-Protein, dimerisiert und dadurch das aktive, DNA-bindende Myc-Max-
Heterodimer bildet (Dang et al. 1999; Kato et al. 1992). Dieses Heterodimer induziert
daraufhin die Transkription verschiedener Gene, die fur den Fortschritt des Zellzyklus in der
G1- und S-Phase spezifisch und notwendig sind. C-Myc agiert im Rahmen des Zellzyklus
sowohl parallel zum G1-Restriktionspunkt, als auch vor- und nachgeschaltet (Bartek und
Lukas 2001). Im Folgenden werden nur die fir die vorliegende Dissertation wichtigen

Zielgene von c-Myc erldutert.

Es wurde vermutet, dass c-Myc die Expression von Cyclin D1 stimuliert. Die Verbindung
zwischen c-Myc und Cyclin D1 scheint jedoch komplex zu sein und von spezifischen Stimuli
und Zellsystemen abzuhé&ngen (Roussel 1997; Roussel et al. 1995). In der Literatur finden
sich widerspriichliche Angaben daruber, wie c-Myc die Expression von Cyclin D1
beeinflusst. In einigen Studien wurde Cyclin D1 als Zielgen von c-Myc benannt und reagierte
unter bestimmten Umstanden mit einer gesteigerten Expression auf eine Hochregulation von
c-Myc (Daksis et al. 1994). Andere Studien hingegen fanden keine gesteigerte Cyclin-D1-
Expression nach Hochregulation von c-Myc (Qi et al. 2007).
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Wahrend die Expression von Cyclin D1 nicht zwangslaufig durch c-Myc gesteigert werden
kann, sind im Gegensatz dazu sowohl Cyclin E, als auch Cyclin A Zielgene von c-Myc.
Studien zeigen gesteigerte Expressionsspiegel von Cyclin E und Cyclin A als Antwort auf
eine c-Myc-Uberexpression (Dang 1999; Qi et al. 2007).

Es ist noch unklar, wie genau c-Myc die Expression von Cyclin E steigert. Neuere Studien
vermuten eine direkte Aktivierung, obwohl der Mechanismus noch nicht geklart werden
konnte, da keine Myc-Bindestellen im Promotor existieren (Pérez-Roger et al. 1997). C-Myc
kann jedoch auch die Expressionsspiegel des Cyclin-E-CDK2-Komplexes erhéhen, indem es
p27 — einen CDK2-Inhibitor — hemmt (Pérez-Roger et al. 1997; Vlach et al. 1996).

Parallel zum G1-Restriktionspunkt kann eine ektope Expression von c-Myc die DNA-
Synthese in solchen Zelllinien induzieren, in denen die E2F1-Aktivitat durch Kkonstitutiv
aktivierte RB-Mutanten geblockt ist. Dieser Effekt von c-Myc ist assoziiert mit der
Aktivierung des Cyclin-E/CDK2-Komplexes und der Cdc25A Phosphatase. Letztere
dephosphoryliert die Kinasen Cyclin E/CDK2 und Cyclin A/CDK2 und ist somit fur den
Eintritt in die S-Phase notwendig. Diese Ergebnisse legen nahe, dass es parallel zu dem
klassischen RB/E2F-Signaltransduktionsweg einen weiteren Pfad gibt, Gber den c-Myc durch
Regulation von Cyclin E den G1-/S-Phasen-Ubergang fordert. Eine einwandfreie
Transkription von Cyclin E und Cdc25A Phosphatase am G1-/S-Phasen-Ubergang erfordert
jedoch sowohl c-Myc-, als auch E2F1-Aktivitat (Santoni-Rugiu et al. 2000).

1.3.4  E2F1- und c-Myc-induzierte Apoptose

Verschiedene Studien zeigten, dass E2F1 nicht nur Zellproliferation, sondern auch Apoptose
induzieren kann. Es wurde beobachtet, dass E2F1-negative Méause eine hohe Inzidenz an
Tumoren zeigten, was implizierte, dass E2F1 eher als Tumorsuppressor statt als Onkogen
fungiert (Field et al. 1996; Yamasaki et al. 1996).

SchlieRlich wurden drei verschiedene Mechanismen identifiziert, welche bei der E2F1-
induzierten Apoptose eine Rolle spielen.

Der erste Mechanismus beinhaltet die Hemmung anti-apoptotischer Signale durch E2F1. In
der Zelle sind zwei apoptotische Signalwege beschrieben — der intrinsische und der
extrinsische Weg. Der intrinsische Signalweg fuhrt nach Aktivierung durch apoptotische
Stimuli Gber Bcl-2-verwandte Proteine zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen pro-
apoptotischen Faktoren aus dem Mitochondrium. Dies fuhrt zur Aktivierung von Apaf-1
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(apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) und Caspase 9, welche schlieBlich die
Effektorcaspase 3 aktivieren (Green und Reed 1998). Der extrinsische Signalweg wird
eingeleitet durch Ligandenbindung an einen Rezeptor der TNF-Rezeptorfamilie. Diese
sogenannten Todesrezeptoren besitzen in ihrem zytoplasmatischen Teil eine Todesdoméne,
woran weitere Proteine gebunden und autoaktiviert werden. Schlief3lich resultiert daraus die
Aktivierung der Caspase 8, die die Caspase-Kaskade einleitet und ebenfalls wie der
intrinsische Signalweg in der Aktivierung der Effektorcaspase 3 miindet (Ashkenazi und Dixit
1998). Der TNF-Rezeptor sendet seine Signale jedoch nicht nur an die Caspase-Kaskade,
sondern induziert auch die NF-xB und JNK/SAPK-Funktion, welche die apoptotischen
Signale hemmen kénnen. Diese Uberlebenssignale durch NF-xB und JNK/SAPK kénnen
durch E2F1 ausgeschaltet werden, mdoglicherweise durch Induktion der Degradation des
Signalkomplexes am Rezeptor (Hsu et al. 1995; Klefstrom et al. 1997; Phillips et al. 1999)
(Abbildung 1.3.4-1).

,Death receptor”

TNFR

Mitochondrium

- FADD
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Rl Caspase 8 O o/
O 0
O Cytochrom C
/ﬂ\paf-1
Caspase 9
NF-kB /
« Caspase 3
JNK/SAPK l
Apoptose

Abb. 1.3.4-1: Die Abbildung zeigt den intrinsischen (rechts) und den extrinsischen (links) Apoptose-
Signalweg. Der intrinsische Weg fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium und
Uber Aktivierung von Apaf-1 und Caspase 9 zur Mobilisierung der Caspase 3. Der extrinsische Signalweg
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fihrt nach Ligandenbindung an den TNF-Rezeptor Uber verschiedene (Auto-)Aktivierungen zur
Einleitung der Caspase-Kaskade. Diese Kaskade miindet ebenfalls in der Aktivierung der Capase 3, die
schlieBlich fiir den programmierten Zelltod verantwortlich ist. Inhibiert wird die Apoptose durch NF-kB
und JNK/SAPK. E2F1 kann die Funktion von NF-kB und JNK/SAPK ausschalten (nicht dargestellt in der
Abbildung) (Abbildung teilweise (ibbernommen aus Phillips und Vousden 2001, S. 176).

Der zweite Mechanismus, der flr die E2F1-induzierte Apoptose beschrieben wurde, resultiert
in der transkriptionellen Hochregulation von p73 durch ektopische oder endogene E2F1-
Expression (Irwin et al. 2000). P73 gehort zur p53-Familie und besitzt ebenso die Fahigkeit
Apoptose auszuldsen.

SchlieRlich fihrt der dritte beschriebene Mechanismus zur Stabilisierung von p53 selbst durch
einen indirekten Effekt. Es konnte gezeigt werden, dass E2F1 (ber die Induktion des
Tumorsuppressorproteins p14”“*" p53 stabilisieren kann. P14*RF bindet und inhibiert MDM2,
welches in normalen, nicht geschadigten oder gestressten Zellen zur Degradation von p53
fuhrt und somit fur einen niedrigen Expressionsspiegel von p53 sorgt (Bates et al. 1998;
Kamijo et al. 1998; Pomerantz et al. 1998). Durch die Hemmung von MDM2 sind die Spiegel
von p53 erhoht und der programmierte Zelltod wird ausgeldst (Abbildung 1.3.4-2).

(o)

p14ARF

MDM2

|

Abb. 1.3.4-2: E2F1 kann das Tumorsuppressorprotein p14“~F aktivieren. Daraufhin wird MDM2
inhibiert, welches seinerseits die Hemmung von p53 nicht mehr fortfiihren kann. Die Expression von p53

und somit die Apoptoserate werden gesteigert (Abbildung teilweise ibernommen aus Phillips und
Vousden 2001, S. 177).
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Auch fur c-Myc wurde eine Apoptose-induzierende-Funktion beschrieben. Ebenso wie E2F1
kann c-Myc Uber eine Hemmung anti-apoptotischer Signale und tber Stabilisierung von p53
Apoptose auslésen (Phillips und Vousden 2001). Des Weiteren wurde in einigen Studien ein
p53-unabhéngiger Signalweg beschrieben, der in direktem Zusammenhang zu erhéhter LDH-

A-Expression stehen kénnte (Shim et al. 1998).

1.4  Zelsetzung

Betrachtet man GIST unter Berticksichtigung der klinisch-pathologischen Parameter, so
zeigen diese Tumore je nach Lokalisation, Morphologie, Tumorgrolle, Mitosenanzahl oder
Mutationsstatus unterschiedliche klinische Verlaufe.

Folgende Fragen lassen sich daraus formulieren:

e Bestehen im untersuchten GIST-Kollektiv Zusammenhange zwischen den Kklinisch-
pathologischen Parametern Lokalisation, Morphologie, Mutationsstatus, TumorgréRe und
Mitosenanzahl bzw. lassen sich die bereits in der Literatur gefundenen Assoziationen im
vorliegenden Kollektiv bestatigen?

e Wie stellt sich der klinische Verlauf der Patienten mit GIST hinsichtlich der
unterschiedlichen klinisch-pathologischen Paramter dar?

e Wie stark sind jeweils die proliferationsassoziierten Proteine E2F1, Myc, Cyclin D1,
Cyclin A2 und Cyclin B1 in Bezug auf die einzelnen klinisch-pathologischen Parameter
exprimiert?

e Bestehen signifikante Unterschiede in den Expressionsspiegeln oben genannter Proteine
bei GIST in Abhangigkeit von Lokalisation, Morphologie, Mutation, TumorgréRe oder
Mitosenanzahl?

o Wie stellt sich der klinische Verlauf der Patienten mit GIST dar, die jeweils hohe bzw.
niedrige Expressionen der proliferationsassoziierten Proteine aufweisen?

e Ldsst sich daraus eine mdgliche prognostische Bedeutung ableiten, anhand derer mit oben
genannten Antikorpern im klinischen Alltag die Aggressivitat und der klinische Verlauf

der GIST eingeschétzt werden kdnnten?
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Dissertation wurden 148 Patienten mit einem gastrointestinalen
Stromatumor untersucht. Die Diagnose ,,GIST* wurde histomorphologisch und
immunhistochemisch gestellt. Mitosen wurden in 50 hochauflésenden Gesichtsfeldern
ausgezahlt. Die Klassifikation erfolgte nach dem Schema von Fletcher (Fletcher 2002), und
auch nach dem Schema von Miettinen (Miettinen und Lasota 2006). Der klinische Verlauf
nach der Operation wurde durch Anschreiben an die Hausarzte erfragt und aus den
Patientenakten erhoben. Ein Tumorbefall von Leber, Peritoneum, Lunge, Lymphknoten oder
von anderen Organen, sowie das Auftreten eines Lokalrezidivs wurden als Progress gewertet.
Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Universitdtsmedizin befurwortet (Ethik-
Votum 9/9/07 vom 10.04.2008).

2.2 Tissue Mikroarrays

Mit dem Tissue Mikroarrayer steht ein manuell zu bedienendes Laborgerét zur Verfugung,
das es ermdglicht, zahlreiche Gewebeproben verschiedener Patienten in Form kleiner
Stanzkerne von 0,1 cm Durchmesser in einem einzigen Paraffinblock als gemeinsame Matrix
anzulegen. Dazu besitzt der Tissue Mikroarrayer zwei Hohlstanzen.

Mit der ersten Stanze wurde ein Loch in einen Empféangerparaffinblock gestanzt.
AnschlieBend wurde ein préaziser Stanzkern aus einem selektierten Bereich eines
Spenderparaffinblocks, in diesem Fall aus dem Gewebeparaffinblock, durch die zweite
Hohlstanze entnommen und in das vorgefertigte Loch des Empfangerblocks platziert
(Abbildung 2.2-1).
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Abb. 2.2-1: Die Abbildung zeigt den manuellen Tissue Mikroarrayer mit dem korrekten Sitz eines
Empfangerblockes (aus AlphaMetrix Biotech GmbH 2005b, S. 10).

Der Vorteil der Tissue-Microarray-Technologie liegt hierbei in der Mdglichkeit, eine grolie
Anzahl von Gewebeproben simultan immunhistochemisch untersuchen zu koénnen, was
Reagenzien, Arbeitszeit und Paraffinmaterial spart, und eine bessere Vergleichbarkeit der
Ergebnisse ermdglicht. Abhéngig von der Dicke der Originalblocke kénnen aus einem Array-
Block bis zu 300 Schnitte entstehen. Bei einer StanzgroRe von 0,1 cm und einer regelmaiigen
Matrix mit einem Mittelpunktsabstand von 1,8 mm kdnnen auf einem Objekttrager 96
Gewebsstanzen  aufgebracht ~ werden, die  anschlieBend  histologischen  und

immunhistochemischen Untersuchungen zur Verfugung stehen (Abbildung 2.2-2).

Abb. 2.2-2: Die Abbildung zeigt die Herstellung eines TMAS. Zunéchst wird ein praziser Stanzkern aus
einem selektierten Bereich eines Spenderparaffinblocks durch eine Hohlstanze entnommen und in das
vorgefertigte Loch des Empféangerblocks platziert. Der Empféngerparaffinblock kann anschlieRend mit
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dem Mikrotom geschnitten werden und die Schnitte werden auf einem Obkejttrager aufgebracht.
SchliefZlich kénnen die auf dem Objettrager aufgebrachten Gewebeproben unter dem Mikroskop
betrachtet werden (aus AlphaMetrix Biotech GmbH 2005a, S. 3).

Auf einem Tissue Array wurden je sechs Gewebeproben von 16 Patienten untersucht (Tabelle
2.2.-1).

