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1.1

Einleitung

Definition und Klassifikation

Gastrointestinale  Stromatumoren (GIST) sind fast immer CD117-positive
mesenchymale Tumoren mit spindeliger oder epitheloider Zellmorphologie (Miettinen et
al. 2002).

Sie gehdren zu den haufigsten mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltrakts (<
1% aller Primartumoren des Gastrointestinaltrakts), die vorher den myogenen Tumoren
zugeordnet worden waren (Golden und Stout 1941). Der Begriff des “gastrointestinalen
Stromatumors” selbst geht auf Appelman (1986) zurlick. Bezlglich ihrer Herkunft und
ihres klinischen Verhaltens unterscheiden sich GIST jedoch deutlich von anderen
mesenchymalen Tumoren wie Leiomyomen, Schwannomen und Lipomen (DeMatteo
2002, Miettinen und Lasota 2001), obwohl man sie aufgrund ihrer
histomorphologischen Erscheinung (neurogene und myogene
Differenzierungsmerkmale) lange Zeit zu diesen Tumoren gezahlt hat.

GIST treten am haufigsten zwischen dem 40. und 80. Lebensjahr mit einem Gipfel um
das 60. Lebensjahr auf. Die Geschlechterverteilung ist anndhrend ausgewogen, mit
einem leichten Trend (55%) zum mannlichen Geschlecht (Antonescu et al. 2003,
Miettinen et al. 2005, Wong et al. 2003). Die Inzidenz in einer schwedischen Studie lag
bei 14,5 pro 1 Mio. Einwohner, die Pravalenz bei 129 pro 1 Mio. Einwohner (Nilsson et
al. 2005). Tran et al. (2005) zeigten fir die USA eine Inzidenz von 6,8 pro 1 Mio.
Einwohner mit einer leicht erhdhten Inzidenz in der mannlichen gegenltber der

weiblichen Bevolkerung.

Familiare (Chompret et al. 2004, Hartmann et al. 2005), sowie im Rahmen von
Syndromen, z.B. im Zusammenhang mit Neurofibromatosis Typ 1 (Andersson et al.
2005) oder der Carney-Trias (gastrale GIST, pulmonale Chondrohamartome und
extraadrenale Paragangliome; Carney 1999) auftretende GIST machen nur einen

geringen Anteil unter den GIST aus (Miettinen et al. 2005).

Als Abkdmmlinge von den interstitiellen Cajal- bzw. deren Vorlduferzellen (Kindblom et

al. 1998, Sircar et al. 1999), kénnen sie sowohl eine leiomyogene, neurogene oder
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weder leiomyogene noch neurogene Differenzierung aufweisen. Die Cajal-Zellen
fungieren normalerweise als Schrittmacher (“Pacemaker”)-Zellen im Plexus
myentericus und benachbarten Muskelschichten. Sie sind u.a. fir Darmmotorik und
Peristaltik zustandig (Sircar et al. 1999).

Makroskopisch wachst der Tumor intramural, hat runde Form und imponiert bei der
Endoskopie ab einer gewissen GréBe als halbkugelige Vorwdlbung, teilweise ulzeriert,
bei erhaltener Schleimhaut und verstrichenem Faltenrelief. Gegeniber dem
umgebenden Gewebe sind GIST ohne bindegewebige Kapsel scharf abgegrenzt. Zum
Peritoneum hin werden sie oft nur von der Serosa und einer dlinnen
Bindegewebsschicht bedeckt. Das oftmals weiche Gewebe offenbart auf der
Schnittflache bei groBeren Tumoren oft regressive Veranderungen in Form von Odem,
Nekrosen und selten auch Verkalkungen (Erlandson et al. 1996, Flizesi 2003).

Bei GIST handelt es sich um histomorphologisch zellreiche Tumoren, die in
spindelzellige (70%), epitheloide (20%) oder gemischt epitheloid-/spindelzellige
Formen in storiformer oder faszikularer Anordnung unterteilt werden kénnen (Fletcher
et al. 2002, Miettinen et al. 1999 a), wobei epitheloide &fter im Magen und die
spindelzelligen Varianten eher im Dinndarm anzutreffen sind (Appelman 1986).

1.2 Immunhistochemie

Immunhistochemisch zeigen GIST ein charakteristisches Muster, was bei der
uneinheitlichen und unspezifischen Zellmorphologie differentialdiagnostisch hilfreich

sein kann.

Antikérper gegen c-kit (CD117) sind in 91% der Félle positiv (Miettinen et al. 2005,
Sarlomo-Rikala et al. 1998 a, Wong et al. 2003). Dies macht deutlich, dass es CD117-
negative Zellen gibt, die, trotz der in 0.g. Definition geforderten CD117-Positivitat, den
GIST zuzurechnen sind (Debiec-Rychter et al. 2004 a). Auf der anderen Seite kann
CD117 auch in kleinzelligen Bronchialkarzinomen, sowie Melanomen, Angiosarkomen,
Mastozytomen und Seminomen in unterschiedlichem AusmafB nachgewiesen werden
(Miettinen et al. 2000 c, Montone et al. 1997, Tsuura et al. 1994).



In der immunhistochemischen Farbung exprimieren GIST mit Mutationen im PDGFRA-
Gen oft nur fokal CD117, bis hin zur kompletten Negativitat gegenlber dem Antikérper.
Obwonhl einige Studien bei Mutationen in PDGFRA eine nur geringe Expression von
CD117 nachgewiesen haben (Debiec-Rychter et al. 2004 a, Wasag et al. 2004),
zeigten Lasota et al. (2004) bei 139 GIST mit Mutationen in PDGFRA in 87% eine

Expression dieses Oberflachenproteins.

In bis zu 82% kann CD34, in 19% SMA (Smooth muscle antigen) nachgewiesen
werden. S100 (< 1%) und Desmin (5%) werden nur in seltenen Fallen von den Zellen
exprimiert, die so immunhistochemisch negativ sind (Miettinen et al. 2005, Sarlomo-
Rikala et al. 1998 a, Wong et al. 2003). Die Verteilung der Antikérper variiert je nach
Tumorlokalisation. So zeigen nach Miettinen et al. (2000 d) 6ésophageale und rektale
GIST die starkste Expression von CD34 (> 90%).

1.3 Pathogenese

Nur durch die Immunhistochemie kann keine definitive Diagnose eines GIST gestellt
werden. Es gibt eine gewisse Anzahl an CD117-negativen GIST (siehe 1.2). Hier kann
eine Mutationsanalyse des KIT- und PDGFRA-Gens fir Klarheit sorgen. Sihto et al.
(2005) fanden bei einer Analyse von 334 soliden Tumoren aus 32 verschiedenen
histologischen Geweben Mutationen im KIT- und PDGFRA-Gen nur in GIST. Keine

anderen untersuchten Tumoren zeigten Mutationen in diesen Genen.

KIT- und PDGFRA-Gen

Eine postulierte und mittlerweile allgemein anerkannte Theorie der Tumorgenese von
GIST geht von aktivierenden Mutationen des KIT- und PDGFRA-Gens aus, die zu
einer dauerhaften Aktivierung der von diesen Genen kodierten Rezeptor-

Tyrosinkinasen fihren (Miettinen und Lasota 2001).

Der normale Ligand dieser Tyrosinkinasen ist der Stammzellfaktor (SCF), der nach
Bindung eine Konformationsénderung der juxtamembrandren Doméane des Rezeptors
bewirkt und so zu einer Homodimerisation des Rezeptors fuhrt. Durch eine Aktivierung
von Tyrosinkinasen werden so verschiedene Substrate phosphoryliert, die die
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intrazellulare Signaltransduktion einleiten (Blume-Jensen et al. 1991).

GIST, als Abkdémmlinge der Cajal-Zellen (siehe 1.1), exprimieren auf ihrer
Zelloberflache typischerweise als Produki des Protoonkogens KIT (lokalisiert auf
Chromosom 4q11-12) eine transmembranare Typ-llI-Rezeptor-Tyrosinkinase (ein 145-
kDa-Glykoprotein) (Hornick und Fletcher 2002, Sarlomo-Rikala et al. 1998 a). Die
Tyrosinkinase, CD117 nach aktueller CD-Nomenklatur, findet sich neben den Cajal-
Zellen u.a. auf Knochenmarksstammzellen, Mastzellen, Melanozyten und Keimzellen,
wobei der Stammzellfaktor (SCF) als nattrlicher Ligand dient (Zsebo et al. 1990).

Furitsu et al. (1993) wiesen nach, dass Punktmutationen im KIT-Gen zu einer
dauerhaften Aktivierung des Genprodukts filhren kdnnen. Bei GIST wurden erstmalig
durch Hirota et al. (1998) “gain-of-function”Mutationen auf Exon 11 des KIT-Gens
beschrieben, die durch eine dauerhafte Aktivierung der Tyrosinkinase die

Tumorgenese einleiten kénnen.

Im KIT-Gen zeigen sich bei GIST in 90% Aktivierungsmutationen, berwiegend in Exon
11 und Exon 9 (Heinrich et al. 2002, Lux et al. 2000, Rubin et al. 2001, Singer et al.
2002). Untersucht man die nicht in KIT-mutierten GIST weiterhin auf Mutationen im
Platelet derived growth factor receptor alpha-Gen (PDGFRA), einer der c-kit
verwandten, ebenfalls auf Chromosom 4 lokalisierten Typ-Ill-Tyrosinkinase (Qiu et al.
1988), so zeigen sich auch hier, vor allem in Exon 18 und Exon 12, aktivierende
Mutationen entsprechend denen im KIT-Gen. Die Angaben Uber die Haufigkeit von
Mutationen schwanken dabei zwischen 7 - 30% der bzgl. einer KIT-Mutation negativen
GIST (Corless et al. 2005, Debiec-Rychter et al. 2004 b, Lasota et al. 2004), wobei
KIT- und PDGFRA-Mutationen sich gegenseitig auszuschlieBen scheinen (Heinrich et
al. 2003 a, Lasota et al. 2004, Miettinen et al. 2005). Vor allem GIST ohne
Aktivierungsmutation in KIT zeigten in 35% Mutationen im PDGFRA-Gen. Die meisten
GIST mit Mutationen im letztgenannten Gen zeigen histomorphologisch eine
epitheloide oder gemischt epitheloid-/spindelzellige Form, einen geringen Mitoseindex
(<= 5 Mitosen/50 High Power Fields (HPF)) und kommen fast ausschlieBlich im Magen
vor. Die meisten GIST mit Mutationen im KIT-Gen sind dagegen eher vom
spindelzelligen Phanotyp (Corless et al. 2005, Lasota et al. 2004, Pauls et al. 2005,
Wardelmann et al. 2002, 2004).