Spalte |1 2 |3 |4 |3 (6 |Z |8 |2 |10 |11 12 |13
A Leber 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
B Leber 3 |3 |3 |3 |3 |3 (4 |4 (4 (4 |4 |4
C PK-Mukosa 5 |5 5 5 5 5 6 6 6 6 6 6
D PK-Mukosa 7 7 7 7 7 7 8 8 8 |8 8 8
E PK-Muskel 9 (9 |9 |9 (9 |9 |10 |10 |10 |10 |10 |10
F PK-Muskel 11 (11 |11 |11 |11 |11 |12 |12 |12 |12 |12 |12
G PK-PDGFRA 13 |13 |13 |13 |13 |13 (14 |14 |14 |14 |14 |14
H PK-PDGFRA 15 |15 |15 |15 |15 |15 |16 |16 |16 |16 |16 |16

Tab. 2.2-1: Die Tabelle zeigt das Beispiel einer Matrix fir ein Tissue Mikroarray. In der ersten Spalte
wurden Gewebeproben aus der Leber, Magen-Mukosa, Magen-Muskulatur, sowie ein PDGFRA-
mutierter GIST eingefugt, um sich hinterher bei der Mikroskopie und Auswertung orientieren zu kénnen.
Desgleichen konnten diese Normalgewebe als Positiv-Kontrollen fir verschiedene Antikdrper verwendet
werden. Die Ziffern geben an, welchem Patienten das Gewebe zuzuordnen ist (Bsp.: Zeile A, Spalte 2
beinhaltet eine Gewebeprobe von Patient 1).

Vor dem Schneiden des Array-Paraffinblocks mussten die Stanzen zundchst mit dem
umgebenen Paraffin verbunden werden. Nach einer halbstiindigen Erwdarmung bei 37°C
konnten zundchst grobere Ungleichheiten in der Eindringtiefe der Stanzkerne in den
Empfangerblock durch manuelle Kompression mittel eines Glasobjekttragers ausgeglichen
werden. Anschlielend wurde durch die Erwarmung des TMAs auf 60°C fir 15 Minuten das
Paraffin verflissigt, so dass ein optimaler Verbund zwischen den Stanzkernen und dem
umgebenden Paraffin erreicht werden konnte. Nun konnten nach einer abschlieBenden
Abkiihlung des Blockes bei -20°C fur 5 Minuten mit dem Mikrotom Schnitte von 1 um Dicke

abgenommen und auf einen Objekttrager tbertragen werden.
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2.3 Immunhistochemie

2.3.1  Antikérper-Vorbehandlung und Verdinnung

Als erster Schritt der Vorbehandlung stand die Entparaffinierung im Vordergrund. Hierzu
wurden die auf Objekttrager fixierten Paraffinschnitte zunéchst in einer Xylol-Lésung 15
Minuten inkubiert, um das Paraffin zu lI6sen. Anschlieend wurde in einer absteigenden
Alkoholreihe das Paraffin ausgewaschen und Wasser in das Gewebe eingelagert, so dass
spater die immunhistochemische Farbung durchgefiihrt werden konnte. Hierbei folgte drei
100%igen Alkohol-Ldsungen (je 1-2 Minuten) ein 96%iges Alkoholbad (1-2 Minuten), das
von einer 75%-Alkohol-Losung (1-2 Minuten) abgeschlossen wurde. Die Entparaffinierung
wurde durch eine Spulung unter demineralisiertem Wasser beendet.
Die weitere Vorbehandlung beinhaltete eine Auftragung von Citrat-Puffer-Losung auf die
Gewebeproben, die sich aus zwei Stammldsungen zusammensetzte:

- Stammldsung | 21g CH3COOH/ 11 bi-dest. H,O

- Stammldsung 11 29,4q tri-CH3COO-Na x 2H,0/ 11 bi-dest. H,0
18ml von Stammlésung | und 82ml von Stammlésung Il ergaben auf 11 bi-dest. H,0 den
erforderten pH-Wert von 6,0.
Nach erfolgter Citratpuffer-Auftragung wurden die Objekttrager fur 45 Minuten in einem
Dampfgarer inkubiert und die fir die immunhistochemischen Féarbungen bendtigten
Priméarantikorper verdinnt (Tabelle 2.3-1):

Antikérper  Clone-ID  Bestell-Nr. Firma Verdinnung Zelluléare
(Stadt, Land) Lokalisation
E2F1 KH95 MA1- Dianova 1:200 nucleér
26623 (Hamburg,
Deutschland)
Cyclin D1 SP4 Neo- Medac GmbH 1:100 nuclear

Markers (Wedel,
Deutschland)
Cyclin A2 Y193 1540-1 Epitomics, Inc. 1:100 nuclear
(Burlingame,
USA)
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Cyclin B1 Y106 1495-1 Epitomics, Inc. 1:100 nucleér
(Burlingame,
USA)

Myc Y69 1472-1 Epitomics, Inc. 1:50 nucledr
(Burlingame,
USA)

Tab. 2.3-1: In der Tabelle sind die verwendeten Antikérper mit der jeweiligen Clone-ID, sowie die
Bestellnummer und die Firma mit Firmensitz dargestellt. Weiterhin sind fir jeden Antikérper die
benutzen Verdiinnungen angegeben.

2.3.2  Immunhistochemische Farbung

Fir das immunhistochemische Verfahren wurde das Dako REAL™ Detection System,
Alkaline Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse verwendet. Das auf der LSAB-Methode
(markiertes Streptavidin-Biotin) beruhende Kit wurde in einem Drei-Schritte-Verfahren
eingesetzt. Zuerst wurde das Gewebe mit dem optimal verdinntem Primdrantikorper, danach
mit Dako REAL™ Link, Biotinylated Secondary Antibodies (AB2) und zuletzt mit Dako
REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) konjugiert. AbschlieBend wurde die
Reaktion mit dem im Kit ebenfalls enthaltenden RED Chromogen sichtbar gemacht.

Bei diesem Farbevorgang erfolgte als erstes eine finfmindtige Waschung der Tissue
Mikroarrays 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) inkubiert, worauf sich eine zehnminutige Einwirkung mit dem primaren
Antikorper (Tabelle 2.3-1.) anschloss. Nach dreimaligem Waschen mit dem TRIS-Puffer
wurde der sekundare Antikorper (Dako REAL™ Detection System, Alkaline
Phosphatase/RED, Link, Biotinylated Secondary Antibody) fiir 20 Minuten hinzugegeben.
Nun wurde abermals mit dem TRIS-Puffer dreimal gewaschen und daraufhin das AP-Enzym-
Konjugat (Dako Real™ Detection, Alkaline Phophatase/RED Streptavidin Alkaline
Phosphatase (AP)) fur 20 Minuten inkubiert, so dass abschliefend nach erneuter dreimaliger
Waschung mit TRIS-Puffer die Farbreaktion mit Chromogen (Dako REAL™ Detection
System, Chromogen (RED)) ablaufen konnte. Hierbei wirkte das Chromogen (Ansatz: 1 ml
Puffer + 40ul RED1 + 40pul RED2 + 40ul RED3 + 5ul Levamisol) 20 Minuten ein. Um die
nicht gebundenen Antikérper vom Gewebe zu trennen, wurden die Objekttrager mit

demineralisiertem Wasser abgespult. Eine anschlieRende Gegenfarbung mit Hdmalaun nach
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Mayer bléute die nicht antikorperbesetzten Zellbestandteile, so dass spéter unter dem
Mikroskop sowohl die positiv geféarbten, als auch die fir den Antikérper negativen
Gewebeproben sichtbar waren. Um die Tissue Mikroarrays auf dem Objekttrédger eindecken
zu konnen, musste als letzter Schritt das Wasser wieder aus dem Gewebe herausgespult und
Xylol eingezogen werden, da das Eindeckmedium xylol-haltig war und somit eine l&angere
Haltbarkeit der Proben gewahrleistet wurde. Eine aufsteigende Alkoholreihe mit 75%igem
Alkohol, 96%igem Alkohol und dreimal 100%igem Alkohol und ein abschlieRendes

dreimaliges Xylol-Bad flihrten schlieRlich zu dem gewiinschten Ergebnis.

2.4  Quantitative Auswertung

Die immunhistochemisch geférbten Gewebeproben wurden zunéchst jeweils einzeln unter
dem Mikroskop aufgesucht und dann mit einer VergroRerung von 200-fach digital fotografiert
(Abbildung 2.4-1).

Die digitalen Fotos der einzelnen Gewebeproben wurden anschlieBend mit Hilfe einer
Computer-gestutzten Anwendung quantitativ ausgewertet. Die Software, die von Dr. Robert
Cameron (Cameron et al. 2008) programmiert wurde, erkennt und zahlt die Zellkerne in zwei
getrennten Durchldufen. Zundchst werden nur die rot angefarbten, positiven Zellkerne
ausgezahlt, welche das gesuchte Protein exprimieren. In einem zweiten Durchlauf werden
dann alle Zellkerne ausgezéhlt, auch die blau gefarbten, welche das gesuchte Protein nicht
exprimieren (Abbildung 2.4-2). Aus dem Verhaltnis der markierten positiven Zellkerne zu
allen markierten Zellkernen lasst sich quantitativ bestimmen, wie viel Prozent der

Tumorzellen ein gesuchtes Protein exprimieren (z.B. 12%).
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Abb. 2.4-1: Die Abbildung zeigt die immunhistochemisch gefarbten Gewebeproben bei 200-facher
VergrofRerung unter dem Mikroskop. A) Dieses Gewebe weist eine hohe Expression von Cyclin B1 auf
nach immunhistochemischer Farbung mit dem Primarantikdrper; B) Dieses Gewebe zeigt eine niedrige
Expression von Cyclin B1 nach immunhistochemischer Farbung mit dem Primarantikorper.

Abb. 2.4-2: Die Abbildung zeigt die computer-gestiitzte quantitative Auswertung der digital fotografierten
Gewebeproben. Bild A zeigt eine Gewebeprobe bei 200-facher VergrolRerung unter dem Mikroskop,
nachdem diese mit dem Primarantikdrper E2F1 immunhistochemisch gefarbt wurde. In Bild B werden
mithilfe der computer-gestitzten Anwendung nur die rot angefarbten, positiven Zellkerne ausgezahit,
welche E2F1 exprimieren. In einem zweiten Durchlauf (Bild C) werden alle Zellkerne ausgezahlt. Aus
dem Verhaltnis der markierten positiven Zellkerne zu allen markierten Zellkernen Iasst sich quantitativ
bestimmen, wie viel Prozent der Tumorzellen E2F1 exprimieren.
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2.5  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung des Computerprogramms Statistika 8.0
(StatSoft, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Ein statistisches Ergebnis wurde als
signifikant gewertet, wenn der p-Wert < 0,05 betrug.

Zunachst wurden die Kklinisch-pathologischen Parameter Lokalisation, Morphologie,
Tumorgrolle, Mitosenanzahl/ 50 HPFs und Mutationsstatus untereinander verglichen. Die
statistische Auswertung erfolgte dabei mithilfe von t-Tests fur unverbundene Stichproben,
sowie Chi%-Tests. T-Tests fir unverbundene Stichproben wurden bei nominalen Daten
angewandt. Die graphische Darstellung dieser Ergebnisse erfolgte mittels Box-Plots (siehe
einzelne Abbildungen; Balken innerhalb der Box: Median, Box: 25 bzw. 75% Quantil, &ulere
Begrenzungsbalken: Minimum/Maximum ohne AusreifRer, Dreiecke: Originaldaten).
Chi®-Tests wurden bei kategorialen Variablen angewandt. Hierbei wurde im Rahmen des
Vierfeldertests der Zusammenhang zwischen zwei Alternativmerkmalen untersucht. Die
Darstellung dieser Ergebnisse erfolgte tabellarisch.

AnschlieBend wurde die Expression der flnf untersuchten Proteine auf Korrelationen mit den
oben genannten Klinisch-pathologischen Parametern getestet. Dies erfolgte ausschliellich
mittels t-Tests fir unverbundene Stichproben, wobei auch hier die Ergebnisse durch Box-
Plots graphisch dargestellt wurden.

Der klinische Verlauf wurde abschlieBend mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt,
wobei die Signifikanzen der Ergebnisse mit dem Log-Rang-Test tberprift wurden. Der Log-
Rang-Test basiert ebenfalls auf der Chi*Verteilung und dient dazu, die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten zweier Gruppen miteinander zu vergleichen, wobei auch

zensierte Daten erlaubt sind.

2.6 Reagenzien und Gerate

Geréat/Reagenz Firma Firmensitz Land

Manueller Tissue-Arrayer AlphaMetrix Biotech GmbH Rddermark Deutschland
MTA-1

Dako REAL™ Detection Dako Denmark A/S Glostrup Dénemark
System, Alkaline

Phosphatase/RED,

Rabbit/Mouse
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Dako REAL™ Biotinylated
Secondary Antibodies (AB2)
Dako REAL™ Streptavidin
Alkaline Phosphatase (AP)
Dako REAL™ Chromogen
Red 1

Dako REAL™ Chromogen
Red 2

Dako REAL™ Chromogen
Red 3

Dako REAL™ AP Substrate
Buffer

Dako REAL™ Levamisole
BSA-Fraktion V

Paraffin

Obijekttrager

Deckglaser

Xylol

Ethanol

H,0O destilliert
Citronensaure
Tri-Natriumcitrat
TRIS-Puffer
Natriumchlorid

Héamalaun/ Hamatoxylin
Schlittenmikrotom

Dampfgarer “Multigourmet”

Mirkoskop Olympus BX40

Digitalkamera Olympus
C-5050

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S
Merck KGaA

Euro OTC Pharma
Menzel GmbH & Co. KG
Menzel GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Dako Denmark A/S
Reichert-Jung

B. Braun Biotech
International GmbH
Olympus Europa Holding
GmbH

Olympus Europa Holding
GmbH

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Glostrup
Darmstadt
Bonen
Braunschweig
Braunschweig
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Glostrup
Nussloch

Melsungen

Hamburg

Hamburg

Dénemark

Déanemark

Déanemark

Danemark

Danemark

Danemark

Dénemark

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Dénemark

Deutschland
Deutschland

Deutschland

Deutschland

Tab. 2.6-1: In der Tabelle sind die verwendeten Reagenzien und Geréate inklusive der Firma und des

Firmensitzes, von welcher sie stammen, dargestelit.
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3 Ergebnisse

3.1 Darstellung des untersuchten Kollektivs

3.1.1  Geschlechterverhaltnis und Altersverteilung der Patienten

68 der 148 Patienten waren weiblich (45,9%), 80 Patienten waren mannlich (54,1%). Dies
entspricht einem Geschlechterverhéltnis Frauen zu Ménner von 1:1,2.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag zwischen 33 und 90 Jahren. Hierbei
betrug im Durchschnitt das Alter der Frauen 67,4 Jahre (x 12,6 Jahre) und das Alter der
Manner 63,7 Jahre (x 11,5 Jahre) (Abbildung 3.1.1-1).

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung bestand kein signifikanter Unterschied im Alter zum

Zeitpunkt der Operation (t-Test fur unverbundene Stichproben, p = 0,06).
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Abb. 3.1.1-1: Altersverteilung der 148 GIST- Patienten, nach Geschlecht getrennt

3.1.2 Lokalisation

Von den 148 gastrointestinalen Stromatumoren befanden sich 93 Tumoren im Magen
(62,8%), 42 Tumoren im Dinndarm (28,4%) und 13 im Dickdarm (8,8%).
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3.1.3  Morphologie

Es lagen 90 spindelzellige Tumoren vor (60%), 15 Tumoren waren epitheloid (10,1%) und 43
Tumoren wiesen eine gemischte Morphologie auf (29,1%). Da die epitheloiden und
gemischten Tumoren fir sich genommen zu selten waren, wurden sie im Folgenden als eine

gemeinsame Gruppe betrachtet.

3.1.4  Tumorgrole

Die maximale Grolie der Tumoren reichte von 0,7 cm bis 30 cm. Im Mittel lag die GroRe der

Tumoren bei 6,6 cm (£ 4,8 cm).

3.1.5 Mitosenanzahl pro 50HPFs

Die Anzahl der Mitosen wurde pro 50 HPFs (,,High Power Fields*) bestimmt.

Im vorliegenden Kollektiv betrugen die Werte zwischen 0 und 148 Mitosen/ 50 HPFs. Im
Mittel waren es 16,4/ 50 HPFs (£ 31,5/ 50HPFs). Fiir eine einfachere Auswertung wurden
entsprechend der Klassifikation nach Miettinen zwei Gruppen mit <5 bzw. >5 Mitosen pro 50
HPFs gebildet. In der Gruppe < 5 Mitosen/ 50 HPFs waren es 95 Tumoren (64,2%), in der
Gruppe > 5 Mitosen/ 50 HPFs waren es 53 Tumoren (35,8%) im untersuchten Kollektiv.

3.1.6  Mutationsstatus

Die GIST konnten nach dem Mutationsstatus unterteilt werden in GIST mit einer KIT-
Mutation und in GIST mit einer PDGFRA-Mutation.

Hierbei ergaben sich 92 GIST mit einer KIT-Mutation (82,1%) und 20 GIST mit einer
PDGFRA-Mutation (17,9%). Bei 36 Tumoren wurde der Mutationsstatus nicht ermittelt.
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3.1.7 Risikoklassifikation

3.1.7.1 Klassifikation nach Fletcher

Nach der Risikoklassifikation von Fletcher lagen im beschriebenen Kollektiv 17 GIST mit
einem sehr niedrigen Risiko vor (11,5%), 39 GIST besaRen ein niedriges Risiko (26,4%), 38
Tumoren hatten ein mittleres Risiko (25,7%) und 54 GIST wurden in der Risikoklassifikation

mit einem hohen Risiko eingestuft (36,5%).

3.1.7.2 Klassifikation nach Miettinen (2006)

In der Risikoklassifikation nach Miettinen (2006) hatten 17 GIST ein sehr niedriges Risiko
(11,5%). 66 Tumoren wurden einem niedrigen Risiko zugeordnet (44,6%), 18 GIST besalen
ein mittleres Risiko (12,2%) und 47 GIST wiesen ein hohes Risiko auf (31,8%).

Da sich die Einteilung der Risikogruppen auf die Grundparamter Lokalisation, TumorgroRRe
und Mitosenanzahl bezieht, wurden in den folgenden Abschnitten jeweils nur die

Grundparameter ausgewertet.

3.1.8  Follow up

Von den 148 Patienten lagen zum Zeitpunkt der Erhebung der Daten bei 123 Patienten
Angaben zum Progress und zum krankheitsfreien Uberleben vor.

Es fand sich bei 36 GIST- Patienten (29,3%) ein Progress, d.h., eine Metastasierung in ein
anderes Organ. Das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit Progress lag zwischen 0 und
84 Monaten und betrug im Mittel 19 Monate (x 22 Monate).

87 Patienten (70,7%) wiesen keinen Progress auf. Hier betrug das krankheitsfreie Uberleben

zwischen 0 und 156 Monaten, im Mittel waren es 44 Monate (£ 37 Monate).
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3.2  Vergleich der klinisch- pathologischen Parameter
untereinander

3.21 Lokalisation

3.2.1.1 Im Vergleich zur Morphologie

52 (57,8%) der insgesamt 90 Tumoren mit spindelzelliger Morphologie waren im Magen
lokalisiert, 29 (32,2%) der spindelzelligen Tumoren waren im Dinndarm und 9 (10%) waren
im Dickdarm lokalisert. 41 der Tumoren (70,7%) mit epitheloid-gemischter Morphologie
waren im Magen lokalisiert, 13 Tumoren (22,4%) waren im Dunndarm und 4 Tumoren

(6,9%) mit epitheloid-gemischter Morphologie waren im Dickdarm lokalisiert.

Hinsichtlich der Morphologie konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Lokalisationen festgestellt werden (Chi?-Test, p> 0,05, Tabelle 3.2.1-1).

_ ] ) spindelzellig
spindelzellig (SP) epltrEeEIgl_c(iz-gée'\rAn)lscht VS
epitheloid-gemischt

Anzahl (%) Anzahl (%) p- Wert

Magen 52 (57,8) 41 (70,7) p=0,1

Dunndarm 29 (32,2) 13 (22,4) p=0,2

Dickdarm 9 (10) 4 (6,9) p=0,5
Gesamt 90 (100) 58 (100)

Tab. 3.2.1-1: Die Tabelle zeigt fir jede Lokalisation die absoluten und relativen Haufigkeiten der
spindelzelligen und der epitheloid-gemischten Tumoren. Weiterhin sind die beim Chi2-Test ermittelten p-
Werte beim Vergleich zwischen den Morphologien pro Lokalisation angegeben.

3.2.1.2 Im Vergleich zur Tumorgrofie

Die maximale TumorgroRe der GIST im Magen lag zwischen 0,7 und 30 cm. Im Mittel betrug

die maximale TumorgroRe 6,2 cm (£ 4,7 cm).
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Im Dunndarm waren die GIST zwischen 1 und 25 cm groR, hier lag der Mittelwert bei 7,6 cm
(= 5,1 cm). Im Dickdarm lag die maximale TumorgroRe zwischen 0,9 und 15 cm und betrug
im Mittel 5,6 cm (£ 4,2 cm).

Der Vergleich der maximalen TumorgréRe im Magen, Dinndarm und Dickdarm zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Lokalisationen (t-Test fur unverbundene
Stichproben, p> 0,05).

3.2.1.3 Im Vergleich zur Mitosenanzahl

Die Mitosenanzahl der GIST im Magen lag zwischen 0 und 148/ 50 HPFs und betrug im
Mittel 12,6/ 50 HPFs (x 25,4/ 50 HPFs). Im Dinndarm betrug die Mitosenanzahl zwischen 0
und 138/ 50 HPFs, der Mittelwert lag bei 19,2/ 50 HPFs (£ 33,3/ 50 HPFs). GIST im
Dickdarm besal’en eine Mitosenanzahl zwischen 0 und 145/ 50 HPFs, hier lag der Mittelwert
bei 34,2/ 50 HPFs (+ 54,1/ 50 HPFs).

Es zeigte sich, dass GIST im Dickdarm eine signifikant héhere Mitosenanzahl/ 50 HPFs
aufwiesen als GIST im Magen (t-Test fiir unverbundene Stichproben, p= 0,02). Zwischen den
ubrigen Organen bestand hinsichtlich der Mitosenanzahl/ 50 HPFs Kkein signifikanter
Unterschied (Abbildung 3.2.1-1).
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Abb. 3.2.1-1: Anzahl der Mitosen/ 50 HPFs in den einzelnen Organen
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3.2.1.4 Im Vergleich zum Mutationsstatus

PDGFRA-Mutationen kamen ausschlief3lich im Magen vor und waren dort relativ betrachtet
signifikant haufiger als KIT-Mutationen (Chi2-Test, p= 0,0002). Infolgedessen waren im
Dinndarm, wo keine Tumoren PDGFRA-mutiert waren, signifikant haufiger KIT-mutierte
GIST zu finden (p= 0,002). Aufgrund der geringen Fallzahl im Dickdarm lieRen sich dort

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mutationen zeigen (Tabelle 3.2.1-2).

KIT PDGFRA KIT
vs PDGFRA
Anzahl (%) Anzahl (%) p- Wert
Magen 51 (55,4) 20 (100) p=0,0002
Dinndarm 32 (34,8) 0 (0) p= 0,002
Dickdarm 9(9,8) 0 (0) p=0,1
Gesamt 92 (100) 20 (100)

Tab. 3.2.1-2: Die Tabelle zeigt fur jede Lokalisation die absoluten und relativen Haufigkeiten der KIT-
mutierten und der PDGFRA-mutierten GIST. Weiterhin sind die beim Chi2-Test ermittelten p-Werte
beim Vergleich zwischen den Mutationsgruppen pro Lokalisation angegeben.

3.2.2 Mutation

3.2.2.1 Im Vergleich zur Morphologie

69,6% der KIT-mutierten GIST und 15% der PDGFRA-mutierten GIST wiesen eine
spindelzellige Morphologie auf; damit wiesen die KIT-mutierten GIST signifikant h&ufiger
eine spindelzellige Morphologie auf als die PDGFRA-mutierten GIST (Chi2-Test, p< 0,0001).
Im Gegensatz dazu wiesen die PDGFRA-mutierten Tumoren mit einem Anteil von 85%
signifikant haufiger eine epitheloid-gemischte Morphologie auf als die KIT-mutierten GIST,
bei denen der Anteil 30,4% betrug (p< 0,0001) (Tabelle 3.2.2-1).
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KIT PDGFRA KIT vs PDGFRA
Anzahl (%) Anzahl (%) p- Wert
spindelzellig 64 (69,6) 3 (15) p< 0,0001
epitheloid- gemischt 28 (30,4) 17 (85) p< 0,0001
Gesamt 92 (100) 20 (100)

Tab. 3.2.2-1: Die Tabelle zeigt fir jede morphologische Gruppe die absoluten und relativen Haufigkeiten
der KIT-mutierten und PDGFRA-mutierten GIST. Weiterhin sind die beim Chi2-Test ermittelten p-Werte
beim Vergleich zwischen den Mutationsgruppen pro morphlogischer Gruppe angegeben.

3.2.2.2 Im Vergleich zur Tumorgrofie

In der Untergruppe der KIT-mutierten GIST lag die maximale TumorgréRe zwischen 0,7 und
30 cm. Hier betrug der Mittelwert 7,4 cm (x 5,4 cm). PDGFRA-mutierte GIST wiesen eine
maximale Tumorgrélie zwischen 1 und 11 cm auf, im Mittel betrug die GroRe 5,4 cm (x 2,8
cm). Innerhalb der beiden Mutationsgruppen bestand kein signifikanter Unterschied

hinsichtlich der TumorgroéRe.

3.2.2.3 Im Vergleich zur Mitosenanzahl

KIT-mutierte GIST wiesen zwischen 0 und 148 Mitosen/ 50 HPFs auf, im Mittel waren es
20,1/ 50 HPFs (x 35,2/ 50 HPFs). In der Gruppe der PDGFRA-mutierten GIST lag die Anzahl
der Mitosen zwischen 0 und 80/ 50 HPFs, der Mittelwert lag bei 7,4/ 50 HPFs (x 17,2/ 50
HPFs). Es bestand innerhalb der Mutationsuntergruppen kein signifikanter Unterschied
bezogen auf die Mitosenanzahl/ 50 HPFs.
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3.2.3  Morphologie

3.2.3.1 Im Vergleich zur TumorgroRle

Die maximale TumorgroRe bei spindelzelligen GIST lag zwischen 0,7 und 30 cm und betrug
im Mittel 6,2 cm (£ 4,9 cm). Epitheloid-gemischte Tumoren waren zwischen 1 und 21 cm
grol3 und wiesen einen Mittelwert von 7,2 cm (+ 4,6 cm) auf.

Hinsichtlich der Tumorgrélle bestand zwischen den einzelnen Morphologien Kkein

signifikanter Unterschied.

3.2.3.2 Im Vergleich zur Mitosenanzahl

Spindelzellige GIST wiesen zwischen 0 und 125 Mitosen/ 50 HPFs auf, im Mittel waren es
12,5/ 50 HPFs (£ 26,2/ 50 HPFs). In der Gruppe der epitheloid-gemischten Tumoren lag die
Anzahl der Mitosen zwischen 1 und 148/ 50 HPFs; hier lag der Mittelwert bei 22,6/ 50 HPFs
(+ 37,8/ 50 HPFs).

Es zeigte sich zwischen den morphologisch verschiedenen Gruppen kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Mitosenanzahl/ 50 HPFs.

3.3 Darstellung der Expression der untersuchten Proteine

3.3.1 Im Vergleich zur Lokalisation

Fur alle untersuchten funf Proteine sind die mittleren Expressionswerte (inklusive der
Standardabweichung) flr die einzelnen Lokalisationen in Tabelle 3.3.1-1 angegeben. Im

Folgenden werden nur signifikante Unterschiede beschrieben.
E2F1 zeigte im Dlnndarm eine mittlere Expression von 1,6 % (+ 1,7%) und war damit im
Dunndarm signifikant niedriger exprimiert als im Magen (5,1% * 4,9%, p= 0,00004), und im

Dickdarm (3,9% = 4,1%, p= 0,005) (Abbildung 3.3.1-1).

37



3 Ergebnisse

24
22
20
18
16
14
12
10

E2F1- Expression

o N b O @

Dinndarm Dickdarm

Abb. 3.3.1-1: Die Abbildung zeigt die prozentuale E2F1- Expression in den verschiedenen Lokalisationen.

Die Expression von Cyclin B1 war mit 8,2% (£ 8,7%) im Dunndarm signifikant héher als im
Magen; dort lag die mittlere Expression bei 4,1% (£ 5,0%) (p= 0,001) (Abbildung 3.3.1-2).
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Abb. 3.3.1-2: Die Abbildung zeigt die prozentuale Cyclin-B1- Expression in den verschiedenen
Lokalisationen.
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Magen Dunndarm Dickdarm M vs MvsD DDvsD
(xStdabw.)  (xStdabw.)  (xStdabw.) DD

p-Wert  p-Wert  p-Wert
MYC 04(£09) 08(x09)  04(x0,8) 0,1 0,9 0,4
CCNDLl  53(+83) 3273 50(x78) 0,2 0,9 0,5
CCNAZ  33(+49) 53(81) 59(72 008 0,1 08
CCNBl 41500 82(+87)  45(x48) 0,001 08 0,2

E2F1 51(x4,9)  16(x1,7)  39(x41) 000004 04 0,005

Tab. 3.3.1-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression und die dazugehdrige Standardabweichung
(Stdabw.) der untersuchten Gene im Magen (M), Dinndarm (DD), Dickdarm (D). Weiterhin kann man
aus der Tabelle die beim t-Test ermittelten p-Werte beim Vergleich der Proteinexpression zwischen
jeweils zwei unterschiedlichen Lokalisationen entnehmen.

3.3.2  Im Vergleich zur Morphologie

Die mittleren Expressionswerte (inklusive der Standardabweichung) fiir die morphologischen
Gruppen sind fur alle untersuchten Proteine in Tabelle 3.3.2-1 angegeben. Im Folgenden
werden nur signifikante Unterschiede dargestellt.

Die Expression von Cyclin A2 war in epitheloid-gemischten Tumoren 2,1-fach hoher als in

spindelzelligen Tumoren (p= 0,003).