KIT - Exon 11

Durch Mutationen vor allem im Exon 11 (58 - 70%) des KIT-Gens (DeMatteo et al.
2008, Keun Park et al. 2008, Wozniak et al. 2007), welches flr den juxtamembrandsen
Bereich des Rezeptors kodiert, wird dieser strukturell so veréndert, dass es zu einer
ligandenunabhanigen Homodimerisation und so zu einer dauerhaften Aktivierung des
Rezeptors kommen kann. Die Tumoren sind dabei Uberwiegend im Magen (78,6%
nach Wardelmann et al. 2004) lokalisiert. Die Aktivierung fiahrt durch eine
nachgeschaltete intrazellulare Signalkaskade u.a. zu einem proliferativen Stimulus und
einer Hemmung der Apoptose, was zu ungebremster Zellvermehrung fihrt. Die
meisten KIT-Exon-11-Mutationen liegen am 5' Ende (84%), die meisten Internal
Tandem Duplications (ITD) von 5 - 14 Aminosauren (AS) am 3' Ende. Am haufigsten
waren einfache Deletionen (23 - 50%) und Punktmutationen (13 - 18%) zwischen
Codon 550 - 560. In absoluten Zahlen kam die Substitution W557R gefolgt von
Deletion W557-K558 und Substitution V560D am haufigsten vor. Codon 557 und 558
waren in 29% aller Mutationen betroffen (Andersson et al. 2006, Antonescu et al. 2003,
Corless et al. 2004, Heinrich et al. 2003 b, Keun Park et al. 2008, Kontogianni-
Katsarou et al. 2008).

KIT - Exon 9

Am zweithaufigsten bei GIST ist Exon 9, mit 5 - 13% aller Tumoren, mutiert. Die
Lokalisation des Tumors liegt dabei fast ausschlieBlich im Dinndarm (Antonescu et al.
2003, Koay et al. 2005, Penzel et al. 2005, Wardelmann et al. 2004). Es handelt sich
vor allem um eine 6-Basenpaar(bp)-Insertion (4,5 - 7,6%), die zu einer ITD AY502-503
fihrt (Antonescu et al. 2005, Lasota et al. 2000, Pauls et al. 2005, Penzel et al. 2005,
Willmore et al. 2004).

KIT - Exon 13

Mutation in Exon 13 betreffen vor allem die Substitution K642E, die in 2 - 5% aller
GIST auftritt (Lasota et al. 2000, Willmore et al. 2004). Von Relevanz ist noch die
Mutation V654A (Antonescu et al. 2005, Chen L et al. 2004), die zu einer Resistenz

gegenulber einer Therapie mit Imatinib fihrt.
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KIT - Exon 14

Bisher sind nur vereinzelte Falle einer KIT-Exon-14-Mutation bekannt, die alle zu einer
sekundaren Resistenz gegenlber Imatinib fihrten (Antonescu et al. 2005, Hirota et al.
2001, Tamborini et al. 2004).

KIT - Exon 17

Exon 17 ist nur in seltenen Féllen (0,6 - 1%) von einer Mutation betroffen, z.B. N822K
(Corless et al. 2004, Penzel et al. 2005). Bei ca. 85% der Patienten mit nachweisbarer
sekundéarer Mutation wahrend der Imatinib-Therapie fand sich diese Mutation in Exon
17 (Antonescu et al. 2005), Uberwiegend N822K und D820Y.

PDGFRA - Exon 18

Mutationen im PDGFRA-Gen betreffen in 82,5% das Exon 18 (Corless et al. 2005).
Ingesamt zeigen 6 - 23% aller GIST eine Mutation im PDGFRA Exon 18 (Corless et al.
2005, Wozniak et al. 2007), wobei als haufigste Mutation die Substituion D842V
vorkommt, die durch ihre Resistenz gegeniber einer Therapie mit Imatinib (siehe
Kapitel 1.7 Therapie und Prognose) besondere klinische Bedeutung hat. Weitere
Mutationen des Exon 18 sind v.a. Deletionen zwischen den Codons 842 - 846
(DIMH842 - 845, IMHD843 - 846).

PDGFRA - Exon 12

2 - 4% aller Mutationen betreffen das PDGFRA Exon 12 (Corless et al. 2005, Penzel
et al. 2005, Pauls et al. 2005). Die haufigste Mutation betrifft auch hier, wie in Exon 18,
die Substitution einer Aminoséaure (V561D).

PDGFRA - Exon 14

Nur in seltenen Fallen (3,7%) ist Exon 14 von Mutationen des PDGFRA-Gens betroffen
(Corless et al. 2005).
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Tumorprogression und chromosomale Imbalanzen

Presti et al. (1991) sprechen im Rahmen der Tumorprogression von priméaren,
sekundaren und tertidren chromosomalen Imbalanzen (CI). Primére CI, als haufigste
genetische Veranderung eines Tumortyps, fluhren zur Tumorentstehung (z.B.
Punktmutationen eines Gens). Sekundare flihren im weiteren Verlauf der
Tumorentwicklung zu tumorspezifischen Veranderungen an bestimmten Chromosomen
(z.B. Deletionen und Amplifikationen) und tertiare CI, auftretend aufgrund der
genetischen Instabilitat, fGhren zu individuell verschiedenen und zuféllig auftretenden

Veranderungen.
Chromosomale Imbalanzen

Nach Heinrich et al. (2002) fuhrt die (dauerhafte) Aktivierung der Tyrosinkinase zu
einer Hyperplasie der interstitiellen Cajal-Zellen. Fur die weitere Entwicklung von der
Hyperplasie hin zu einer Neoplasie sind dabei weiterflhrende genetische

Veranderungen notwendig. In mehr als 90% KIT- oder PDGFRA-Mutation
der GIST treten multiple chromosomale 4

14q Deletion
Veranderungen im Sinne von d ¥ I
Translokationen, Amplifikationen und 22q Diletion
Deletionen auf, wobei Verluste wesentlich 1p Deletion
haufiger als Zugewinne beobachtet werden 80 7 $ _
ugewinn
(El-Rifai et al. 2000). Da bereits benigne GIST P %
in  der  komparativen  genomischen 11p Deletion
Hybridisierung (CGH) einen Verlust an 9p Deletion
Chromosom 14q , 22g und 1p zeigen, ¥

179 Zugewinn
scheinen diese bereits frihzeitig in der a49

Tumorgenese auftretende Imbalanzen zu sein Abbildung  1.3/1 Darstellung der Tumor-
) L genese und -progression (nach Heinrich et al.

(Debiec-Rychter et al. 2001, El-Rifai et al. 2002

2000). Im Gegensatz zu diesen Verlusten

kommen andere Imbalanzen, wie z.B. Zugewinne und Amplifikationen, z.B. an

Chromosom 5p, 8q, 17g und 20q oder Verluste an 9p, 13g, 15 und 19q, vor allem in

malignen Tumoren vor (El-Rifai et al. 1996, Sarlomo-Rikala et al. 1998 b). Sie sind

dabei als sekundare Imbalanzen im o.g. Sinne zu verstehen und kdnnten Sitz von

Tumorsuppressorgenen, Proto-Onkogenen oder Proteinen der Signaltransduktion sein
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(Bergmann et al. 1998, Corless et al. 2004, El-Rifai et al. 2000), die wahrend der
Tumorprogression u.a. von Bedeutung flr das klinische Verhalten und die Dignitat sein
kénnten. Die Abbildung 1.3/1 zeigt eine daraus abgeleitete und vereinfachte

Darstellung der Tumorgenese und -progression (Heinrich et al. 2002).

El-Rifai et al. (2000) fanden bei benignen GIST durchschnittlich 2,6, bei primar
malignen durchschnittlich 7,5 und bei metastasierten GIST 9,0 chromosomale
Imbalanzen. Das vermehrte Auftreten von sekundaren und tertidren Imbalanzen bei
malignen und metastasierten GIST betrifft dann nicht mehr nur GIST-spezifische
Veranderungen, sondern zeigt vermehrt ein inhomogenes Muster an chromosomalen
Verlusten und Zugewinnen. Als GIST-charakteristische chromosomale Imbalanzen
gelten vor allem Verluste an 14q, 22g und an 1p (Derré et al. 2001, El-Rifai et al.
2000), wobei die Veranderungen lokalisationsabhangig in unterschiedlicher Haufigkeit
anzutreffen sind (Gunawan et al. 2004; siehe Tabelle 1.3/1 und Tabelle 1.3/2).
Bestimmte Veranderungen oder eine Kombination von Veranderungen zeigten dabei
gehauft eine Assoziation zu malignen Verlaufen, z.B. zeigen Verluste an 1p zusammen
mit Verlusten an 15q eine Assoziation mit kleinen intestinalen GIST (Magen 0%, Darm
75%) und die Kombination von Verlusten an 1p und 9q mit kolorektalen GIST (siehe
auch 1.7 Therapie und Prognose, S. 19).

1.4 Lokalisation

GIST kénnen (iberall im Gastrointestinaltrakt zwischen Osophagus und Rektum
auftreten, sowie in seltenen Féllen auch primar im Mesenterium, Omentum und

Retroperitoneum (Miettinen et al. 1999 b, Tworek et al. 1999 a).