Auch die Expression von Cyclin B1 war in epitheloid-gemischten GIST hoher als in
spindelzelligen GIST, hier lag der Faktor bei 1,7 (p= 0,01) (Abbildung 3.3.2-1).
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Relative Anzahl der positiven Kerne (%)
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Abb. 3.3.2-1: Diese Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Cyclin A2 und Cyclin Bl in

spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST.

spindelzellig epitheloid-gemischt spindelzellig
(xStdabw.) (xStdabw.) VS
epitheloid-gemischt
Verhéaltnis/ p-Wert
MYC 0,4 (x0,6) 0,7(x11) 0,2
CCND1 4,7 (+8,3) 47 (+7,6) 1,0
CCNA2 2,9 (£4,6) 6,0 (£7,8) 0,48/ 0,003
CCNB1 4,1 (x£5,4) 70(x75) 0,59/ 0,01
E2F1 3,8(x4,2) 4,2 (£4,8) 0,6

Tab. 3.3.2-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression und die dazugehdrige Standardabweichung

(Stdabw.) der untersuchten Gene in spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST. Weiterhin kann man

aus der Tabelle die beim t-Test ermittelten p-Werte beim Vergleich der Proteinexpression zwischen

jeweils zwei unterschiedlichen Morphologien entnehmen. Bei den signifikanten Unterschieden wurde vor

dem p-Wert zusétzlich das Verhaltnis der Proteinexpressionen angegeben.
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3.3.3 Im Vergleich zur Tumorgroide

Die mittleren Expressionswerte fur GIST kleiner als 5 cm und fur GIST groRer als 5 cm sind
fir alle untersuchten Proteine in Tabelle 3.3.3-1 angegeben. Im Folgenden werden nur

signifikante Unterschiede dargestellt.

Die mittlere Expression von E2F1 betrug in GIST kleiner als 5 cm 3,0 % (£ 4,4%) und in
GIST groRer als 5 cm 4,8 % (+ 4,3%). E2F1 war damit in Tumoren, die groRer als 5 cm
waren, signifikant hoher exprimiert als in GIST, deren Grofie weniger als 5 cm betrug (p=
0,02) (Abbildung 3.3.3-1).
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Abb. 3.3.3-1: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von E2F1 in GIST <5 cm und in GIST > 5
cm.

Bei Cyclin B1 betrug die mittlere Expression in GIST kleiner als 5 cm 4,3% ( 5,2%) und in
GIST groRer als 5 cm 6,1% (£7,3%). Cyclin B1 war damit in Tumoren, die grofer als 5 cm
waren, tendenziell héher exprimiert (p=0,09).

Die mittlere Expression von Myc betrug in GIST kleiner als 5 cm 0,3% (% 0,4%) und in GIST
groRer als 5 cm 0,7% (x 1,1%), diese hdhere Expression von Myc in GIST groRer als 5 cm
war im Vergleich knapp nicht signifikant (p= 0,06) (Abbildung 3.3.3-2).
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Abb. 3.3.3-2: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Myc und Cyclin B1in GIST <5 cm und
in GIST > 5 cm. Beide Proteine zeigten eine tendenziell hthere Expression in GIST gréRer als 5 cm.

<5 (xStdabw.) > 5 (xStdabw.) p-Wert
MYC 0,3(x0,4) 0,7(x£11) 0,06
CCND1 3,7 (x7,1) 5,4 (+8,7) 0,2
CCNA2 38(£6,1) 4,4 (+6,3) 0,6
CCNB1 4,3 (£5,2) 6,1 (x7,3) 0,09
E2F1 3,0(x4,4) 4,8 (+ 4,3) 0,02

Tab. 3.3.3-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression und die dazugehdrige Standardabweichung
(Stdabw.) der untersuchten Gene in GIST <5 cm und in GIST > 5 cm. Weiterhin kann man aus der
Tabelle die beim t-Test ermittelten p-Werte beim Vergleich der Proteinexpression zwischen den beiden
TumorgroéRen-Gruppen entnehmen.

3.3.4 Im Vergleich zur Mitosenanzahl

Fur alle untersuchten Proteine sind die mittleren Expressionswerte in GIST mit weniger als 5
Mitosen/ 50 HPFs und in GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs in Tabelle 3.3.4-1
angegeben.

Der Unterschied bei E2F1 war zwar knapp nicht signifikant (p= 0,053), jedoch kann man
erkennen, dass E2F1 in GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs hoher exprimiert war als in
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GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50 HPFs (Abbildung 3.3.4-1). In Tumoren mit mehr als 5
Mitosen/ 50 HPFs betrug die mittlere Expression von E2F1 5,0% (z 4,1%), in Tumoren mit
weniger als 5 Mitosen/ 50 HPFs lag sie bei 3,4 % (+ 4,5%).
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Abb. 3.3.4-1: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von E2F1 in GIST mit weniger als 5
Mitosen/ 50 HPFs und in GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs.

<5 (xStdabw.) > 5 (xStdabw.) p-Wert
MYC 0,5(£0,9) 0,5(£0,9) 0,9
CCND1 47 (+8,2) 46 (+7,8) 1,0
CCNA2 3,7 (£ 6,4) 4,7 (+5,8) 0,4
CCNB1 4,8 (+ (6,4) 6,0 (£ 6,6) 0,3
E2F1 3,4 (£4,5) 5,0 (£4,1) 0,053

Tab. 3.3.4-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression und die dazugehdrige Standardabweichung
(Stdabw.) der proliferationsférdernden Gene in GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50 HPFs und in GIST
mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs. Weiterhin kann man aus der Tabelle die beim t- Test ermittelten p-
Werte beim Vergleich der Proteinexpression zwischen den beiden Mitosenanzahl- Gruppen entnehmen.

3.3.5 Im Vergleich zur Mutation

Die mittleren Expressionswerte in KIT-mutierten und PDGFRA-mutierten GIST sind fur alle
untersuchten finf Proteine in Tabelle 3.3.5-1 angegeben. Im Folgenden werden nur

signifikante Unterschiede dargestellt.
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Cyclin D1 wies bei KIT-mutierten GIST eine mittlere Expression von 5,6% (£ 8,7%) auf und
war somit in dieser Mutationsuntergruppe signifikant hoher exprimiert als in PDGFRA-
mutierten GIST mit einer mittleren Cyclin-D1-Expression von 1,3% (x 3,0%) (p= 0,04)
(Abbildung 3.3.5-1).
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Abb. 3.3.5-1: Gezeigt ist die prozentuale Expression von Cyclin D1 in KIT-mutierten und in PDGFRA-
mutierten GIST.

KIT PDGFRA KIT
(+Stdabw.) (+Stdabw.) vs PDGFRA
MYC 0,5(+0,7) 0,8 (+1,8) 0,4
CCND1 5,6 (+8,7) 1,3 (+3,0) 0,04
CCNA2 3,6 (+6,2) 3,7 (+6,3) 1,0
CCNB1 5,8 (+7,1) 3,9 (+6,0) 0,3
E2F1 3,9 (+4,1) 2,5 (+2,0) 0,2

Tab. 3.3.5-1: Aus der Tabelle kdnnen die prozentuale Expression (inklusive der Standardabweichung) der
untersuchten Proteine in den jeweiligen Mutationen und die Signifikanzwerte beim Vergleich zwischen
den beiden Mutationsuntergruppen entnommen werden.
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3.3.6  Im Vergleich zur Mutation unter Berucksichtigung der Lokalisation

In Tabelle 3.3.6-1 sind fur alle untersuchten funf Proteine die mittleren Expressionswerte in
PDGFRA-mutierten GIST im Magen und in KIT-mutierten GIST im Magen, Dinndarn und
Dickdarm angegeben. Im Folgenden werden nur signifikante Unterschiede dargestellt. Dabei
werden zunéchst die Unterschiede aufgezeigt, die im Magen zwischen PDGFRA-mutierten
und KIT-mutierten GIST bestanden. Im Anschluss daran werden die Unterschiede aufgezeigt,

die je nach Lokalisation in der Gruppe der KIT-Mutationen bestehen.

Cyclin D1 wies mit einem prozentualen Anteil von 6,5% (£ 9,0%) eine signifikant hohere
Expression in KIT-mutierten GIST im Magen auf als in PDGFRA-mutierten GIST im Magen,
wo die mittlere Expression 1,3 % (x 3,0%) betrug (p= 0,02).

Auch E2F1 zeigte diesen Unterschied und war in KIT-Mutationen im Magen mit 5,3% (*
4,4%) hoher exprimiert als in PDGFRA-Mutationen im Magen; bei letzterem betrug der
Mittelwert der Expression 2,5% (£ 2,0%) (p= 0,01) (Abbildung 3.3.6-1).
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Abb. 3.3.6-1: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Cyclin D1 und E2F1 in PDGFRA-
mutierten GIST im Magen und in KIT-mutierten GIST im Magen.

Innerhalb der Gruppe der KIT-mutierten Tumore war die E2F1-Expression in den GIST aus
Magen und Dickdarm jeweils signifikant héher als in den GIST aus dem Dunndarm (p=
0,0001 bzw. p= 0,04). In KIT-mutierten GIST im Magen betrug die mittlere Expression von
E2F1 5,3% (£ 4,4%), im Dinndarm 1,8% (x 1,9%) und im Dickdarm 4,1% (£ 4,9%).
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Auch Cyclin D1 zeigte ein &hnliches Muster, wenngleich die Werte nicht signifikant waren.
So betrug die Expression von Cyclin D1 in KIT-mutierten GIST aus dem Magen 6,5% (+
9,0%) und war damit tendenziell héher als in KIT-mutierten GIST aus dem Dunndarm, wo die
mittlere Expression 3,7% (x 8,0%) betrug. In KIT-mutierten GIST aus dem Dickdarm lag die
mittlere Expression von Cyclin D1 bei 7,2% (% 8,7%) und war auch hier tendenziell hoher als
in KIT-mutierten GIST aus dem Dinndarm (Abbildung 3.3.6-2).
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Abb. 3.3.6-2: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Cyclin D1 und E2F1 in KIT-mutierten
GIST im Magen, Dinndarm und Dickdarm. E2F1 wies hierbei signifikant niedrigere Werte im
Dinndarm auf als im Magen und Dickdarm. Cyclin D1 wies keine signifikanten Werte auf, ahmt das
Muster, welches von E2F1 beschrieben wurde, jedoch nach.

Myc, Cyclin A2 und Cyclin Bl zeigten ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen den
unterschiedlich lokalisierten GIST mit einer KIT-Mutation. Alle drei Proteine waren
signifikant hoher in KIT-mutierten GIST im Dinndarm exprimiert als in KIT-mutierten
Tumoren im Magen (Myc: p= 0,01; Cyclin A2: p=0,01; Cyclin B1: p= 0,001).

Die mittleren Expressionswerte betrugen fur Myc in KIT-mutierten GIST im Magen 0,3% (
0,4%), im Dunndarm 0,8% (+ 1,0%) und im Dickdarm 0,5% (£ 0,9%).

Bei Cyclin A2 betrugen die mittleren Expressionswerte in KIT-mutierten GIST im Magen
2,3% (x 2,8%), im Dinndarm 5,8% (x 8,9%) und im Dickdarm 3,8% (+ 7,1).

Bei Cyclin Bl lag die mittlere Expression in KIT-mutierten GIST im Magen bei 3,9% (x
5,1%), im Dlnndarm bei 9,4% (x 9,0%) und im Dickdarm bei 4,2% (x 5,0) (Abbildung 3.3.6-
3).
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Abb. 3.3.6-3: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Myc, Cyclin A2 und Cyclin B1 in KIT-
mutierten GIST im Magen, Dinndarm und Dickdarm.

PDGFRA- KIT- KIT- KIT- PDGFRA- KIT- KIT- KIT-
M M DD D M M M DD
(xStdabw.) (xStd- (£Std- (xStd- VS VS VS VS
abw.) abw.) abw.) KIT-M KIT- KIT- KIT-D
DD D
MYC 0,8 0,3 0,8 0,5
(+18) (504) (£10) (£09) 0,2 0,01 0,3 0,5
cenet L3 6. 3.7 7,2 0,02 0,2 0,8 0,3
(+3,0) (#9,0) (8,00 (£8,7) , , : :
CCNA2 3,7 2,3 5,8 3,8
(£6.3) (528) (489) (+7.) 0,2 0,01 0,3 0,6
CCNB1 3,9 3,9 9,4 4,2
(+6.0) (#51) (29.0) (450) 1,0 0,001 0,9 0,1
E2F1 2,5 53 1,8 41
(+2.0) (£44) (+19) (24.9) 0,01 0,0001 05 0,04

Tab. 3.3.6-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression (inklusive der Standardabweichung) der
utersuchten Proteine in PDGFRA-mutierten GIST im Magen (PDGFRA-M) und in KIT-mutierten GIST
im Magen (KIT-M), Dunndarn (KIT-DD) und Dickdarm (KIT-D). Weiterhin kénnen die beim t-Test
ermittelten p-Werte beim Vergleich zwischen den unterschiedlich lokalisierten Mutationen entnommen

werden.
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3.3.7 Im Vergleich zur Mutation unter Bertcksichtigung der Morphologie

Fur alle untersuchten Proteine sind die mittleren Expressionswerte in spindelzelligen GIST
mit KIT-Mutation und in epitheloid-gemischten GIST mit KIT-Mutation und PDGFRA-
Mutation in Tabelle 3.3.7-1 angegeben. Im Folgenden werden nur signifikante Unterschiede

dargestellt.

Beim Vergleich zwischen spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST mit KIT-Mutation
zeigte sich, dass Cyclin B1 mit einer mittleren Expression von 8,5% (z 8,8%) in epitheloid-
gemischten GIST signifikant hoher exprimiert war als in spindelzelligen GIST mit KIT-
Mutation, wo die mittlere Expression 4,6% (£ 5,8%) betrug (p = 0,02) (Abbildung 3.3.7-1).

35

Cyclin B1- Expression

KIT-spindelzellig KIT-ep-gem PDGFRA-ep-gem

Abb. 3.3.7-1: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Cyclin B1 in spindelzelligen GIST (KIT-
spindelzellig) und epitheloid-gemischten GIST (KIT-ep-gem) mit KIT-Mutation und in epitheloid-
gemischten GIST mit PDGFRA-Mutation (PDGFRA-ep-gem).

Vergleicht man den Mutationstyp bei gleicher Morphologie, so zeigt sich, dass Cyclin D1 in
KIT-mutierten GIST mit epitheloid-gemischter Morphologie mit einer Expression von 5,9%
(x 7,7%) signifikant hohere Werte aufwies als in PDGFRA-mutierten GIST mit epitheloid-
gemischter Morphologie; hier betrug die Expression 1,6% (£ 3,3%) (p= 0,04) (Abbildung
3.3.7-2).
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20

Cyclin D1- Expression
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PDGFRA-ep-gem

Abb. 3.3.7-2: Die Abbildung zeigt die prozentuale Expression von Cyclin D1 in spindelzelligen GIST (KIT-
spindelzellig) und epitheloid-gemischten GIST (KIT-ep-gem) mit KIT-Mutation und in epitheloid-
gemischten GIST mit PDGFRA-Mutation (PDGFRA-ep-gem).

KIT- KIT- PDGFRA- KIT- KIT-
spindelzellig epitheloid- epitheloid-  spindelzellig  epitheloid-
(xStdabw.)  gemischt gemischt VS gemischt
(xStdabw.)  (xStdabw.) KIT- vs PDGFRA-
epitheloid- epitheloid-
gemischt gemischt
MYC 04(0,7  06(+08)  08(+18) 0,4 0,7
CCNDLI  55(+91) 59(77)  16(x33) 0,9 0,04
CCNA2 29(+51) 52(+80)  42(+68) 0,1 0,7
CCNB1 46(£58) 85(£88)  45(£64) 0,02 0,1
E2F1 36(£38) 47(x47)  26(£21) 0,3 0,1

Tab. 3.3.7-1: Die Tabelle zeigt die prozentuale Expression (inklusive der Standardabweichung) der
untersuchten Proteine in spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST mit KIT-Mutation (KIT-
spindelzellig bzw. KIT-ep-gem) und in epitheloid-gemischten GIST mit PDGFRA-Mutation (PDGFRA-ep-
gem). Weiterhin kénnen die beim t-Test ermittelten p-Werte beim Vergleich zwischen den morphologisch

unterschiedlichen Mutationen entnommen werden.
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3.4 Darstellung des klinischen Verlaufs in Zusammenhang mit
den klinisch-pathologischen Parametern

34.1 Lokalisation und klinischer Verlauf

Die Lokalisation des gastrointestinalen Stromatumors hatte einen signifikanten Einfluss auf
das progressionsfreie Uberleben nach der Operation.

Patienten mit einem GIST im Magen wiesen eine hohere kumulierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als Patienten mit einem GIST im Dinndarm (Log-Rang-
Test, p= 0,0009) (Abbildung 3.4.1-1).
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=] o+
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Y .
0,3 O o v v v v s + Dunndarm
0,2

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Progressionsfreies Uberleben nach der Operation (Monate)

Abb. 3.4.1-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach der
Lokalisation des Tumors.

3.4.2  Morphologie und klinischer Verlauf
Im Vergleich zwischen spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST ergab sich kein

signifikanter Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben nach der Operation (p= 0,1)
(Abbildung 3.4.2-1).
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Abb. 3.4.2-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach der
Morphologie des Tumors.

3.4.3  TumorgrofRe und klinischer Verlauf

Die Tumorgrofle des gastrointestinalen Stromatumors hatte einen signifikanten Einfluss auf
das progressionsfreie Uberleben nach der Operation, wobei die Patienten mit einem GIST
kleiner als 5 cm eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aufwiesen als die
Patienten mit einem GIST grofer als 5 cm (p < 0,00001) (Abbildung 3.4.3-1).

<5cm

Kumulierte Uberlebensanteile

0,3

0,2
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Progressionsfreies Uberleben nach der Operation (Monate)

Abb. 3.4.3-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach der
Tumorgroie.
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34.4 Mitosenanzahl und klinischer Verlauf

Die Mitosenanzahl/ 50 HPFs hatte einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation. Die Patienten mit einem GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50
HPFs zeigten eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als die Patienten mit
einem GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs (p< 0,00001) (Abbildung 3.4.4-1).
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0,1 > 5 Mitosen/ 50 HPFs

0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Progressionsfreies Uberleben nach der Operation (Monate)

Abb. 3.4.4-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach der
Mitosenanzahl/ 50 HPFs.

3.45 Mutationsstatus und klinischer Verlauf

Der Vergleich zwischen KIT-mutierten GIST und PDGFRA-mutierten GIST zeigte keinen
signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben nach der Operation (p=0,1), wobei
jedoch Patienten mit einem KIT-mutierten GIST tendenziell eine niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit hatten als Patienten mit einem PDGFRA-mutierten GIST
(Abbildung 3.4.5-1).
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Abb. 3.4.5-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach dem
Mutationsstatus.

3.4.6  Mutationsstatus unter Bericksichtigung der Lokalisation und klinischer

Verlauf

Die unterschiedlich lokalisierten Mutationstypen hatten einen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben nach der Operation.

Patienten mit KIT-mutierten GIST im Dinndarm wiesen eine signifikant niedrigere
kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als Patienten mit KIT-mutierten GIST im
Magen (p= 0,007) und als Patienten mit PDGFRA-mutierten GIST im Magen (p= 0,02)
(Abbildung 3.4.6-1).

53



3 Ergebnisse

1,0 g
ottt } } = + PDGFRA- Magen

o 0,9 o]

= 8 — 0

= o | o

S 0glC | O

2R YT CHb + o -

o S — — :

) oF Ot

= 0,7 | .

S :

i) o & 4ok e - - - 4 KIT-Magen

8 06 |

@ © O ——_————— — —+

= KIT- Dickdarm
o

E 05

=]

% o

0,4 O+ ++ 4+ + KIT- Dinndarm

0,3
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Progressionsfreies Uberleben nach der Operation (Monate)

Abb. 3.4.6-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach dem
Mutations-Lokalisations-Status.

3.4.7  Mutationsstatus unter Bericksichtigung der Morphologie und klinischer

Verlauf

Patienten mit KIT-mutierten GIST, die eine epitheloid-gemischte Morphologie aufwiesen,
zeigten eine signifikant niedrigere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten,
deren Tumore ebenfalls epitheloid-gemischt waren, aber PDGFRA-Mutationen besallen (p=
0,048).

Des Weiteren zeigten innerhalb der KIT-mutierten GIST die Patienten mit einem epitheloid-
gemischten Tumor eine signifikant niedrigere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als

Patienten mit einem spindelzelligen Tumor (p= 0,048) (Abbildung 3.4.7-1).
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Abb. 3.4.7-1: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST, getrennt nach dem
Mutations-Morphologie-Status.

3.5 Prognostische Bedeutung der proliferationsassoziierten
Antikorper

Die proliferationsassoziierten Antikorper wurden hinsichtlich des Krankheitsprogresses und
des krankheitsfreien Uberlebens untersucht und im Hinblick auf den klinischen Verlauf niher
betrachtet. Flr die prognostische Beurteilung der Expression der einzelnen Proteine wurden
die Patienten jeweils in zwei Gruppen unterteilt: in der einen Gruppe waren die Patienten, bei
denen die Expression des jeweiligen Proteins oberhalb des Medians lag (bezogen auf alle
Patienten), in der anderen Gruppe waren die Patienten mit einer Proteinexpression unterhalb
des Medians.

Drei der insgesamt fiinf Proteine zeigten sich prognostisch relevant. Bei E2F1 konnte
zusétzlich ein lokalisationsspezifischer Unterschied gefunden werden, der bei den anderen
Proteinen nicht vorlag.

351 E2F1 und klinischer Verlauf

Die Expression von E2F1 hatte einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation. Beim Vergleich der beiden Gruppen, die eine Expression iber
bzw. unter dem Median aufwiesen, lag ein signifikanter Unterschied vor (p= 0,03). So wiesen
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GIST, die eine E2F1-Expression unterhalb des Median-Wertes zeigten, eine signifikant
héhere kumulierte Uberlebenswahrscheinlich auf als solche, die eine E2F1-Expression
oberhalb des Median-Wertes zeigten. (Abbildung 3.5.1-1).
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Abb. 3.5.1-1: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST,
getrennt nach der Expression von E2F1 in den Tumoren.

3.5.1.1 Lokalisationsspezifische Unterschiede bei E2F1

Betrachtet man den klinischen Verlauf der GIST im Hinblick auf die Expression von E2F1
naher, so zeigen sich Unterschiede bezogen auf die KIT-mutierten GIST im Magen,
Dinndarm und Dickdarm.

Die Expression von E2F1 bei KIT-mutierten GIST im Magen zeigte beim Vergleich der
beiden Gruppen, die eine Expression Uber bzw. unter dem Median aufwiesen, keinen
signifikanten Unterschied (p= 0,9) (Abbildung 3.5.1-2).
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Abb. 3.5.1-2: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 51 Patienten mit KIT-
mutiertem Magen-GIST, getrennt nach der Expression von E2F1.

Hingegen zeigte die Expression von E2F1 bei Patienten mit KlIT-mutierten GIST im

Diinndarm und im Dickdarm einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben

nach der Operation. Patienten mit einer E2F1-Expression unterhalb des Medians wiesen im

Diinndarm und im Dickdarm eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als die

Patienten mit einer E2F1-Expression oberhalb des Medians (Diinndarm: p= 0,003; Dickdarm:
p=0,01) (Abbildung 3.5.1-3 und 3.5.1-4).
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Abb. 3.5.1-3: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 32 Patienten mit KIT-
mutiertem DUindnarm-GIST, getrennt nach der Expression von E2F1.
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Abb. 3.5.1-4: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 9 Patienten mit KIT-
mutiertem Dickdarm-GIST, getrennt nach der Expression von E2F1.

3.5.2  Cyclin A2 und klinischer Verlauf

Die Expression von Cyclin A2 hatte einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation. Bei den Patienten mit GIST mit einer Cyclin-A2-Expression
unterhalb  des  Median-Wertes lag  eine  signifikant ~ héhere  kumulierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit vor als bei solchen mit einer Cyclin-A2-Expression oberhalb
des Median-Wertes (p= 0,0008) (Abbildung 3.5.2-1).
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Abb. 3.5.2-1: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST,
getrennt nach der Expression von Cyclin A2 in den Tumoren.
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3.5.3 Cyclin B1 und Kklinischer Verlauf

Die Expression von Cyclin Bl hatte einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation. So lag bei den Patienten mit GIST, die eine Cyclin-B1-
Expression unterhalb des Median-Wertes zeigten, eine signifikant hohere kumulierte
Uberlebenswahrscheinlich vor als bei solchen, die eine Expression von Cyclin B1 oberhalb
des Median-Wertes zeigten (p=0,0009) (Abbildung 3.5.3-1).
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Abb. 3.5.3-1: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST,
getrennt nach der Expression von Cyclin B1 in den Tumoren.

3.5.4  Cyclin D1 und Klinischer Verlauf

Die Expression von Cyclin D1 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation (Abbildung 3.5.4-1).
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Abb. 3.5.4-1: Die Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST,
getrennt nach der Expression von Cyclin D1 in den Tumoren.

3.5.5  Myc und klinischer Verlauf

Betrachtet man den klinischen Verlauf bei GIST im Hinblick auf die Expression von Myc, so

zeigt sich, dass die Expression von Myc keinen signifikanten Einfluss auf das

progressionsfreie Uberleben nach der Operation hatte (Abbildung 3.5.5-1).
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Abb. 3.5.5-1: Die Abbildung zeigt die Kaplan- Meier- Uberlebenszeitkurve von 148 Patienten mit GIST,

getrennt nach der Expression von Myc in den Tumoren.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung der klinisch-pathologischen Parameter

Die  Kklinisch-pathologischen  Faktoren  Lokalisation,  Morphologie,  Tumorgrofe,
Mitosenanzahl und Mutationsstatus wurden in der vorliegenden Dissertation sowohl

untereinander verglichen, als auch in Assoziation mit dem klinischen Verlauf untersucht.

41.1 Lokalisation

In dem der vorliegenden Dissertation untersuchten Tumorkollektiv stammten 93 Tumoren aus
dem Magen (62,8%), 42 Tumoren aus dem Dunndarm (28,4%) und 13 aus dem Dickdarm
(8,8%).

Im Vergleich zur Morphologie sind keine signifikanten Unterschiede festgestellt worden. In
der Literatur hingegen ist beschrieben, dass im Vergleich epitheloide und epitheloid-
gemischte GIST haufiger im Magen als im Dinndarm vorkommen (Miettinen et al. 2005;
Wasag et al. 2004). In zwei von Miettinen et al. durchgefiihrten Studien iber GIST aus dem
Magen und aus dem Dunndarm zeigte sich, dass epitheloide und epitheloid-gemischte GIST
aus dem Magen einen Anteil von etwa 50% hatten, wohingegen der Anteil derer aus dem
Dinndarm bei ca. 14% lag (Miettinen et al. 2005; Miettinen et al. 2006a). Eine ebensolche
Tendenz im Hinblick auf die epitheloid-gemischten Tumoren zeichnete sich auch im
vorliegenden Kollektiv ab, wo der Anteil der epitheloid-gemischten GIST aus dem Magen bei
70,7% lag, aus dem Dunndarm hingegen nur bei 22,4%. Dieser Unterschied ist jedoch nicht
signifikant, da bei Betrachtung der spindelzelligen Tumoren der Magen ebenfalls einen
weitaus hohern Anteil fur sich einnahm (57,8%) als der Dinndarm (32,2%). Der Grund
hierfur kdnnte die im Tumorkollektiv grundsétzlich hohere Fallzahl der GIST aus dem Magen

sein.

Der Vergleich der maximalen TumorgrofRe im Magen, Dinndarm und Dickdarm zeigte
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den Lokalisationen, wenngleich die
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maximale Tumorgrélle der GIST im Magen mit im Mittel 6,2 cm (= 4,7cm) Kleiner war als
die der GIST im Dinndarm mit im Mittel 7,6 cm (£ 5,1cm). Auch in der Literatur ist
beschrieben, dass GIST aus dem Dinndarm dazu neigen, bei Diagnosestellung gréfer und
fortgeschrittener zu sein als GIST aus dem Magen (Miettinen und Lasota 2006). Dies kdnnte
mit dem Klinisch aggressiveren Verhalten der GIST aus dem Dinndarm einhergehen, worauf
spater sowohl im Hinblick auf den Kklinischen Verlauf, als auch auf die untersuchten Proteine

naher eingegangen wird.

Im Vergleich zur Mitosenanzahl/ 50 HPFs zeigte sich, dass GIST im Dickdarm eine
signifikant hohere Mitosenanzahl/ 50 HPFs aufwiesen als GIST im Magen. Die
Mitosenanzahl der GIST im Magen betrug im Mittel 12,6/ 50 HPFs (x 25,4/ 50 HPFs),
wahrend GIST im Dickdarm im Mittel eine Mitosenanzahl von 34,2/ 50 HPFs (+ 54,1/ 50
HPFs) aufwiesen. Die Mitosenanzahl als Mal} fiir die Zellteilungsaktivitat und damit die
Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors gilt als ein guter Parameter fur die Beurteilung der
Dignitdt von Weichteiltumoren. In der vorliegenden Dissertation musste aufgrund der
héheren Mitosenanzahl/ 50 HPFs von einem signifikant schlechteren klinischen Verlauf der
GIST aus dem Dickdarm im Vergleich zum Magen ausgegangen werden, was sich jedoch nur
annédhernd, nicht signifikant, zeigt. Daher vermag die hohe mittlere Mitosenanzahl/ 50 HPFs
im Dickdarm zusatzlich dadurch zu erkléren sein, dass die Fallzahl der GIST aus dem
Dickdarm im vorliegenden Kollektiv sehr gering ist und bereits wenige Tumoren mit einer
hohen Mitosenanzahl/ 50 HPFs den Mittelwert und die dazugehdrige Standardabweichung
deutlich erhéhen kdnnen. So beschreiben auch Miettinen et al., dass in vielen Studien GIST
aus dem Dickdarm zu selten sind flr aussagekraftige statistische Analysen (Miettinen et al.
2000b; Miettinen et al. 2002).