70% der GIST manifestieren sich im Magen, 20 - 30% im Dinndarm, 5% in Dickdarm /
Rektum und weniger als 5% im Osophagus (Emory et al. 1999, Miettinen et al. 1999 a,
2000 a). GIST mit Mutationen im Exon 18 des PDGFRA-Gens scheinen fast
ausschlieBlich im Magen vorzukommen und solche mit Mutationen in Exon 9 von KIT

Uberwiegend im Dinndarm (Antonescu et al. 2003, Corless et al. 2005).
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Tabelle 1.3/1

LiteraturOibersicht Uber die Haufigkeit chromosomaler Imbalanzen bei GIST

CGH Haufigkeit Literatur
1p/Loss 40-51% Gunawan et al. 2004,
El-Rifai et al. 2000, Bergmann et al.
1998
81,8% high-risk, 47,1% low-risk Chen Y et al. 2004
49/ Gain  21% Gunawan et al. 2004
5p/Gain  25% Gunawan et al. 2004
5,9% low-risk, 27,2% high-risk ChenY et al. 2004
31% maligne, 29% metastasiert El-Rifai et al. 2000
5q/Gain | 31% Gunawan et al. 2004
79/ Gain | 13% Gunawan et al. 2004
8p/Gain 15% Gunawan et al. 2004
8q/Gain  25% Gunawan et al. 2004
8% benigne, 33% maligne, 57% metastasiert | El-Rifai et al. 2000
9/Loss 40% Bergmann et al. 1998
9p / Loss 12 -14,3% Gunawan et al. 2004, Kim NG et al.
36% maligne, 63% metastasiert 2000, El-Rifai et al. 2000
9q/Loss | 14,3 -29% Gunawan et al. 2004, Kim NG et al.
2000
10q/Loss  17% Gunawan et al. 2004
27,2% high-risk Chen Y et al. 2004
11p / Loss | 11,8% low-risk, 27,2% high-risk ChenY et al. 2004
129/ Gain | 12% Gunawan et al. 2004
5,9% low-risk, 27,2% high-risk ChenY et al. 2004
13q/Loss  17% Gunawan et al. 2004
5,9% low-risk, 45,5% high-risk Chen Y et al. 2004
14 /Loss | 60-78% Derre et al. 2001, Bergmann et al. 1998
14q/ Loss | 64-77% Gunawan et al. 2004;
El-Rifai et al. 2000,
70,6% low-risk, 54,5% high-risk Sarlomo-Rikala et al. 1998,
Marci et al. 1998, Chen Y et al. 2004
15/Loss  57% Derre et al. 2001
15q/Loss  29% Gunawan et al. 2004
29,4% low-risk, 54,5% high-risk Chen Y et al. 2004
17q/ Gain  5,9% low-risk, 36,4% high-risk Chen Y et al. 2004
25% maligne, 43% metastasiert El-Rifai et al. 2000
18q/ Loss | 27,2% high-risk Chen Y et al. 2004
20q/ Gain | 26% metastasiert El-Rifai et al. 2000
36,4% high-risk Chen Y et al. 2004
22q/Loss 53 -58% Gunawan et al. 2004,
El-Rifai et al. 2000
17,6% low-risk, 63,6% high-risk Chen Y et al. 2004
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Tabelle 1.3/2
Lokalisationsabhangige chromosomale Imbalanzen bei GIST (nach Gunawan et al. 2004)

Chromosom Lokalisation Veranderung(en)

14q Magen Verluste in 83% lokalisationsunabhé&ngig
Darm Verluste in 35% Verluste in 67%

229 Magen Verluste in 46% lokalisationsunabhé&ngig
Darm Verluste in 82% Verluste in 58%

P Magen Verluste in 23% lokalisationsunabhangig
Darm Verluste in 88% Verluste in 44%

159 Magen Verluste in 14% lokalisationsunabhangig
Darm Verluste in 59% Verluste in 29%

9 Magen Verluste in 14% lokalisationsunabhangig
Darm Verluste in 53% Verluste in 27%

5p Magen Zugewinn in 11% lokalisationsunabhé&ngig
Darm Zugewinn in 53% Verluste in 25%

1.5 Klinik

Das klinische Verhalten von GIST weicht vom Verhalten anderer mesenchymaler
Tumoren des Gastrointestinaltrakts (z.B. leiomyogene und neurogene Neoplasien) ab.
Unter anderem im Hinblick auf Therapie, Tumornachsorge und Prognose ist die
Unterscheidung zwischen GIST und anderen mesenchymalen Tumorentitaten sehr
wichtig, da z.B. Leiomyome meist gutartig sind und oft keiner intensiveren Nachsorge
bedrfen.

Viele kleinere und asymptomatische GIST werden zufalig (10 - 20%) bei
Routineuntersuchen, z.B. einer Endoskopie oder Sonographie, entdeckt, andere
wiederum als Zufallsbefund bei operativen Eingriffen im Abdomen (Nilsson et al. 2005).

Es gibt keine typischen oder pathognomischen Symptome. GIST wachsen, nach
Uberwiegender Meinung ausgehend von den Cajal-Zellen, submukés in der Muscularis
propria, verursachen mit zunehmender GréBe oft erst spat Probleme und flhren je
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nach Lokalisation im Verlauf des Gastrointestinaltrakts zu unterschiedlichen
Symptomen. Haufig sind mit 40% vor allem obere und untere gastrointestinale
Blutungen mit Anamie und allgemeiner Leistungsabnahme das erste Symptom, mit 10
- 20% folgen Schmerzen als zweithdufigstes Symptom (v.a. bei Tumoren im Magen
und Duodenum; Miettinen et al. 2005). Daneben kann es zu Dysphagie, Ubelkeit und
Erbrechen, sowie Meteorismus, Diarrhoen und Tenesmen kommen. Dies kann zu den
verschiedensten Komplikationen fihren, beginnend bei leichten
Obstruktionserscheinungen bis hin zum lleus mit Perforation und akutem Abdomen
(Lam et al. 1996, Miettinen et al. 2005).

1.6 Dignitat und Rezidive

Den gréBten Anteil an den GIST bilden mit ca. 70 - 80% die benignen Tumoren
(Miettinen et al. 2005).

Eine Prognose Uber das klinische Verhalten eines GIST ist schwer zu treffen, da selbst
primdr als benigne eingestufte Tumoren metastasieren kdnnen. Aufgrund der
Schwierigkeiten, die sich bei der Beurteilung von GIST sowohl im Hinblick auf die
Dignitat als auch Prognose ergeben haben, wurde, anstatt benigne und maligne
Tumoren strikt voneinander zu trennen, in mehreren Studien versucht, mittels
verschiedener Parameter eine Risikoklassifizierung bzw. Dignitatsbeurteilung

vorzunehmen (Franquemont 1995).

Histomorphologische Dignitatsmerkmale

Die klassischen histomorphologischen Dignitatskriterien wie Kernpolymorphie und -
hyperchromasie im Rahmen des Tumorgradings sind bei GIST nur bedingt anwendbar
(Rossi et al. 2003). Mitoserate, bzw. die immunhistochemische Farbung mit dem
Proliferationsmarker Ki-67, sind allerdings mittlerweile als Prognosefaktor anerkannt.
Vor allem die gemeinsame Bewertung der Mitoserate zusammen mit der TumorgréBe
lassen einen Riickschluss auf die Dignitat und damit auch auf die Prognose zu (Carillo
et al. 1997, Miettinen et al. 2002, 2005, Wong et al. 2003),

Allgemein anerkannt sind die Risikoklassifizierungen nach Franquemont und nach
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Fletcher (siehe Tabelle 1.6/1 und 1.6/2) sowie die Dignitatsbeurteilung nach Miettinen
(siehe Tabelle 1.6/3).

Tabelle 1.6/1
GIST - Risikoklassifizierung nach Franquemont (1995)

TumorgroéBe und Mitosezahl PCNA Index
Low-risk <5cmund <2/10 HPF
>=5cm oder >=2/10 HPF <=10%
High-risk >=5cmund >=2/10 HPF
>=5cm oder >=2/10 HPF >10 %

PCNA index, Proliferating cell nuclear antigen index

Tabelle 1.6/2
GIST - Risikoklassifizierung nach Fletcher et al. (2002)

TumorgréBe Mitosezahl / 50 HPF*

Very low-risk <2cm <5
Low-risk 2-5cm <5

Intermediate-risk <5cm 6-10
5-10cm <5
High-risk 5-10cm >5

>10cm unabhéangig
Unabhangig >10

*HPF, High Power Fields

Lokalisation

Ein weiterer Faktor bei der Dignitatsbeurteilung ist die Lokalisation des Tumors. GIST
im Danndarm sind haufiger maligne als solche im Magen (Chen Y et al. 2004, Emory et
al. 1999, Gunawan et al. 2004). Intestinale Tumoren haben meist einen gréBeren
Tumordurchmesser und hdhere Mitoseraten (Gunawan et al. 2004) und werden
haufiger als (wahrscheinlich) maligne eingestuft. Von den meisten in der Literatur
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beschriebenen &sophagealen und rektalen Tumoren ist der Uberwiegende Anteil
maligne (Miettinen et al. 1999 a), wobei dsophageale GIST eine wesentlich bessere
Prognose als GIST im Dinndarm aufweisen (Emory et al. 1999).

Tabelle 1.6/3
GIST - Dignitat nach Miettinen et al. (2002)

Magen: GroBe <=5cm
Mitoserate <= 5/ 50 HPF (High Power Fields)
Wahrscheinlich benigne
Darm: GroBe <=2cm
Mitoserate <=5/ 50 HPF

Magen: GréBe > 10cm
Mitoserate > 5/ 50HPF

Wahrscheinlich maligne

Darm: GroBe >5cm
Mitoserate > 5/50 HPF

Magen GréBe >5cmund <= 10 cm
Mitoserate <=5/ 50 HPF

Niedrig malighe

Darm: GréBe > 2 cm und <=5 cm
Mitoserate <=5 /50 HPF

Metastasierungsverhalten

Bereits kleine und als benigne eingestufte GIST kdnnen in 2 - 3% aller Falle
metastasieren. Bei den als maligne eingestuften Tumoren liegt die Metastasierungsrate
bereits bei 86% (Miettinen et al. 2005).