Der Vergleich des Mutationsstatus hinsichtlich der anatomischen Lokalisation ergab ebenfalls
signifikante Unterschiede. PDGFRA-Mutationen waren im untersuchten Kollektiv
ausschlieBlich im Magen zu finden und somit dort signifikant haufiger als KIT-Mutationen.
Umgekehrt waren im Dunndarm, wo keine Tumoren PDGFRA-mutiert waren, signifikant
haufiger KIT-mutierte GIST zu finden. Im Dickdarm lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Mutationen zeigen, was wahrscheinlich erneut auf die zu geringe
Fallzahl zuriickzufihren ist. Diese Ergebnisse stimmen mit denen in der Literatur Gberein. So
stammten z.B. in einer Studie von Penzel et al. mit 83 untersuchten priméaren GIST PDGFRA-

mutierte Tumoren signifikant haufiger aus dem Magen, wahrend KIT-Mutationen je nach
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Mutationstyp sowohl im Magen, als auch im Dunn- und Dickdarm vorkamen (Penzel et al.
2005). Auch Miettinen et al. zeigten in zwei grof} angelegten Studien, dass PDGFRA-
Mutationen lediglich im Magen, KIT-Mutationen hingegen im Magen und Dunndarm
vorkamen (Miettinen et al. 2005; Miettinen et al. 2006a).

Im Hinblick auf den Kklinischen Verlauf zeigten GIST aus dem Magen eine signifikant héhere
kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als GIST aus dem Dinndarm. Dies spiegelt sich
auch haufig in der Literatur wider, da in mehreren Studien gezeigt werden konnte, dass GIST
aus dem Magen einen besseren klinischen Verlauf und ein langeres progressfreies Uberleben
zeigen als GIST aus dem Dunndarm gleicher Grofle und gleicher mitotischer Aktivitat
(Corless et al. 2004; Haller et al. 2007; Hirota und Isozaki 2006; Miettinen und Lasota 2006;
Miettinen et al. 2006a). Dieses Ergebnis wurde in der Literatur jedoch nicht durchweg
bestatigt. So konnten z.B. Nilsson et al. in einer populations-basierten Studie aus
Westschweden keine signifikante Korrelation zwischen der anatomischen Lokalisation und
dem Gesamtuiberleben zeigen, wenngleich die Patienten dieser Studie mit GIST im Magen ein
10% niedrigeres Risiko zeigten, daran zu versterben, als Patienten mit GIST aus dem
Dinndarm (Nilsson et al. 2005).

Die Ursachen fir einen aggressiveren Verlauf der GIST aus dem Dunndarm kdénnten darin
liegen, dass GIST aus dem Diunndarm dazu neigen, gréRRer zu sein und eine hthere mitotische
Aktivitat aufzuweisen als GIST aus dem Magen. Diese Tendenz héngt sicherlich auch damit
zusammen, dass PDGFRA-Mutationen mit niedrigerem malignen Potential als KIT-
Mutationen fast ausnahmslos im Magen vorkommen (Lasota et al. 2004). Obwohl die
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation hinsichtlich unterschiedlicher TumorgréRen und
Mitosenanzahlen keine Signifikanzen zeigen, weisen sie doch auf eine solche Tendenz hin.
Ein weiterer Grund kénnte eine unterschiedliche Expression bestimmter Gene bzw. Proteine
sein, worauf im spateren Verlauf der Diskussion genauer eingegangen wird.

Es bleibt zun&chst jedoch unklar, ob der Unterschied bereits vor der neoplastischen
Transformation determiniert wird oder ob die unterschiedlichen klinischen Verléufe der GIST
aus dem Magen und Dunndarm Konsequenzen aus verschiedenen genetischen Ereignissen
sind, die sich erst nach der neoplastischen Transformation zugetragen haben (Haller et al.
2007).
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41.2 Mutationsstatus

Fur die Untersuchungen lagen 92 GIST mit einer KIT-Mutation (82,1%) und 20 GIST mit
einer PDGFRA-Mutation (17,9%) vor.

Der Vergleich der Morphologie in Bezug auf den Mutationsstatus ergab, dass PDGFRA-
mutierte GIST signifikant haufiger eine epitheloid-gemischte Morphologie aufwiesen.
Demgegeniber wiesen GIST mit einer KIT-Mutation signifikant h&ufiger ein spindelzelliges
Wachstumsmuster auf.

Diese Ergebnisse decken sich mit AuRerungen in der Literatur. In einer populations-basierten
Studie aus Nordnorwegen zeigten acht von neun PDGFRA-mutierten GIST eine epitheloide
Morphologie (Steigen et al. 2007). KIT-Mutationen hingegen neigen dazu, eher in
spindelzelligen Tumoren aufzutreten (Miettinen et al. 2005; Wardelmann et al. 2002). Ebenso
zeigten weitere Studien diesbeziglich &hnliche Ergebnisse (Antonescu et al. 2003; Lasota et
al. 2004; Miettinen und Lasota 2006).

Hinsichtlich der Tumorgréfie und der Mitosenanzahl/ 50 HPFs konnte kein signifikanter
Unterschied bezuglich des Mutationsstatus festgestellt werden. Dennoch ist anhand der
Ergebnisse zu vermuten, dass KIT-mutierte GIST dazu tendieren, gréf3er und mitotisch aktiver
zu sein als PDGFRA-mutierte GIST. Die letztgenannten zeigten eine mittlere TumorgroRe
von 5,4 cm (£ 2,8 cm) und eine mittlere Mitosenanzahl von 7,4/ 50 HPFs (+ 17,2/ 50 HPFs),
wohingegen KIT-mutierte GIST mit im Mittel 7,4 cm (= 5,4 cm) groRer und mit einer
mittleren Mitosenanzahl von 20,1/ 50 HPFs (£ 35,2/ 50 HPFs) mitotisch aktiver waren. In der
Literatur sind wenige Angaben dazu gemacht worden. Lediglich in der populations-basierten
Studie von Steigen et al. lasst sich erkennen, dass auch dort KIT-mutierte GIST im Mittel
zwischen 1,6 bis 3,1 cm groRer waren als GIST mit einer PDGFRA-Mutation (Steigen et al.
2007). Da die TumorgroRe und auch die Mitosenanzahl zu den klassischen Prognosefaktoren
zahlen, kdénnte auch hierin ein zusatzlicher Zusammenhang liegen, dass KIT-mutierte GIST
ein kirzeres progressfreies Uberleben und somit eine schlechtere klinische Prognose zeigen
als GIST mit einer PDGFRA-Mutation (Haller et al. 2007; Lasota et al. 2004).

Auch in den vorliegenden Ergebnissen war zu erkennen, dass PDGFRA-mutierte GIST
tendenziell eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aufwiesen als KIT-mutierte

Tumoren. Betrachtet man weiterhin den klinischen Verlauf des Mutationsstatus unter

64



4 Diskussion

Berticksichtigung der Lokalisation, so zeigte sich, dass PDGFRA-mutierte und KIT-mutierte
GIST aus dem Magen jeweils einen signifikant besseren Kklinischen Verlauf aufwiesen als
KIT-mutierte GIST aus dem Dinndarm. Dieses Resultat unterstlitzt die oben genannte
Aussage, dass GIST aus dem Magen einen besseren klinischen Verlauf aufweisen als GIST
aus dem Diinndarm. Vor allem das Ergebnis, dass innerhalb der KIT-Mutationen die Tumoren
aus dem Magen eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen als solche
aus dem Dunndarm, macht dies deutlich.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so gelangt man zu der Schlussfolgerung, dass
PDGFRA-Mutationen, die vorrangig in epitheloid-gemischten GIST auftreten, fast
ausschlieBlich im Magen vorkommen und eine bessere Prognose aufzeigen als KIT-
Mutationen, welche haufiger in spindelzelligen GIST auftreten, und im Vergleich haufiger im

Diinndarm zu finden sind.

4.1.3  Morphologie

Im untersuchten Tumorkollektiv lagen 90 spindelzellige (60%), 15 epitheloide (10,1%) und
43 morphologisch gemischte (29.1%) GIST vor, wobei die epitheloiden und gemischten

Tumore aufgrund ihrer geringen Fallzahl als eine gemeinsame Gruppe betrachtet wurden.

Im Vergleich zur Tumorgrélie und Mitosenzahl zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Es
war jedoch zu erkennen, dass im vorliegenden Kollektiv die epitheloid-gemischten GIST im
Mittel 1 cm groRer waren und 10,1 Mitosen/ 50 HPFs mehr aufwiesen als die spindelzelligen
GIST. In der Literatur ist von einigen Autoren eine epitheloidzellige Morphologie bei GIST
aus dem Dunndarm mit einer unglinstigen Prognose und einer malignen Transformation in
Verbindung gebracht worden (Miettinen und Lasota 2006). Geht man nun also davon aus,
dass die epitheloid-gemischten GIST aus dem Dinndarm im vorliegenden Kollektiv maligne
transformiert sind, die epitheloid-gemischten GIST aus dem Magen jedoch einen besseren
klinischen Verlauf haben, so kdnnte die gemeinsame Untersuchung der beiden verschiedenen
lokalisierten epitheloid-gemischten GIST der Grund sein, weshalb diese Gruppe geringfligig
hohere Werte bei der TumorgréRe und Mitosenanzahl aufgewiesen hat. Es wadre zu
uberprufen, ob bei alleiniger Betrachtung der epitheloid-gemischten GIST aus dem Magen ein

ebensolches Ergebnis erkennbar ist.
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Hinsichtlich des klinischen Verlaufs konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
spindelzelligen und epitheloid-gemischten GIST festgestellt werden. Auch Nilsson et al.
stellten in einer populations-basierten Studie mit 288 GIST keine signifikante Korrelation
zwischen der Uberlebenszeit und dem histologischen Wachstumsmuster fest (Nilsson et al.
2005). Eine Vorhersage des klinischen Verlaufs, welche auf rein morphologischen Kriterien
basiert, sei besonders schwierig, so Fletcher. In der Vergangenheit wurde allerdings vermutet,
dass die Gefahr der malignen Entartung in epitheloiden GIST geringer sei als in
spindelzelligen GIST (Fletcher et al. 2002). Lediglich zwischen den histologischen Subtypen
im Magen konnten Miettinen et al. in einer Studie darstellen, dass spindelzellige sarkomattse
GIST eine signifikant schlechtere Prognose aufwiesen als epitheloide sarkomatdse Tumore
(Miettinen et al. 2005). Singer et al. wiederum kamen in einer Studie aus dem Jahr 2002 zu
dem Ergebnis, dass Patienten mit spindelzelligem GIST eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 49
% (£ 7%) besaBen, Patienten mit einem morphologisch epitheloiden oder gemischten GIST
jedoch nur von 23% (+11%) (Singer et al. 2002).

Betrachtet man weiterhin den klinischen Verlauf der Morphologie unter Beriicksichtigung des
Mutationsstatus, so zeigte sich, dass epitheloid-gemischte GIST mit einer PDGFRA-Mutation
einen signifikant besseren klinischen Verlauf aufwiesen als epitheloid-gemischte GIST mit
einer KIT-Mutation. Die letztgenannten Tumoren zeigten jedoch einen signifikant
schlechteren klinischen Verlauf als spindelzellige KIT-mutierte GIST. Dies macht deutlich,
dass bei gleicher Morphologie vor allem die Art der Mutation fiir den klinischen Verlauf von
Bedeutung ist und eine PDGFRA-Mutation in GIST eine hohere kumulierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei gleicher Morphologie aufweist als eine KIT-Mutation.

Eine epitheloid-gemischte Morphologie der KIT-mutierten GIST im Dinndarm ist jedoch
signifikant assoziiert mit malignem Verhalten und wies eine schlechtere Prognose auf als eine
spindelzellige Morphologie der KIT-mutierten GIST im Dunndarm. Das epitheloid-gemischte
Wachstumsmuster der GIST aus dem Dinndarm scheint sich morphologisch von dem
epitheloiden GIST aus dem Magen zu unterscheiden. Daher wird in diesem Fall eine maligne
Transformation vermutet, welche von urspriinglich weniger malignen Spindelzelltumoren

ihren Ausgang nimmt (Miettinen und Lasota 2006).
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4.1.4  Tumorgrole

Die TumorgréRe hatte einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben nach
der Operation. Patienten mit einem GIST Kleiner als 5 cm wiesen eine hohere kumulierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als die Patienten mit einem GIST groRer als 5 cm.

Dieses Ergebnis deckt sich mit Angaben in der Literatur. DeMatteo et al. fanden in einer
Studie heraus, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten nach Entfernung des
Primartumors bei GIST mit einer GroéRe unter 5 cm bei ca. 70% lag, bei GIST mit einer Grole
von Uber 10 cm jedoch nur bei ca. 20% (DeMatteo et al. 2000). In einer weiteren Studie mit
127 Patienten mit GIST aus dem Jahr 2008 zeigte sich erneut, dass die TumorgroRe ein
wichtiger Prognosefaktor ist. Patienten mit einem GIST unter 5 cm wiesen einen deutlich
gunstigeren Klinischen Verlauf auf als Patienten mit einem GIST zwischen 5 und 10 cm,
sowie mit einem GIST (ber 10 cm GroRe (DeMatteo et al. 2008). Auch Singer et al. und
Nilsson et al. lieferten in ihren Studien &hnlich Ergebnisse bei insgesamt 48 bzw. 288
untersuchten GIST (Nilsson et al. 2005; Singer et al. 2002). In einer Studie mit 906 priméaren
GIST aus dem Dinndarm wurde festgestellt, dass die TumorgrofRer ein wichtiger
Prognosefaktor in Tumoren mit niedriger mitotischer Aktivitat ist, aber weniger signifikante
Ergebnisse in Tumoren mit einer Mitosenanzahl Gber 5 Mitosen/ 50 HPFs zeigt, da alle der
letztgenannten Tumoren eine Mortalitadt von mindestens 50% haben (Miettinen et al. 2006a).
Dennoch garantieren eine kleine TumorgroRe und auch eine niedrige Mitosenanzahl nicht
einen benignen Verlauf, da auch solche Tumore in wenigen Féllen bereits metastasieren
konnen (Rubin 2006).

415 Mitosenanzahl

Die Mitosenanzahl/ 50 HPFs hatte ebenfalls einen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben nach der Operation. Die Patienten mit einem GIST mit weniger
als 5 Mitosen/ 50 HPFs zeigten eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als die
Patienten mit einem GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs. In der Literatur ist die
Mitosenanzahl ebenfalls ein signifikanter Prognosefaktor fur alle TumorgréfRen (Miettinen et
al. 2006a). Die bereits unter 4.1.4. beschriebenen Studien lieferten ebensolche Ergebnisse.
Auch Steigen et al. kamen in der populations-basierten Studie aus Nordnorwegen zu dem
Ergebnis, dass Patienten mit GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs ein signifikant
schlechteres Uberleben zeigten als Patienten mit GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50 HPFs
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(Steigen et al. 2007). In einer Studie von Nilsson et al. waren eine erhohte Mitosenanzahl und
ein erhohter Ki-67-Index, ein Proliferationsindex, ebenfalls mit einem erniedrigten
Gesamtlberleben korreliert (Nilsson et al. 2005). Es wurde diskutiert, ob ein Ki-67-Index ein
ebenso starker bzw. starkerer Prognosefaktor ist als die Mitosenanzahl. Einige Studien
bestatigen diese Vermutung (Panizo-Santos et al. 2000; Rudolph et al. 1998), andere jedoch
widerlegen diese Annahme (Goldblum und Appelman 1995). Grundsatzlich sollte beim
Vergleich der Ergebnisse verschiedener Studien hinsichtlich der Mitoserate berticksichtigt
werden, dass unterschiedliche Methoden benutzt werden, die Mitosefiguren zu z&hlen, welche
auch unterschiedliche Anzahlen von HPFs beinhalten (zum Beispiel 10 vs. 50 HPFs). Zudem
sollte beachtet werden, dass die Reproduzierbarkeit nicht immer optimal sein muss, da das
Zahlen der Mitosefiguren durch einen Pathologen geschieht, und auch dass innerhalb eines
Tumors verschiedene Areale mit variablen Anteilen an Mitosefiguren existieren (Baak 1990;
Goldblum 2002).