50% der Primartumore zeigen nach 5 Jahren ein Rezidiv (DeMatteo et al. 2000).
Rezidive, auch nach R0O-Resektion, treten meist in Form intraabdomineller, peritonealer
und / oder hepatischer Metastasen auf (DeMatteo et al. 2000, Miettinen et al. 2005),
wobei GIST bevorzugt hdmatogen in die Leber metastasieren oder disseminiert ins
Abdomen streuen (Miettinen et al. 2005). Etwa die Halfte aller Patienten (40 - 60%)
weist bei Primardiagnose bereits Metastasen auf, die vor allem in Leber und
Peritoneum lokalisiert sind (Debiec-Rychter et al. 2004 b, DeMatteo 2002,
Franquemont 1995). Knochen, Lunge und Lymphknoten sind nur selten von
Metastasen betroffen (Liu et al. 2005, Nilsson et al. 2005).
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1.7 Therapie und Prognose

Die Standardtherapie (bei nicht metastasierten GIST) besteht in der radikalen
chirurgischen (R0)-Resektion nach onkologischen Gesichtspunkten (Blay et al. 2005).
Da GIST nur sehr selten lymphogene Metastasen setzen, kann in den allermeisten
Fallen auf eine ausgedehnte Lymphadenektomie verzichtet werden (DeMatteo et al.
2001, Miettinen et al. 2005). Allerdings kommt es selbst bei radikaler Resektion in 40 -
80% zu einem Rezidiv oder einer Metastasierung (DeMatteo et al. 2000).

Therapie mit Imatinib

Ausgehend von der Beobachtung, dass der Aktivierung des Tyrosinkinase-Rezeptors
eine wesentliche Rolle bei GIST zukommt, erfolgte der Einsatz des Tyrosinkinase-
Inhibitors Imatinib  (kompetitiver ATP-Inhibitor am Rezeptor) bei einem bereits
metastasierten GIST mit Uberragendem Erfolg (Joensuu et al. 2001). Imatinib, ein
Phenylaminopyrimidin-Derivat, ~ blockiert = spezifisch  die =~ ATP-Bindungsstelle
verschiedener Tyrosinkinasen (abl, Bcr-abl, c-kit, PDGF-Rezeptor) und verhindert so
die Aktivierung der nachgeschalteten Signaltransduktion (Buchdunger et al. 2000).
Weitere Studien mit gréBeren Fallzahlen bestéatigten die Wirksamkeit von Imatinib
(Debiec-Rychter et al. 2004 b, Demetri et al. 2002), so dass die Indikation fir eine
Therapie mit Imatinib zur Zeit CD-117-positive, nicht resezierbare und / oder
metastasierte maligne GIST bei Erwachsenen sind, sowie die adjuvante Behandlung
von CD-117 positiven GIST mit signifikantem Risiko fir die Entwicklung eines Rezidivs
(Fachinformation Glivec® Filmtabletten, Novartis Pharma, Stand der Information April
2009).

Die Ansprechraten einer Therapie mit Imatinib liegen bei bis zu 75 - 85% (Blay et al.
2005, Heinrich et al. 2003 c), wobei GIST mit KIT-Exon-11-Mutation in 83,5% ein
Teilansprechen (partial response) zeigen. Bei GIST mit KIT-Exon-9-Mutation sinkt die
Rate auf 47,8% (Heinrich et al. 2003 b). Die Teilansprechraten der Phase | - Il
Studien lagen zwischen 48 - 71%, eine Stabilisierung (stable disease) wurde in 18 -
33% erreicht und eine komplette Remission nur in 3 - 5% der Falle (Demetri et al.
2002, van Oosterom 2002, Verweij et al. 2003).
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Resistenz gegentiber Imatinib

Trotz des Erfolgs von Imatinib in der Behandlung zeigte es sich, dass nicht alle GIST
mit einer aktivierenden Mutation im KIT-Gen auf eine Therapie mit Imatinib
ansprechen. Bei 15% der Patienten wird eine primdre Resistenz beobachtet
(Antonescu et al. 2005, Demetri et al. 2002, Joensuu et al. 2001) und bei bis zu 50%
der bereits erfolgreich anbehandelten Patienten kommt es nach 18 - 24 Monaten
plétzlich zu einer Verschlechterung und Tumorprogression (Antonescu et al. 2005, Ma
et al. 2002, Verweij et al. 2003).

(Primér-) Resistenz gegeniber Imatinib zeigt sich u.a. bei der Substitution D842V
(Exon 18 des PDGFRA-Gens), wobei teilweise eine Stabilisierung unter Therapie
erreicht wird (Debiec-Rychter et al. 2004 a, Heinrich et al. 2003 c, Miettinen et al.
2005).

Manche Falle kénnen auf Sekundarmutationen zuriickgeflihrt werden, die die
Tyrosinkinase oder nachgeschaltete Signalkaskaden betreffen (Antonescu et al. 2005,
Wakai et al. 2004). Antonescu et al. (2005) fand in 14 Patienten mit einer erworbenen
Resistenz gegentber Imatinib in 7 Patienten (46%) Sekundarmutationen (darunter KIT
Exon 17 (N822K, D820Y und Y823D), Exon 13 (V654A) und Exon 14 (T670l)).

Auch eine Amplifikation und Uberexpression des KIT-Gens, die Aktivierung einer
alternativen Rezeptortyrosinkinase mit Verlust der Expression von c-kit oder eine KIT-
bzw. PDGFRA-Aktivierung auBerhalb der Juxtamembran "Hotspot"-Region kann zu

einer Resistenz fihren (Antonescu et al. 2005).

Andere Mbglichkeiten der Resistenz umfaBen z.B. Anderungen der zellularen
Aufnahme des Wirkstoffs sowie Anderungen in der Pharmakokinetik (Judson et al.
2004).

Weitere Therapiemodalitaten

Die Strahlentherapie hat nur einen untergeordneten Stellenwert (Blanke 2003). Sie
kann in fortgeschrittenen Stadien zur palliativen Therapie, z.B. bei chronischen
Schmerzzustanden, eingesetzt werden. Tran et al. (2005) zeigten im Gegenteil sogar
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eine erhdhte 5-Jahres-Sterberate, verglichen mit operativer bzw. keiner Therapie. Auch
die herkdbmmlichen Chemotherapien machen aufgrund der geringen Ansprechraten
(ca. 7%) gegenilber konventionellen Chemotherapeutika keinen Sinn in der Therapie
des GIST (Blanke 2003). Adjuvante oder neoadjuvante Therapieansatze mit Imatinib
sind zur Zeit Gegenstand klinischer Studien (Bumming et al. 2003, Loughrey et al.
2005, Shah et al. 2005).

Prognose

Angaben (iber 5-Jahres-Uberlebensraten und andere prognostische Parameter sind
nicht immer verwertbar. In vielen alteren Studien liegt es u.a. daran, dass auch
Leiomyosarkome und Schwannome in die Statistik einbezogen wurden und in neueren
Studien nicht zwischen Patienten mit und ohne Imatinib-Therapie getrennt wurde. Auch
die begrenzte Follow-Up-Zeit seit Einfihrung von Imatinib in die Therapie des GIST (im

Jahr 2000) erschwert eine sichere prognostische Aussage.

Einen Uberblick tiber die mittlere Uberlebenszeit nach einer Studie von DeMatteo et al.
(2000) gibt Tabelle 1.7/1.

Tabelle 1.7/1
Prognose in Abhangigkeit vom Progress-Status bei Présentation (nach DeMatteo et al. 2000)

Komplette Resektion
. Mediane
Prasentation n Uberlebenszeit n %
(Monate)
Primartumor 93 60 80 86
Metastasen 94 19 28 30
nur Metastasen 51 22 16 31
Primartumor +
26 23 8 31
Metastasen
Lokalrezidiv + 17 9 4 o4
Metastasen
Lokalrezidiv 13 12 6 46
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Die rezidivfreie 5-Jahres-Uberlebenszeit bei Tumoren kleiner als 5 cm liegt bei 82%,
zwischen 5 - 10 cm bei 45% und bei Tumoren gréBer als 10 cm bei nur noch 27%
(Singer et al. 2002).

Prognose nach KIT- und PDGFRA- Mutationen

Der KIT- und PDGFRA-Mutationsstatus stellt einen unabh&ngigen Faktor fir das
rezidivfreie Uberleben dar (Heinrich et al. 2003 c, Singer et al. 2002). Bei Therapie mit
Imatinib betrug die “median event free survival time” bei Mutationen in KIT Exon 11 im
Median 687 Tage, bei KIT Exon 9 187 Tage und bei Fehlen von Mutationen (Wildtyp)
nur 82 Tage (Heinrich et al. 2003 c).

Die rezidivireie 5-Jahres-Uberlebenszeit in einer Studie von Kim TW et al. (2004) lag
bei Vorliegen von Mutationen in KIT bei 21% sowie 60% bei Abwesenheit von
Mutationen, wobei Patienten mit Deletionen im Exon 11 des KIT-Gens signifikant mehr
Falle einer “Progressive Disease” zeigen als solche mit Punktmutationen im Exon 11
(Miettinen et al. 2005). Besonders eine Deletion in den Codons W557 und K558 ist mit
einem malignen Verhalten der GIST assoziiert (Wardelmann et al. 2003). Aber auch
Deletionen, Insertionen, Punktmutationen und komplexere Mutationen, die eins oder
beide Codons einschlieBen, zeigen eine Assoziation zu malignen Verlaufen
(Wardelmann et al. 2003).

Mutationen in KIT Exon 9 haben im Vergleich mit Mutationen im Exon 11 eine
schlechtere Prognose und sind héaufiger mit gréBeren Tumoren, Lokalisation im
Dinndarm und aggressiverem Verhalten assoziiert (Antonescu et al. 2003, Debiec-
Rychter et al. 2004 b, Heinrich et al. 2003 b); dies trifft vor allem auf GIST mit einer
ITD AY502-503 zu (Antonescu et al. 2003, Corless et al. 2004).