4.2 Bedeutung der Expression der untersuchten Proteine

Es wurden bereits mehrere Studien hinsichtlich potentieller Prognosefaktoren fur GIST
durchgefuhrt. Neben der Tumorgroiie, Mitosenanzahl und anatomischen Lokalisation kénnten
jedoch auch Zellzyklus-regulierende Mechanismen das klinische Verhalten der GIST
beeinflussen. Die Literatur hingegen beinhaltet bislang nur wenige Daten bezlglich einer
verénderten Regulation der Zellzyklus-assoziierten Proteine in GIST.

421 E2F1

E2F1 war in den Untersuchungen der vorliegenden Dissertation in GIST grofer als 5 cm
signifikant hoher exprimiert als in GIST kleiner als 5 cm. Hinsichtlich der Mitosenanzahl lief3
sich zwar kein signifikantes Ergebnis erzielen, jedoch kann man erkennen, dass E2F1 in GIST
mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs tendenziell hoher exprimiert war als in GIST mit weniger
als 5 Mitosen/ 50 HPFs. Auch in einer Studie von Haller et al. zeigten GIST mit einer
Mitosenanzahl von tber 5 Mitosen/ 50 HPFs eine deutlich héhere mittlere Expression von
E2F1 als GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50 HPFs (Haller et al. 2005). Die Ergebnisse dieser

Studie wiesen zudem darauf hin, dass eine Hochregulierung der E2F1-Expression mit einem
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klinisch aggressiveren Verhalten der GIST assoziiert ist. Die GIST, die in der oben genannten
Studie in der Risikoklassifikation als ,,hoch* eingestuft wurden, zeigten eine deutlich stirkere
E2F1-Expression auf als solche, die in der Risikoklassifikation als ,,niedrig” bewertet wurden.
Eine weitere Studie aus dem Jahr 2006 lieferte ebensolche Ergebnisse: in 33,3% der GIST mit
einem niedrig malignen Potential wurde E2F1 exprimiert, wohingegen in 92,9% der malignen
GIST eine E2F1-Expression festgestellt werden konnte (Sabah et al. 2006). Betrachtet man
die vorliegenden Ergebnisse unter dem Aspekt, dass sowohl die TumorgroRe, als auch die
Mitosenanzahl als klassische Prognosefaktoren fir GIST gelten und die E2F1-Expression mit
beiden Parametern korreliert, konnte eine Uberexpression von E2F1 ebenfalls einen
prognostischen Faktor fir einen ungtnstigen klinischen Verlauf der GIST darstellen. Diese
Vermutung wird zusatzlich von dem Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen gefestigt,
dass PDGFRA-mutierte GIST aus dem Magen mit niedrigerem malignen Potential eine
signifikant niedrigere Expression von E2F1 prasentierten als KIT-mutierte GIST aus dem
Magen. Auch Haller et al. kamen in ihrer Studie zu dem gleichen Ergebnis beziglich der
E2F1-Expression in KIT- und PDGFRA-mutierten GIST (Haller et al. 2005).

Dennoch sollte eine Uberexpression von E2F1 auch differenziert betrachtet werden. So
wiesen GIST aus dem Dinndarm eine signifikant niedrigere Expression von E2F1 auf als
GIST aus dem Magen und Dickdarm. Betrachtet man die Lokalisation unter Beriicksichtigung
der Mutation, so zeigte sich auch hier, dass E2F1 in KIT-mutierten GIST aus dem Dinndarm
signifikant niedriger exprimiert war als in KIT-mutierten GIST aus dem Magen und
Dickdarm. In der Literatur sind bislang keine Angaben dazu gemacht worden. Da
grundsatzlich GIST aus dem Dunndarm einen Klinisch aggressiveren Verlauf aufzeigen als
GIST aus dem Magen, misste man aufgrund der oben genannten Vermutung erwarten, dass
auch die E2F1-Expression in KIT-mutierten GIST aus dem Dunndarm signifikant héher
gewesen ist als in GIST aus dem Magen. Ein umgekehrtes Bild stellte sich jedoch dar. Die
Grinde dafir konnten folgende sein: zum einen konnten im Magen und im Dunndarm
unterschiedliche Aktivierungswege und proliferationsfordernde Proteine von Bedeutung sein,
die den Zellzyklus vorantreiben. So konnte etwa die Aktivierung des Zellzyklus im Magen
vorrangig uber Cyclin D1 und E2F1, die frihen Proliferationsproteine, stattfinden. Durch
Phosphorylierung des RB-Proteins durch Cyclin D1 wird E2F1 nicht mehr gehemmt und kann
im aktivierten Zustand die Produktion von weiteren, fir den Eintritt in die S-Phase wichtigen
Proteinen induzieren. Im Dinndarm hingegen konnte die Aktivierung des Zellzyklus

vorrangig uber die spéten Proliferationsproteine geschehen, nachdem diese nicht primér durch
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Cyclin D1 und E2F1, sondern zum Beispiel durch Myc aktiviert werden. Es ist bereits
vermutet worden, dass es parallel zu dem klassischen RB/E2F-Signaltransduktionsweg einen
weiteren Pfad gibt, Gber den c-Myc durch Regulation von Cyclin E den G1-/S-Phasen-
Ubergang fordert. So konnte in solchen Zelllinien, in denen die E2F1-Aktivitat durch
konstitutiv aktivierte RB-Mutanten geblockt war, ektope Expression von c-Myc ebenfalls
DNA-Synthese induzieren (Santoni-Rugiu et al. 2000).

Ein weiterer Grund fur die hohe E2F1-Expression in GIST aus dem Magen im Vergleich zum
Dinndarm kdnnte auch sein, dass in den Tumoren im Magen kaum Proliferation, stattdessen
vielmehr Apoptose betrieben wird, wohingegen im Dunndarm weiterhin Zellproliferation
durch E2F1 ausgel6st wird. Da auch E2F1 nach Aktivierung uber Cyclin D1 den
programmierten Zelltod bewirken kann, kénnte dies mit dazu beitragen, dass die GIST aus

dem Magen einen klinisch besseren Verlauf aufweisen als GIST aus dem Dinndarm.

Die Expression von E2F1 besall einen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation. GIST, die eine E2F1-Expression unterhalb des Median-Wertes
zeigten, wiesen eine signifikant hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit auf als
solche, die eine E2F1-Expression oberhalb des Median-Wertes zeigten. Dieses Ergebnis
untermauert die oben genannte Vermutung, dass es sich bei E2F1 um einen prognostischen
Marker fiir einen ungiinstigen klinischen Verlauf handeln kénnte.

Bei naherer Betrachtung des klinischen Verlaufs der GIST im Hinblick auf die Expression
von E2F1 zeigten sich lokalisationsspezifische Unterschiede bezogen auf die KIT-mutierten
GIST. Die Expression von E2F1 bei KIT-mutierten GIST im Magen zeigte beim Vergleich
der beiden Gruppen, die eine Expression Uber bzw. unter dem Median aufwiesen, keinen
signifikanten Unterschied. Hingegen zeigte die Expression von E2F1 bei Patienten mit KIT-
mutierten GIST im Dunndarm und im Dickdarm einen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie Uberleben nach der Operation: Patienten mit einer E2F1-Expression
unterhalb des Medians besallen im Dinndarm und im Dickdarm eine hohere kumulierte
Uberlebenswahrscheinlichkeit als die Patienten mit einer E2F1-Expression oberhalb des
Medians.

Sollte es so sein, dass E2F1 im Magen ebenfalls die Aktivierung des Zellzyklus und damit
Proliferation auslost, dann ware E2F1 flr diese anatomische Lokalisation jedoch kein
geeigneter Prognosemarker. Lediglich im Dunn- und Dickdarm konnte auch von der Hohe

des E2F1-Expressionsspiegels auf den klinischen Verlauf geschlossen werden, wenn auch in
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der ersten oben genannten Hypothese vermutet wurde, dass dort die Proliferation
maoglicherweise vorrangig durch Myc und die spéten Proliferationsproteine geschieht.

Die zweite gedulRerte Vermutung, namlich, dass E2F1 im Magen mafRgeblich Apoptose, im
Dinndarm jedoch Proliferation auslost, lieRe sich durch den klinischen Verlauf erhérten.
Wenn E2F1 im Magen Apoptose auslosen wirde, andere Proteine jedoch weiterhin die
Proliferation fordern wirden, kdnnte es mehr oder weniger zu einem Gleichgewicht zwischen
dem Zellwachstum und dem programmierten Zelltod kommen, so dass allein anhand der
E2F1-Expression keine Aussage Uber den klinischen Verlauf gemacht werden kénnte. Im
Dinndarm hingegen, wo mdoglicherweise durch E2F1 Proliferation, aber keine Apoptose
ausgelost wird, wirde E2F1 einen guten Marker darstellen, anhand dessen signifikante
Aussagen zum klinischen Verlauf gemacht werden kénnten.

Letztendlich bleibt festzustellen, dass anhand der vorliegenden Ergebnisse E2F1 bei GIST im
Dinn- und Dickdarm gut als prognostischer Marker fungiert und ein hoherer
Expressionsspiegel mit einem schlechteren klinischen Verlauf korreliert. Die Rolle von E2F1

bei GIST im Magen bedarf jedoch naherer Untersuchungen.

4.2.2 CyclinD1

Die Expression von Cyclin D1 zeigte lediglich hinsichtlich des Mutationsstatus signifikante
Unterschiede. In GIST mit einer KIT-Mutation war Cyclin D1 demnach signifikant héher
exprimiert als in GIST mit einer PDGFRA-Mutation. Dies zeigte sich auch unter
Berlcksichtigung der Lokalisation und der Morphologie. Auch in KIT-mutierten GIST aus
dem Magen und in epitheloid-gemischten GIST mit einer KIT-Mutation war die Expression
von Cyclin D1 jeweils signifikant hoher als in PDGFRA-mutierten GIST aus dem Magen und
als in epitheloid-gemischten GIST mit PDGFRA-Mutation. In der Literatur sind diesbeziglich
kaum Angaben zu finden. In einer Studie von Haller et al. wurde lediglich CDK4 untersucht,
eine der Cyclin-abhangigen Kinasen, welche mit Cyclin D1 in der frihen Proliferationsphase
einen aktivierten Komplex bildet und so das RB-Protein phosphoryliert. Dabei zeigte sich,
dass auch CDK4 in GIST mit einer KIT-Mutation signifikant hoher exprimiert war als in
GIST mit einer PDGFRA-Mutation. Des Weiteren war eine hohe CDK4-Expression ebenfalls
mit einer hoheren Mitosenanzahl und mit einem hoch-risiko GIST, sowie mit GIST mit
Tumorprogress assoziiert (Haller et al. 2005). Es bleibt also zu vermuten, dass auch Cyclin

D1 stérker in solchen GIST exprimiert ist, welche zu einem malignen Verhalten neigen.
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Hinsichtlich der unterschiedlich anatomisch lokalisierten KIT-mutierten GIST zeigte sich ein
ahnliches Muster wie bei E2F1, wenngleich die Werte nicht signifikant waren. So betrug die
Expression von Cyclin D1 in KIT-mutierten GIST aus dem Magen 6,5% (+ 9,0%) und war
damit tendenziell hoher als in KIT-mutierten GIST aus dem Diinndarm, wo die mittlere
Expression 3,7% (£ 8,0%) betrug. In KIT-mutierten GIST aus dem Dickdarm war die mittlere
Expression von Cyclin D1 mit 7,2% (x 8,7%) ebenfalls tendenziell hoher als in KIT-mutierten
GIST aus dem Dinndarm. Die Cyclin-D1-Expression verhdlt sich demnach schematisch
genauso wie die E2F1-Expression. Dieses Ergebnis unterstitzt die oben genannte Theorie,
dass die Aktivierung des Zellzyklus im Duinndarm vorrangig Uber die spéten
Proliferationsproteine geschieht, wohingegen im Magen entweder Proliferation oder aber

Apoptose Uber die frihen Proliferationsproteine Cyclin D1 und E2F1 ausgeldst wird.

Auf das progressionsfreie Uberleben nach der Operation hatte die Expression von Cyclin D1
jedoch keinen signifikanten Einfluss. Dieses Ergebnis spiegelt sich zum Teil auch in der
Literatur wider, wo insgesamt durchaus unterschiedliche Resultate beschrieben sind. In einer
Studie von Sabah et al. zeigten 44,4% der niedrig-malignen GIST und 21,4% der malignen
GIST positive nukledre Farbungen von Cyclin D1. Eine signifikante Korrelation zwischen der
Klassifikation der Dignitat und einer Uberexpression von Cyclin D1 konnte hierbei nicht
festgestellt werden (Sabah et al. 2006). Letzteres stimmt auch mit den Ergebnissen von
Nakamura et al. Gberein (Nakamura et al. 2005). In einer Studie Gber mesenchymale Sarkome
war eine Uberexpression von Cyclin D1 hingegen mit einem schlechteren klinischen Verlauf
assoziiert (Kim et al. 1998). Im Gegensatz dazu konnten Wong et al. in einer Studie
feststellen, dass eine Cyclin-D1-Uberexpression mit einer besseren klinischen Prognose
verbunden ist (Wong et al. 2003). Diese scheinbar paradoxe Relation zwischen einer Cyclin
D1-Uberexpression und einem besseren klinischen Verlauf demonstrierten auch Gillet et al. in
einer Studie Uber Brustkarzinome und vermuteten dabei, dass in den Tumoren, in denen die
Cyclin-D1-Expression abnorm niedrig war, andere Mutationen, z.B. im RB-Gen,
stattgefunden haben, welche eine weitaus gréRere Auswirkung auf das Uberleben beséRen
(Gillett et al. 1996).