Mutationen im PDGFRA-Gen haben, im Vergleich mit KIT-Mutationen, eine bessere
Prognose. Im Follow-Up (durchschnittlich 135 Monate) zeigten 83,5% aller GIST mit
PDGFRA-Mutationen einen benignen Verlauf (Lasota et al. 2004).

Prognose nach chromosomalen Imbalanzen

El-Rifai et al. (2000) zeigte, dass benigne GIST durchschnittlich 2,6, primar maligne
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GIST durchschnittlich 7,5 und metastasierte Tumoren 9,0 chromosomale Imbalanzen

aufweisen. Benigne GIST zeigen dabei vor allem Verluste, wahrend maligne und

metastasierte GIST vermehrt auch Zugewinne und Amplifikationen enthalten.

Zugewinne und Amplifikationen an 5p, 8q, 17q und 20q und Verluste an 9p, 13q, 159

und 199 korrelieren mit primar malignen und metastasierten GIST (El-Rifai et al. 2000).

Verluste an Chromosom 1p und 9 zeigen eine Haufung bei malignen GIST (Chen Y et
al. 2004, Debiec-Rychter et al. 2001, Kim NG et al. 2000). Eine Ubersicht (iber die

signifikanten chromosomalen Veradnderung nach El-Rifai et al. (2000) zeigt Tabelle

1.7/2.

Tabelle 1.7/2

Signifikante chromosomale Imbalanzen nach El-Rifai et al. (2000)

Chromosom Benigne GIST Maligne GIST Metastasen
89+ 8% 33% 57%
17q+ 0% 25% 43%
209+ 0% 11% 26%
5p+ 0% 31% 29%
9p- 0% 36% 63%
139- 8% 36% 46%

1.8 Zielstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Korrelation der aus der Mutationsanalyse des KIT und

PDGFRA -Gens gewonnenen Daten mit den Ergebnissen der CGH, sowie die

Bewertung der Ergebnisse, besonders im Hinblick auf die Prognose des Patienten.
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2

2.1

Material und Methoden

Kollektiv

Das Kollektiv umfaBt 64 Tumorproben von Patienten, die im Zeitraum von 1993 bis
2005 an einem GIST operiert worden sind. Die Diagnose eines GIST wurde
histologisch und immunhistochemisch gestellt.

Die Referenz-DNA flir die CGH stammt aus normalen Lebergewebe (hohe Zelldichte),
welches nach Gewinnung der Proben in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -

80°C gelagert wurden.

Die klinischen Verlaufsdaten (Follow-Up) wurden anhand der jeweiligen

Patientenakten, sowie in Zusammenarbeit mit den Hausérzten, erstellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Immunhistochemie

Zur immunhistochemischen Diagnostik und differentialdiagnostischen Abgrenzung
wurden pro Fall 5 immunhistochemische Farbungen angefertigt:

- §100 (Immunotech, Marseille, Frankreich)

- CD34 (Immunotech, Marseille, Frankreich)

- Aktin (Immunotech, Marseille, Frankreich)

- c-kit/ CD117 (DAKOCytomation, Glostrup, Denmark)

- Desmin (Immunotech, Marseille, Frankreich).

Eine weitere immunhistochemische Farbung mit Ki-67/Clone MiB1 (DAKOCytomation,
Glostrup, Denmark) wurde zur Risikoklassifizierung bzw. Dignitatsbeurteilung der GIST
vorgenommen (siehe Kapitel 1.6). Die Antikdrper wurden vor Verwendung nach
folgenden Schema verdiinnt (Verdinnungspuffer siehe Tabelle 2.2.1/1, S. 26):
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CD117 1:400 Desmin 1:1
CD34 1:30 S100 1:20
Aktin 1:30 Ki-67 1:150

FOr S100 erfolgte vor der eigentlichen Farbung eine Vorbehandlung der Objekttrager
mit Protease (Protease XXIV, SIGMA; St. Louis; USA). Dazu wurden sie in eine
Kivette mit 0,0125 g Protease in 30 ml deionisiertem Wasser aufgenommen, fir 10
min bei 40°C in den Warmeschrank gestellt und anschlieBend mit deionisiertem
Wasser gesplult. Die Objekttrager fiir Mib1 und c-kit erhielten eine Hitzevorbehandlung
mit Citratpuffer (siehe Tabelle 2.2.1/1, S. 26). Dazu wurde der Citratpuffer 15 min im
Dampfgarer (Multigourmet, Braun, Kronberg, Deutschland) erhitzt und anschlieBend
die Schnitte in die Kiivette mit dem Citratpuffer gesteckt und fir 45 min im Dampfgarer
gekocht. Es folgte eine 25 minltige Abkihlungsphase.

Die weitere Behandlung erfolgte flar alle Antikdrperfarbungen gleich. Nach
ausreichender Spilung mit deionisiertem Wasser und einem Bad fir maximal 5
Minuten in einer Kivette mit Tween-TBS-Puffer (siehe Tabelle 2.2.1/1, S. 26) kamen
die Schnitte in die feuchte Kammer (Hybrite TM; Vysis; Stuttgart-Fasanenhof,
Deutschland).

Unspezifische Bindungsstellen wurden nun durch eine 10 minttige Behandlung mit 100
ul 2%-BSA-Lésung (siehe Tabelle 2.2.1/1, S. 26) blockiert. AnschlieBend wurde fir
weitere 30 min 100 pl des eigentlichen Antikdrpers, in verdinnter Lésung, auf die
Gewebeschnitte aufgetragen. Die Inkubationszeit fand bei beiden Schritten in der
feuchten Kammer statt.

Nach dreimaliger Spulung mit dem Tween-TBS-Puffer zur Entfernung ungebundener
Antikérper folgte eine Inkubation fir 20 min mit dem biotinylierten Zweitantikérper.
Dabei wurden 100 pl Link (Biotinylated Secondary Antibodies) aus dem ChemMate
Detection Kit (K 5005, DAKOCytomation, Glostrup, Denmark) auf den Gewebeschnitt
pipettiert.
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Tabelle 2.2.1/1
Materialen - Immunhistochemie

Name Zusammensetzung

Verdiinnungspuffer 12g Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

18 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)

0,6 ml Tween 20 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
ad 2000ml Agqua bidest.

pH 7,4

Citratpuffer 18 ml  Lésung A

82ml Ldsung B

900ml deionisiertes Wasser
pH 6,0

Lésung A 21 g Citronensaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
900 ml deionisiertes Wasser
ad 1000 ml Aqua bidest

Lésung B 29,4 g Tri-Natriumcitratdihydrat
(Merck, Darmstadt, Deutschland)
ad 1000 ml Aqua bidest

Tween-TBS-Puffer (Stammlésung) | 121,2 g Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
175,2 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)
240 ml HCI 3,5 mol
(Merck, Darmstadt, Deutschland)
6 ml Tween 20 (Merck, Darmstadt, Deutschland)
ad 1600 ml Aqua bidest

pH 7,4

Tween-TBS-Puffer 200 ml Tween-TBS-Puffer (Stammlésung)
ad 1800 ml Aqua bidest
pH 7,4

2% BSA-Lbsung 29 BSA (SIGMA; St. Louis, USA)

100 ml Tween-TBS-Puffer

Nach erneuter dreimaliger Spulung mit dem Tween-TBS-Puffer wurden 100 pl Label
(Streptavidin Alkaline Phosphatase, ChemMate Detection Kit) auf den Schnitt pipettiert

und die Objekttrager fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Es schloB sich eine dreimalige Spuilung mit dem Tween-TBS-Puffer an, darauf folgend
fir 20 min ein Farbebad mit 100 yul Chromogen Red (ChemMate Detection Kit) pro
Schnitt.

Nun wurde mit deionisiertem Wasser gespult und anschlieBend zur Gegenfarbung der
Zellkerne fir 30 Sekunden in einer Kivette mit Hamalaun (Tabelle 2.2.1./2) inkubiert.
AbschlieBend erfolgte das Eindeckeln mit Aquamount (BDH Laboratories, Poole,

England).
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Tabelle 2.2.1/2
Materialen - Immunhistochemie

Name Zusammensetzung
Saures Hamalaun nach Mayer 19 Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland)
(Stammlésung) 0,29 Natriumjodat (Merck, Darmstadt, Deutschland)

509 Kalialaun (Merck, Darmstadt, Deutschland)
ad 1000 ml Aqua bidest

Hamalaun-Lésung 100 ml Saures Hamalaun nach Mayer (Stammldsung)
59 Chloralhydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
0,1 g Zitronensaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2.2.2 DNA-Isolierung
Isolierung der Referenz-DNA und Tumor-DNA aus Frischgewebe

Die bei -80 °C gelagerten Lebergewebsproben wurden auf Raumtemperatur erwarmt
und ein ca. 5 mm® groBes Stiick mit einem Skalpell (Technocut, Horsham,
Deutschland) zu einem Brei zerkleinert und in ein Eppendorf-Cup (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) gegeben. Die folgenden Schritte erfolgten analog der
Isolierung aus Paraffingewebe (siehe Kapitel 2.2.1.3).

Isolierung der Tumor-DNA aus Paraffin

Um einen mdglichst hohen Prozentsatz an Tumorzellen im Ausgangsmaterial zu
haben, wurden auf den HE-Schnitten (von den entsprechenden Paraffinblécken) die
Tumorzellen enthaltenden Bereiche markiert und die Paraffinblécke anschlieBend mit
einem Skalpell so bearbeitet, dass die folgenden mit dem Mikrotom (Reichert-Jung
(Leica Microsystems AG), Wetzlar , Deutschland) hergestellten Schnitte méglichst kein
tumorfreies Gewebe enthielten.

Zum Entparaffinieren wurde nun je 1 ml Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) in die
Eppendorf-Cups pipettiert (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), der Ansatz kurz
gevortext (Vortex Genie 2, Scientific Industries, Bohemia, USA) und anschlieBend fir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 1 min Zentrifugieren (Centrifuge 5417R,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 10000 rpm wurde der Uberstand abpipettiert
und verworfen. Mit 1 ml Xylol wurde dieser Schritt nun wiederholt.

27



Um die Xylolreste zu entfernen wurde jetzt 1 ml 100% Ethanol (Roth; Karlsruhe,
Deutschland) dazugegeben, kurz gevortext und der Ansatz wiederum 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 1 min Zentrifugieren bei 10000 rpm wurde der
Uberstand abpipettiert und verworfen. Auch dieser Schritt wurde wiederholt.

Nach Trocknung des Gewebes fir 1 Stunde bei 60 °C im Warmeschrank (Memmert,
Schwabach, Deutschland) wurden 240 pl DNA-Isolierungspuffer (siehe Tabelle.
2.2.2/1) und 40 pl Proteinase K (50 U/ml, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) zum Gewebe in das Eppendorf-Cup pipettiert (fir Frischgewebe 360 pl
DNA-Isolierungspuffer und 40 pl Proteinase K) und anschlieBend bei 55 °C Uber Nacht
im Thermomixer mit einer Schittelfrequenz von 850 rpm (Thermomixer comfort,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert, um die Zellproteine aufzuspalten und die
DNA freizulegen (u.a. zellulare DNAsen werden durch die Proteinase K inaktiviert).

Tabelle 2.2.2/1
Materialien - DNA-Isolierung

Name Zusammensetzung

DNA-Isolierungspuffer 50 mM Tris-HCI (MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland)
imM EDTA (Serva, Heidelberg, Deutschland)

0,5% Tween20 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

ph 8,5 (pH-Meter: Schott, Mainz, Deutschland)

Am nachsten Tag erfolgte die anschlieBende Inaktivierung der Proteinase K Uber 8 min
bei 95 °C im Thermomixer. Nach einer folgenden 10 minltigen Zentrifugation bei
13500 rpm wurde der DNA-enthaltende fliissige Uberstand in ein neues Eppendori-
Cup Oberpipettiert, um eine Restkontamination mit Paraffin und Geweberesten zu
vermeiden. Die weitere Isolierung bzw. Aufreinigung der DNA erfolgte mit Hilfe eines
Qiagen-Kit (QlAamp (DNA Mini Kit (250); Qiagen; Hilden, Deutschland) gemaB den
Angaben des Herstellers. Die extrahierte DNA wurde bis zur Verwendung bei 4 °C
aufbewahrt.

Photometrische Messung

Um die Konzentration und Reinheit der DNA zu Uberprifen, wurde eine photometrische
Messung (Photometer: Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit Einmalplastikklvetten
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(UVette, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefihrt.

Gelelektrophorese

Um die MolekilgréBen der fragmentieten DNA zu bestimmen, wurde eine
Gelelektrophorese (1,5%-Agarose-Gel; fur PCR-Gelproben 2%) mit der extrahierten
DNA durchgefihrt. Die Bestimmung der Fragmentlangen erfolgte mit dem Lambda-
Marker (Fragmentlange: 21-0,56 kb MBI-Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) als
Langenstandard, der parallel zur DNA in eine Geltasche pipettiert wurde. Zum
Sichtbarmachen der DNA wurde Ethidiumbromid (SIGMA; St. Louis; USA) verwendet,
welches in die DNA interkaliert und im UV-Licht (312 nm) fluoresziert. Zur weiteren
Verwendung fir die CGH sollte die Lange der einzelnen Fragmente zwischen 600 bis
2000bp (Kallioniemi O et al. 1994) liegen.

Fir die Vorbereitung der Gelproben wurden jeweils 5 ul DNA-Lésung und 3 ul Loading
Dye (MBI-Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. Flr den Langenstandard wurden neben den 3 pl Loading Dye
statt der DNA 5 pl Ampuwa und 1.5 pl Lambda-DNA (0,5 pg/ul) pipettiert. Der Zusatz
von Bromphenolblau im Loading-Dye ermdglicht wahrend der Elekirophorese den Lauf

der DNA optisch verfolgen zu kdnnen.

2.2.3 Komparative genomische Hybridisierung

Die Komparative Genomische Hybridisierung (CGH) wurde aus Paraffin- sowie aus
schockgefrorenen Frischgewebsproben durchgefiihrt. In allen 64 Fallen aus dem
Kollektiv lag vor dieser Arbeit bereits ein Ergebnis der CGH vor. Die Auswertung wurde
anhand der alten Daten in allen 67 Fallen (64 Primar-GIST + 3 Metastasen) erneut

durchgefliihrt und das Ergebnis der ersten CGH reevaluiert.

Die CGH ist eine auf der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) beruhende,
erstmals 1992 beschriebene, molekularzytogenetische Methode, mittels der man einen
Uberblick Gber die gesamten chromosomalen und subchromosomalen Verluste und
Zugewinne eines Tumors erlangen kann (Kallioniemi A et al. 1992). Die so

gewonnenen Erkenntnisse kénnen wu.a. zur Identifizierung / Lokalisation von
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spezifischen Genen benutzt werden, die an Tumorgenese bzw. -progression beteiligt
sind (z.B. Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene).

Die GroBenordnung des Auflésungsvermdgens der auswertbaren Veranderungen liegt
bei etwa 10 MB (Megabasen) (Petersen et al. 1996), hin zu maximal 100 Kilobasen bei

Amplifikationen, d.h. mehrfachen Zugewinnen (Kallioniemi O et al. 1994).

Fir eine CGH-Analyse sind folgende Schritte notwendig:

1) DNA-Isolierung aus Gewebe

2) Markierung der Tumor- und Referenz-DNA mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen durch die Nick-Translation

3) Hybridisierung der markierten Tumor- und Referenz-DNA mit
Metaphase-Chromosomen

4) Auswertung der CGH.

Bei der Hybridisierung konkurrieren dabei Tumor- und Referenz-DNA um die
Bindungsstellen auf den Metaphase-Chromosomen. Beim Uberwiegen von Tumor-
DNA (Zugewinn) bindet diese statistisch haufiger an den Chromosomen als die
Referenz, bei einem Verluste innerhalb des Tumor-Genoms Uberwiegt die Referenz-
DNA. Durch quantitative Messung des roten und grinen Fluoreszenzsignals Uber die
Léangsachse eines jeden Chromosoms IaBt sich nun eine Aussage treffen Uber
Verluste, Zugewinne und Amplifikationen der Tumor-DNA.

Nick-Translation

Waéhrend der Nick-Translation wird in die extrahierte DNA als Marker Biotin (Tumor-
DNA) und Digoxigenin (Referenz-DNA) eingebaut, die im Detektionsschritt mit
fluoreszenzmarkiertem Antikdrper gekoppelt werden (griin bei der Tumor- und rot bei
der Referenz-DNA). Mit Hilfe der DNAse | werden bei diesem Prozess
Einzelstrangsbriche in die DNA geschnitten (“nicks”), die dann durch die DNA-

Polymerase | unter Einbau von Biotin bzw. Digoxigenin wieder aufgefullt werden.

Fir die Nick-Translation wurde zlgig nach folgendem Schema in vorbereitete
Eppendorf-Cups pipettiert:
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3 ug Tumor-DNA / Referenz-DNA
10 pl DNA-Puffer (10x konzentriert)

MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland

2 pl dATP, dCTP, dGTP
Pharmacia Biotech; Freiburg, Deutschland
1 ul dTTP
Pharmacia Biotech; Freiburg, Deutschland
1l 1 mM Biotin-16-dUTP/1 mM Digoxigenin-11-dUTP

Roche; Mannheim, Deutschland
2 ul DNA-Polymerase |

MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland
1 ul DNAse | - Verdinnung

siehe Tabelle 2.2.3/1
100 I Ampuwa.

Die 3 ug an benétigter DNA pro Ansatz wurden anhand der, wahrend der DNA-
Isolierung gewonnenen, DNA-Konzentrationswerte errechnet. Die bei -20 °C
gelagerten Nukleotide wurden langsam auf Eis erwarmt.

Tabelle 2.2.3/1
Materialien - Nick-Translation

Name Zusammensetzung / Hersteller
DNAse | - Verdiinnung 98 ul TRIS-HCI, 100 mM, pH 7,5
(1:50 verdunnt) 2 pl Dnase (Boehringer; Mannheim, Deutschland)

Die Eppendorf-Cups wurden anschlieBend nach kurzem Vortexen bei 15 °C und 800
rom fir 50 min (Tumor-DNA) bzw. 60 min (Referenz-DNA) mit dem Thermomixer
inkubiert.

Nach der Nick-Translation sollten die einzelnen DNA-Fragmente eine Lange von 500 -
1500 bp besitzen. Zur Uberpriifung wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese
erfolgte analog der Gelelektrophorese bei der DNA-Isolierung (siehe Kapitel 2.2.2
DNA-Isolierung, S. 27). Als Langenstandard wurde abweichend pUC19
(Fragmentlangen: 501-26 bp; MBI Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet.
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Im Falle zu langer DNA-Fragmente wurde eine zweite Inkubationszeit fir 5 - 10 min bei
15°C auf dem Thermomixer angeschlossen. Zum Abstoppen der Reaktion wurden die
Proben bei -20 °C eingefroren.

Hybridisierung

Auf die Nick-Translation folgte die Hybridisierung sowohl der markierten Tumor- als
auch der Referenz-DNA auf die vorgefertigten Objekttrager (CGH Target Slides; Vysis
Inc.;Downers, Grove, IL) mit den Metaphasechromosomen. Die Objekttrager wurden
zur Beseitigung von Kondenswasser zu Beginn bei 37°C auf die Warmeplatte der
feuchten Kammer (Hybrite TM; Vysis; Stuttgart-Fasanenhof, Deutschland) gelegt.

Zum Abstoppen der DNAse und Polymerase wurde nun die Nick-DNA-L&sung mit 5 pl
EDTA (Serva, Heidelberg, Deutschland) versetzt und fiir 5 min bei 37 °C und 1400 rpm
im Thermomixer inkubiert. In die vorbereiteten Eppendorf-Cups wurden jetzt die
Tumor- und Referenz-DNA, sowie die repetitive Sequenzen enthaltene humane Cot-1-
DNA (1 pg/ul, Boehringer, Mannheim, Deutschland) zusammengefiihrt und mit 12 pl 3
M Natriumacetatlésung pH 4,8 (Merck, Darmstadt, Deutschland) sowie 570 pl Ethanol
bei -80 °C fur 0,5 - 2 Stunden prazipitiert. Aufgrund der im Mengenvergleich zur
Tumor- und Referenz-DNA im starken UberschuB vorliegenden Cot-1-DNA blockiert
diese die repetitiven Sequenzen, vor allem um das Zentromer und in Bereichen mit

einem hohem Anteil von Heterochromatin.