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse in der Literatur und den vorliegenden
Untersuchungen scheint Cyclin D1 als alleiniger prognostischer Marker fir GIST zum
gegenwadrtigen Stand weniger gut geeignet zu sein. Mdglicherweise sollten, wie auch bei
E2F1, weitere Untersuchungen zur Rolle von Cyclin D1 im Magen und im Dunndarm

unternommen werden.
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4.2.3 Cyclin A2

Beim Vergleich mit der Lokalisation, welche sowohl KIT-, als auch PDGFRA-mutierte GIST
beinhaltete, zeigte sich zwar kein signifikantes Ergebnis, jedoch kam bei alleiniger
Untersuchung der KIT-mutierten GIST zu Tage, dass Cyclin A2 in KIT-mutierten GIST aus
dem Dunndarm signifikant héher exprimiert war als in solchen aus dem Magen. Uber eine
lokalisationsabhéngig unterschiedliche Expression von Cyclin A2 sind bislang keine
Ergebnisse in der Literatur bekannt. Dennoch stiitzt dieses Ergebnis die bereits erwahnte
Vermutung, dass im Zellzyklus der GIST aus dem Dunndarm vorrangig die spaten
Proliferationsproteine bedeutend sind und dass die Proliferation bei KIT-mutierten GIST im
Dinndarm mdglicherweise ber andere Proteine, zum Beispiel Myc, aktiviert wird als bei
GIST im Magen. Mit einem niedrigen Expressionsspiegel in GIST im Magen und Dickdarm
und einem hohen Spiegel in Dinndarm-GIST zeigte Cyclin A2 namlich ein genau
gegensétzliches Muster zu Cyclin D1 und E2F1.

Hinsichtlich der Morphologie war die Expression von Cyclin A2 in epitheloid-gemischten
GIST signifikant hoher als in spindelzelligen GIST. Diesbeztglich sind in der Literatur keine
Aussagen dartiber zu finden. Es bleibt zu vermuten, ob sich die hohe Cyclin-A2-Expression in
epitheloid-gemischten GIST maligeblich auf die maligne transformierten Tumore im

Dinndarm bezieht.

Die Expression von Cyclin A2 hatte im untersuchten Tumorkollektiv einen signifikanten
Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben nach der Operation. Bei den Patienten mit GIST
mit einer Cyclin-A2-Expression unterhalb des Median-Wertes lag eine signifikant hohere
kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit vor als bei solchen mit einer Cyclin-A2-Expression
oberhalb des Median-Wertes. Dies stimmt mit Ergebnissen von Nakamura et al. Uberein. In
dieser Studie mit 80 GIST zeigten 20 Tumoren eine positive Reaktion auf die
immunhistochemische Farbung mit dem Antikorper gegen Cyclin A. Von diesen 20 GIST
wurden 13 Tumoren in der Risikoklassifikation als ,,hoch® eingestuft. Eine Cyclin-A-
Uberexpression war somit in dieser Studie signifikant mit einem hohen Tumorgrad assoziiert.
Des Weiteren zeigte eine hohe Expression von Cyclin A ebenfalls eine signifikante
Korrelation mit einem hohen Ki-67-Index (Nakamura et al. 2005).

Die vorliegenden Ergebnisse und der Vergleich mit der Literatur lassen also vermuten, dass
Cyclin A2 einen nutzlichen Parameter zur Abschatzung der klinischen Aggressivitat eines
GIST darstellt.
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424 Cyclin Bl

Cyclin B1 zeigte in den Expressionsspiegeln ebenfalls einen signifikanten Unterschied
beziglich der anatomischen Lokalisation. So war Cyclin B1 in GIST aus dem Dinndarm
signifikant hoher exprimiert als in GIST aus dem Magen. Dieses Ergebnis zeigte sich auch beli
alleiniger Untersuchung der KIT-mutierten GIST und weist somit das gleiche Muster auf wie
Cyclin A2. Daher erhartet sich die Vermutung, dass die Regulation des Zellzyklus bei GIST
aus dem Dinndarm uber einen anderen Aktivierungsweg geschieht als bei GIST aus dem
Magen.

Im Vergleich zur Morphologie prasentierte Cyclin B1 eine signifikant hohere Expression in
epitheloid-gemischten GIST. Auch die Expression in epitheloid-gemischten KIT-mutierten
GIST war signifikant hoher als in spindelzelligen KIT-mutierten GIST. Hinsichtlich der
Morphologie wurde dieses Ergebnis ebenfalls bei Cyclin A2 erzielt. Auch bei Cyclin B1 sind
jedoch keine Angaben dartiber in der Literatur zu finden. Das Ergebnis zeigt aber an, dass die
Proteine Cyclin A2 und Cyclin Bl1, also die spaten Proliferationsproteine, mafRgeblich
gemeinsam reguliert werden bzw. die Aktivierung von Cyclin A2 die anschlieRende
Aktivierung von Cyclin B1 bedingt.

Hinsichtlich der TumorgroRe zeigte sich die Tendenz, dass Cyclin B1 in GIST groRer als 5
cm eine hohere Expression aufwies als in GIST kleiner als 5 cm. In GIST kleiner als 5 cm
betrug die mittlere Cyclin-B1-Eypression 4,3% (z 5,2%) und in GIST groRer als 5 cm 6,1%
(£7,3%). Da die TumorgroRe als klassischer Prognosefaktor dient, deutet dieses Ergebnis
darauf hin, dass auch eine Uberexpression von Cyclin B1 mit einem schlechteren klinischen
Verlauf assoziiert sein kdnnte.

Die Untersuchungen zum Follow-up bekréftigten schlieBlich die Vermutung, denn auch die
Expression von Cyclin B1 hatte einen signifikanten Einfluss auf den klinischen Verlauf. So
lag bei den Patienten mit GIST, die eine Cyclin-B1-Expression unterhalb des Median-Wertes
zeigten, eine signifikant hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit vor als bei den
Patienten, die eine Expression von Cyclin B1 oberhalb des Median-Wertes zeigten. Koon et
al. zeigten ebenfalls, dass die mMRNA-Spiegel von Cyclin B1 in malignen GIST deutlich héher
waren als in gutartigen Tumoren (Koon et al. 2004). Eine weitere Studie aus dem Jahr 2005
konnte deutlich machen, dass eine hohe Expression von Cyclin B1 mit einem hohen Ki-67-
Index korreliert. Eine Wechselbeziehung zwischen einer Cyclin-B1-Uberexpression und
einem schlechten klinischen Verlauf bzw. einem hohen Tumorgrad konnte dabei jedoch nicht

festgestellt werden (Nakamura et al. 2005).
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Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen jedoch die Daten von Koon et al. und lassen
vermuten, dass eine hohe Expression von Cyclin B1 zumindest teilweise mit einer

schlechteren Prognose der GIST assoziiert ist.

425 Myc

Die Expression von Myc zeigte lediglich im Vergleich zum Mutationsstatus unter
Berlcksichtigung der Lokalisation einen signifikanten Unterschied. Myc war demnach
signifikant hoéher in KIT-mutierten GIST im Dinndarm exprimiert als in KIT-mutierten
Tumoren im Magen. Dieses Expressionsmuster gleicht dem von Cyclin A2 und Cyclin B1.
Dies erhartet die Hypothese, dass in GIST im Diinndarm die Aktivierung von Cyclin A2 und
Cyclin B1 hauptséchlich durch Myc stattfindet. Im Gegensatz dazu kénnten in GIST im
Magen grundsatzlich andere Regulationsmechanismen (ber Cyclin D1 und E2F1 zur
Zellproliferation beitragen. In der Literatur ist lediglich die bereits erwéhnte Vermutung laut
geworden, dass es parallel zu dem klassischen RB/E2F-Signaltransduktionsweg einen
weiteren Pfad gibt, tber den c-Myc durch Regulation von Cyclin E den G1-/S-Phasen-
Ubergang fordert (Santoni-Rugiu et al. 2000). Konkrete Beziige auf die
lokalisationsabhéngige Myc-Expression bei GIST finden sich nicht.

Im Vergleich zur TumorgréRe war der Unterschied, dass Myc eine hohere Expression in
GIST groRer als 5 cm aufwies, knapp nicht signifikant. Die mittlere Expression von Myc
betrug in GIST kleiner als 5 cm 0,3% (£ 0,4%) und in GIST groRer als 5 cm 0,7% (z 1,1%).
Dennoch lasst auch dieses tendenzielle Ergebnis vermuten, dass auch eine hohe Expression
von Myc mit einem schlechten klinischen Verlauf verbunden sein konnte. Die
Untersuchungen bestédtigen dies jedoch nicht, denn die Expression von Myc hatte im
vorliegenden Tumorkollektiv keinen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben nach der Operation.

Die gegenwaértigen Resultate im Vergleich zu der gefundenen Literaturangabe lassen die
prognostische Bedeutung einer Uberexpression von Myc kontrovers erscheinen. In einer
Studie aus dem Jahr 2000 wurde eine hohe Expression von c-Myc als wichtiger, signifikanter
und unabhéngiger Prognosefaktor fir einen schlechten Kklinischen Verlauf beschrieben
(Panizo-Santos et al. 2000). Die damals durchgefuhrte Studie war die erste Untersuchung
hinsichtlich einer c-Myc-Uberxpression in GIST. Nachfolgende Untersuchungen konnten in

der Literatur jedoch nicht gefunden werden.
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Myc scheint anhand der vorliegenden Ergebnisse insofern eine Bedeutung zu haben, als dass
es in GIST im Magen und im Dinndarm unterschiedlich exprimiert ist und dies mit
verschiedenen Regulationsmechanismen zusammenhdngen konnte, bei denen Myc in
Dinndarm-GIST eine tragende Rolle spielen kénnte. Dennoch sind weitere Untersuchungen
diesbeziiglich nétig, um die lokalisationsabhangigen Unterschiede erklaren zu konnen. Als
alleiniger Prognosemarker unabhdngig von TumorgroBe oder Lokalisation scheint Myc

jedoch aufgrund der vorliegenden Ergebnisse weniger gut geeignet zu sein.

76



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden GIST von 148 Patienten immunhistochemisch
untersucht und die quantitative Proteinexpression von E2F1, Cyclin D1, Cyclin A2, Cyclin
B1 und Myc im Vergleich zu den Klinisch-pathologischen Parametern Lokalisation,
Morphologie, TumorgrélRe, Mitosenanzahl und Mutationsstatus bestimmt. Das Ziel der Arbeit
bestand darin, herauszufinden, wie stark die jeweils untersuchten Proteine im Hinblick auf die
einzelnen Klinisch-pathologischen Parameter exprimiert sind und anhand dieser Ergebnisse
zusammen mit dem Follow-up eine mdgliche prognostische Bedeutung fir GIST abzuleiten.
Hierzu wurde das Tumorkollektiv mittels Tissue-Microarray-Technologie und

immnhistochemischer Untersuchungsverfahren analysiert.

Zunéchst konnten am vorliegenden Tumorkollektiv die Assoziation bestimmter klinisch-
pathologischer Faktoren und deren Bedeutung flr die Prognose und den klinischen Verlauf
bestatigt werden. PDGFRA-Mutationen traten ausnahmslos im Magen auf und waren
vorrangig mit einer epitheloid-gemischten Morphologie assoziiert, wéhrend KIT-Mutationen
eher in spindelzelligen GIST und signifikant haufiger im Dunndarm vorkamen. Der Kklinische
Verlauf der GIST aus dem Magen war deutlich besser als der Verlauf der GIST aus dem
Dinndarm. Dies spiegelte sich auch unter Beriucksichtigung des Mutationsstatus wider.
PDGFRA-mutierte GIST zeigten tendenziell einen grundsétzlich besseren klinischen Verlauf
als KlIT-mutierte GIST. Der Verlauf der KIT-mutierten GIST wies jedoch unter
Berlicksichtigung der Morphologie einen deutlichen Unterschied auf, da spindelzellige KIT-
mutierte GIST eine bessere Prognose aufzeigten als epitheloid-gemischte GIST mit einer KIT-
Mutation. Dies erhértet die in der Literatur geduBerte Vermutung, dass es sich bei den
letztgenannten GIST um maligne transformierte Tumoren im Dinndarm handeln koénnte. Die
TumorgrélRe und die Mitosenanzahl als signifikante Prognosefaktoren konnten in den

vorliegenden Analysen ebenfalls bestétigt werden.

Zudem konnte gezeigt werden, dass lokalisationsabhdngig zwei verschiedene
Expressionsmuster unter den fiinf Proteinen bestehen. So zeigten E2F1 und Cyclin D1 jeweils
eine hohere Expression in KIT-mutierten GIST aus dem Magen und aus dem Dickdarm als in

KIT-mutierten GIST aus dem Diinndarm. Die Expressionen von Cyclin A2, Cyclin B1 und
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Myc verhielten sich genau gegensétzlich. Dies legte die Vermutungen nahe, dass es sich zum
einen um unterschiedliche Aktivierungswege im Magen und Dunndarm handeln koénnte, die
den Zellzyklus und damit die Prolifertaion initiieren. So konnte die Aktivierung im Magen
vorrangig durch die frihen Proliferationsproteine Cyclin D1 und E2F1 geschehen, wahrend
im Dinndarm mafRgeblich die spaten Proliferationsproteine Cyclin A2 und Cyclin B1 von
Bedeutung sind, nachdem diese nicht primdr durch Cyclin D1 und E2F1, sondern durch Myc
aktiviert worden sind. Eine weitere Hypothese besagte, dass E2F1 mit seiner deutlich héheren
Expression in GIST im Magen dort vorrangig Apoptose statt Proliferation auslost und dies

zum klinisch besseren Verlauf der GIST aus dem Magen beitragt.

Des Weiteren korrelierte E2F1 mit der TumorgroRe, einem klassischen Prognosefaktor, und
liel deshalb vermuten, dass auch E2F1 als unglnstiger prognostischer Marker auftreten
konnte. In Bezug auf den klinischen Verlauf des Gesamtkollektivs bestétigte sich dieses.
Unter Bericksichtigung der Lokalisation zeigte sich jedoch, dass die E2F1-Expression
lediglich im Dunn- und Dickdarm als signifikanter Prognosemarker fungieren kénnte; eine
ungleiche E2F1-Expression im Magen flihrte jedoch nicht zu einem Unterschied hinsichtlich
des klinischen Verlaufs. Daher erfordert die Rolle von E2F1 in GIST im Magen naherer
Untersuchungen. Cyclin D1 &hnelte im Expressionsmuster zwar E2F1, jedoch hatte Cyclin
D1 keinen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben und scheint daher als
alleiniger Prognosemarker weniger gut geeignet zu sein. Hingegen hatten sowohl die
Expression von Cyclin A2, als auch die von Cyclin B1 einen signifikanten Einfluss auf den
klinischen Verlauf. Daher kdnnten beide Proteine, zumindest teilweise, nitzliche Parameter
zur Abschatzung der Kklinischen Aggressivitét eines GIST darstellen. Es bleibt anzunehmen,
dass Myc ebenfalls eine bedeutende Rolle in der GIST-Entstehung einnimmt, da es ebenso
wie die bereits beschriebenen Proteine lokalisationsabhangig unterschiedlich exprimiert ist.
Als unabhangiger Prognosemarker jedoch scheint es anhand der vorliegenden
Untersuchungen weniger zweckdienlich zu sein, da die Myc-Expression keinen signifikanten

Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben nach der Operation hatte.

Zusammenfassend scheinen E2F1, Cyclin A2 und Cyclin Bl nitzliche prognostische
Parameter fur GIST darzustellen, wenngleich die Rolle von E2F1 in GIST aus dem Magen
néherer Untersuchungen bedarf. Cyclin D1 und Myc hingegen scheinen weniger ginstige
Prognosemarker zu sein. Dennoch ist zu vermuten, dass Myc im Zellzyklus des GIST aus

dem Diinndarm eine bedeutende Stellung einnimmt.
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