Pipettierschema:

67 pl Nick-Tumor-DNA

67 pl Nick-Referenz-DNA

80 pl Cot-1 DNA

12 pl NaAc/3M/pH 4,8

570 I 100% Ethanol (-20 °C).

Der Ansatz wurde nach kurzem Vortexen der Eppendorf-Cups fir 30 min bei -80 °C
prazipitiert. Nach dem Fallen der DNA wurden die Anséatze 30 min bei 4 °C und 14000
rpm zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren und Verwerfen des Uberstands wurden zum
verbleibenden DNA-haltigen Pellet zur Reinigung 800 ul 70% Ethanol pipettiert und bei
45 °C mit 1400 rpm im Schuttelinkubator inkubiert. AnschlieBend wurde erneut fur 5
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min bei 4 °C mit 14000 rpm zentrifugiert, danach der fliissige Uberstand verworfen und
das Pellet fir 30 min bei Raumtemperatur unter dem Abzug getrocknet.

Das Pellet wurde nun mit 6 pl deionisiertem Formamid (Fluka Biochemika; Buchs, CH)
resuspendiert und im Thermomixer bei 37 °C und 1400 rpm fir 60 min inkubiert.

Da auf den Objekttragern die noch vorhandenen Proteinriickstdnde des Zellkerns die
spatere Auswertung aufgrund unspezifischer Hybridisierung beeinflussen kdnnten,
wurden die Objekttrager im Vorfeld einer proteolytischen Pepsin-Behandlung
unterzogen. Dazu wurde eine Glaskivette mit 70 ml Aqua dest. Im Wasserbad auf 37
°C erwarmt. Nach dem Hinzufligen von 20 ul Pepsin (100 mg/ml, Sigma, St. Louis,
USA) und von 700 pl 1 N HCI (Merck, Darmstadt, Deutschland) in eine Glaskiivette
wurden die Objekttrager flir 5 min darin belassen. Zum Abstoppen der Reaktion folgte
fir 5 min eine Klvette mit 2x SSC (siehe Tabelle 2.2.3/2, S. 34) und die Dehydrierung
in aufsteigender Alkoholreihe mit 70%, 85% und 100% -20 °C kaltem Ethanol fur je 5

min. Die Objekttrager wurden nun fir 30 min bei Raumtemperatur getrocknet.

Zur Hybridisierung des Ansatzes an DNA-EinzelstrAingen muss die in den
Chromosomen bisher noch vorliegende Doppelhelix aufgetrennt (denaturiert) werden.
Die Denaturierungsldsung (siehe Tabelle 2.2.3/2, S. 34) wurde in einer Glaskivette im
Wasserbad auf 69 °C gebracht und jeweils 2 Objekttrager aus der feuchten Kammer
(Hybrite) genommen und fir 2 min bei 69 °C in der Ldsung belassen. Die
anschlieBende Dehydrierung erfolgte nun in einer Klvette mit aufsteigender
Alkoholreihe fir jeweils 5 min mit 70%, 85% und 100% -20°C kaltem Ethanol. Bei
Raumtemperatur wurden die Objekttrager getrocknet und bei 37 °C wiederum auf die
Waérmeplatte der feuchten Kammer gelegt.

Den Proben im Eppendorf-Cup wurden 7 pl Master Mix (siehe Tabelle 2.2.3/2, S. 34)
zur Stabilisierung der DNA hinzugefliigt und im Anschluss flr 6 min bei 78 °C im
Thermomixer denaturiert. Nach Zentrifugation wurden 13 pl des DNA-Mix zur
Hybridisierung auf den Objekttrager pipettiert. Der Objekttrager wurde nun mit einem
15 x 15 mm Deckglas luftblasenfrei eingedeckelt, mit Fixogum (Marabu, Tamm,
Deutschland) verschlossen, sowie anschlieBend fir 72 Stunden in der feuchten
Kammer belassen. In dieser Zeit fand die Hybridisierungsreaktion statt, in der die
einzelnen DNA-Fragmente, sowohl der Tumor- als auch der Referenz-DNA, um die
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homologen Bindungsstellen auf den Metaphase-Chromosomen konkurrieren und, je
nach Mengenverhaltnis, binden.

Tabelle 2.2.3/2
Materialien - Hybridisierung

Name Zusammensetzung
20xSSC 175,5 g Natriumchlorid;
(Strong Salt Concentration) (Merck; Darmstadt, Deutschland)

88,29 g Natriumcitratdihydrat;

(Merck; Darmstadt, Deutschland)
ad 1000ml Aqua bidest.
pH 7,0

Denaturierungslésung 5ml 20xSSC,pH 7,0
5ml 0,5M NaH,PO,, pH 7

(Merck, Darmstadt, Deutschland)
5ml  Aqua bidest
35ml  deionisiertes Formamid

(Merck, Darmstadt, Deutschland)
pH 7,0

Master-Mix 30%  Dextransulfat
(Merck; Darmstadt, Deutschland)

Nach 72 Stunden wurde (nach Entfernung des Deckglaschens) zur Entfernung von
Ruckstanden, sowie unspezifisch hybridisierter DNA, ein dreimaliger Waschvorgang im
Schuttelbad bei 42 °C in einer Kuvette mit Waschlésung A (siehe Tabelle 2.2.3/3, S.
35) durchgeflhrt. Es folgte ein dreimaliger Waschvorgang bei 42 °C mit Waschlésung
B (siehe Tabelle 2.2.3/3, S. 35).

Unspezifische Bindungen durch die Fluoreszenz-Antikdrper wurden durch 300 pl
Blockinglésung (siehe Tabelle 2.2.3/3, S. 35) blockiert und nach Inkubation flir 30 min
bei 37 °C in der feuchten Kammer erfolgte die Deckelung der Objekttrager.

Lichtgeschitzt wurden nun, nach einem Waschvorgang mit 2 ml der Waschlésung C
(siehe Tabelle 2.2.3/3, S. 35), 300 ul der Detektionslésung (siehe Tabelle 2.2.3/3, S.
35) mit den lichtempfindlichen fluoreszierenden Antikérpern gegen Biotin und
Digoxigenin auf die Objekttrager pipettiert und erneut bei 37 °C fir 60 min in der

feuchten Kammer inkubiert.
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Tabelle 2.2.3/3
Materialien - Hybridisierung

Name Zusammensetzung
Waschlésung A 70%  deionisiertes Formamid
2X SSC
Waschlésung B 0,1% Tween 20
2X SSC
Waschlésung C 0,1% Tween 20
2x SSC
Blockinglésung 3% bovines Serumalbumin (BSA),

(SIGMA; St. Louis, USA)
0,1% Tween 20

4x SSC
Detektionspuffer 4x SSC
1% BSA

0,1% Tween 20

Detektionslésung 300 pl Detektionspuffer

1,5 ul  Fluoresceinisothiocyanat-Avidin
(Vector; Burlingame, USA)

5ul anti-Digoxiginin-Rhodamin
(Roche; Mannheim, Deutschland)

DAPI-Eindeckelungsmedium 1ml  Vectashield (Vector Laboratories; Burlingame, USA)
50 ul  Actinomycin (SIGMA; St. Louis, USA)
1ul Diamino-2-phenylindol (SIGMA; St. Louis, USA)

Um die ungebundenen Antikérper zu entfernen, wurde ein dreimaliger Waschvorgang

von je 5 min bei 42°C mit Waschlésung C in einem Schittelwasserbad angeschlossen.

Die Préaparate wurden mit je 20 ul DAPI-Eindeckelungsmedium (siehe Tabelle 2.2.3/3)
eingedeckelt, die zur Gegenfarbung der einzelnen Chromosomen DAPI enthielt. Das
langsame Ausbleichen der Fluochrome beschrankt die Fluoreszenzaufnahme auf ca.
14 Tage. Die Objekttrager wurden anschlieBend bei 4°C lichtgeschitzt gelagert.

Auswertung

Die Auswertung der Metaphasen erfolgte nach Aufnahme monochromer Bilder mit dem
Programm  SmartCapture2  (Vysis, Downers Grove, USA) durch eine
computergekoppelte CCD-Kamera (Sensys Photometrics SENSYS; Minchen,
Deutschland) bei 880facher VergréBerung und 8bit-Farbtiefe (256 Graustufen) mittels
der Software Quips Karyotyping/CGH (Vysis, Downers Grove, USA). Als Mikroskop
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kam ein Axioskop 2 (ZEISS, Géttingen, Deutschland) mit 10er, 20er und 63er Objektiv
(10x, 20x, 63x Olimmersion, ZEISS, Géttingen, Deutschland) zum Einsatz. Die
Ausleuchtung erfolgte durch eine Quecksilberdampflampe (HBO mit selbstjustierender
Ausleuchtung; ZEISS, Géttingen, Deutschland), deren Licht durch ein softwareseitig
gesteuertes Filterrad (Ludl-Filterrad, Ludl, Hawthorne, USA) mit einem anti-Digoxiginin-
Rhodamin(FITC)-Filter, einem Fluoresceinisothiocyanat(TRITC)-Filter und einem DAPI-
Filter geschickt wurde.

Summeninterpreter

Durch die Generierung eines Summeninterpreters mittels der CGH-Software aus
durchschnittlich 15 - 20 CGH-Profilideogrammen wurden unerwiinschte Rauscheffekte
minimiert. Die Schwellenwerte fir Verluste und Gewinne wurden fir jede
Hybridisierung individuell festgelegt (fir Gewinne zwischen 1,15 bis 1,20 und far
Verluste 0,80 bis 0,85). Von einer Amplifikation, einer héheren Kopienzahlvermehrung,
wurde bei einem Wert ab 1,5 gesprochen. In Einzelfallen wurden diese Schwellenwerte
verandert, wenn anhand des Interpreters eine deutlicher Trend zu beobachten war, der
durch die Werte des 95% Konfidenzintervalls als signifikant angezeigt wurde. Die
Beschreibung der Veranderungen erfolgte entsprechend der Nomenklatur fir humane

Chromosomen fir in-situ-Hybridisierung (Mitelmann 1995).

Nicht bewertet wurden chromosomale Imbalanzen auf Chromosom 1p32-pter, 13p,
14p, 15p, 19, 21p, 22p, den Telomeren, den Zentromeren und in
heterochromatinreichen Abschnitten auf 1q, 9q, 16q, Yq (Kallioniemi O et al. 1994).

2.2.4 Mutationsanalyse

Fir die Mutationsanalyse wurden schockgefrorene Gewebeproben verwendet. Diese
wurden, nach Amplifikation der entsprechenden Genabschnitte mittels PCR, nach dem
Sanger-Vefahren sequenziert. Bei diesem Verfahren wird an den zu sequenzierenden
DNA-Einzelstrang ein Primer hybridisiert, an dem die DNA-Polymerase die Synthese
des komplementaren Strangs beginnt. In 4 Ansadtzen wird neben den
Nukleosidtriphosphaten als Bausteinen der DNA nun eine kleine Menge
Dideoxynukleosidtriphosphat (ddATP, ddGTP, ddCTP und ddTTP) beigemischt. Der
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Einbau eines ddNTP stoppt die DNA-Polymerase und es kommt zum Kettenabbruch.
Es entstehen so in den vier Ansatzen unterschiedlich lange Ketten, die jeweils mit dem
entsprechenden ddNTP enden. Die Ansatze werden letztlich nebeneinander
gelelektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch identifiziert. Die Sequenz 1aBt
sich so aus dem Gel direkt ablesen.

PCR

Das Prinzip der PCR beruht auf einer exponentiellen Vermehrung spezifischer DNA-
Sequenzen, bei der ein DNA-Doppelstrang denaturiert und die Einzelstrange dann mit
Hilfe der DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus aquaticus (Taq)
wieder zu jeweils einem neuen Doppelstrang hybridisiert werden. Die PCR erméglicht
die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente selbst aus einer sehr kleinen
Ausgangsmenge DNA. Die so gewonnene DNA kann dann auf Mutationen untersucht

werden.

Schema der einzelnen PCR-Sequenz:

a) Denaturierung (“Aufspaltung”) des DNA-Doppelstrangs durch
Erhitzen auf 94 °C

b) Hybridisierung (,Annealing®) von zwei komplementaren
Primern an die DNA-Einzelstrange bei 57 °C

C) Elongation der DNA-Einzelstrange durch die
Polymerase bei 72 °C.

Die PCR erfolgte vollautomatisch mit dem Thermocycler Primus 25 (MWG-Biotech,
Ebersberg, Deutschland). Die DNA fir die PCR wurde nach dem in Kapitel 2.2.2

beschriebenen Verfahren aus schockgefrorenen Gewebeproben extrahiert.

Zur Amplifikation des gewlnschten DNA-Abschnitts wurden flr die zu untersuchenden
Exone folgende Primer (MWG BioTech AG, Ebersberg, Deutschland) verwendet:
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* KIT Exon 9
- GréBe der Amplifikate ca. 300 bp
- Forward: 5- ATT TAT TTT CCT AGA GTA AGC CAG G -3
- Revers: 5- ATC ATG ACT GAT ATG GTA GAC AGA GC -3

* KIT Exon 11
- Gr6Be der Amplifikate ca. 232 bp
- Forward: 5-GTG CTC TAATGA CTG AGA C-3°
- Revers:  5-TAC CCA AAA AGG TGA CAT GG-3'

* KIT Exon 13
- Gr6Be der Amplifikate ca. 330 bp
- Forward:: 5- GCT TGA CAT CAG TTT GCC AG -3
- Revers:  5-GCA AGA GAG AAC AAC AGT CTG GGT AA-3

* KIT Exon 17
- Gr6Be der Amplifikate ca. 450 bp
- Forward: 5-TGA ACATCATTC AAGGCGTACTTT TG -3
-Revers:  5-TTG AAA CTA AAAATC CTT TGC AGG AC -3

* PDGFRA Exon 12
- GréBe der Amplifikate ca. 250 bp
- Forward: 5-TCC AGT CAC TGT GCT GCT TC -3
- Revers:  5- GCA AGG GAA AAG GGAGTCTT -3

« PDGFRA Exon 18
- GréBe der Amplifikate ca. 250 bp
- Forward: 5'- ACC ATG GAT CAG CCAGTCTT -3
- Revers:  5-TGA AGG AGG ATG AGC CTG ACC -3

Unter Vermeidung einer Fremd-DNA-Kontamination wurde der PCR-Ansatz nach

folgendem Schema in einem auf Eis gekihlten 200-ul-PCR-Cup (Biozym Scientific
GmbH, Hess, Oldendorf, Deutschland) pipettiert:
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37,0l H0
5,0 pl 10x Puffer

(Life Technologies, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
1,5 ul MgClz (50 mM,

(Life Technologies, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
2,0 pl Forward Primer (10 pmol/ul)
2,0 pl Reverse Primer (10 pmol/ul)
1,0 ul dNTP's (10 mM)

(Life Technologies, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
1,0 pl Template DNA

bzw. far die Negativkontrolle 1,0 ul Ampuwa
0,2 pl Platinium Taq Polymerase (5 U/ul)

(Life Technologies, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Der Ansatz wurde fir 10 s kraftig geschittelt, 1 s abzentrifugiert und je 49 pl
zusammen mit dem PCR-Ansatz in ein 200-pl-PCR-Cup pipettiert und bis zum

vollstdndigen Hochheizen des Thermocyclers auf Eis belassen.

PCR-Bedingungen im Thermocycler:

a) Initiale Denaturierung 94 °C 3 min
b) 35 - 40 Amplifikations-Zyklen:
1) 94 °C 40 s
2) 57 °C 40 s
3) 72 °C 35s
c) Letzte Extension 72°C 5 min.

Nach der PCR wurden die PCR-Produkte bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

Im Anschluss an die PCR erfolgte eine Gelelektrophorese zur Kontrolle der Quantitat
und der Fragmentlangen analog der Gelelektrophorese bei der DNA-Isolierung (siehe
Kapitel 2.2.2 DNA-Isolierung). Als Langenstandard wurde pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
Marker, 23 (#SM0221, MBI-Fermentas; St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Stellte
sich in der Gelelektrophorese heraus, dass die mitgeflihrte Negativkontrolle positiv war,

wurden alle Ansétze dieser PCR verworfen.
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Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Mannheim, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers.

Die DNA wurde anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde durch die Seglab GmbH (Géttingen, Deutschland) nach dem
Sanger-Verfahren mit fluoreszenzfarbstoffmarkierten BigDye-Terminatoren (Version
3.1) auf automatischen Sequenzierern (Modell 3100, Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland) vorgenommen.

2.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit dem Programm SPSS Version
16 (SPSS Inc., Chicago, USA) vorgenommen. Zur Anwendung kamen fiir die
lokalisationsabh&ngigen Auswertungen der klinisch-pathologischen Parameter und
chromosomalen Imbalanzen der exakte Test nach Fisher sowie der Wilcoxon-
Rangsummen-Test. Fiir die Uberlebenszeit- bzw. Progressanalysen wurden der Log-
Rank-Test und Kaplan-Meier-Analysen angewandt.
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3

3.1

Ergebnisse
Kollektiv

Es wurden 67 GIST (64 Primar-GIST, 3 Metastasen) von 64 Patienten (56,3% Manner
und 43,8% Frauen) im Alter von 35 - 86 Jahren (Median 66 Jahre) bei
Diagnosestellung untersucht (einen Uberblick gibt Tabelle 6.1/1 im Anhang, S. 91).
Das Erkrankungsalter der Frauen lag mit 39 - 86 Jahren (Median 70 Jahre) héher (p =
0,047) als das der Manner zwischen 35 - 84 Jahren (Median 64 Jahre).

Bei den vorliegenden 3 Metastasen handelt es sich bei der Nr. 38m um eine
Peritonealmetastase des Primartumortumors Nr. 38. Die Nr. 50m und 59m sind jeweils

Lebermetastasen zu den Primartumoren Nr. 50 bzw. 59.

3.1.1 Lokalisation

1,6% (1 / 64) der Primartumoren lagen im Osophagus, 67,2% (43 / 64) im Magen,
18,8% (12 / 64) im DUinndarm, 6,3% (4 / 64) im Dickdarm, 6,3% (4 / 64) im Peritoneum.
Damit lagen 68,8% (44 / 64) der Primar-GIST proximal des Dinndarms und 25% (16 /
64) im DUnn- bzw. Dickdarm.

3.1.2 TumorgroéBe

Die PrimartumorgréBe betrug im Median 6,5 cm (1,6 bis 30 cm) und war bei Mannern
leicht gréBer als bei Frauen (Median 7,0 vs. 5,25 cm). In einem Fall (Nr. 10) lag keine
Angabe zur TumorgrdBe vor. In Abhangigkeit von der Lokalisation war die TumorgroBe
der proximalen GIST kleiner (p = 0,036) als die der distal des Magens gelegenen
Tumoren (Median 6,0 vs. 8,0 cm). Dabei war der Anteil der "high-risk"-Tumoren (nach
Fletcher) in den proximalen Tumoren (14 / 44) signifikant niedriger (p = 0,017) als in
den distalen (11 / 16). Die Metastasen hatten eine GréBe von im Median 1,2 cm (0,6 -
7,0 cm).
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3.1.3 Immunhistochemie

Die im Dinn- und Dickdarm gelegenen GIST waren zu 100% CD117-positiv, ebenso
die 4 im Peritoneum gelegenen und der 1 dsophageale GIST (Tabelle 3.1.3/1). Bei den
Tumoren im Magen waren 97,7% CD117-positiv.

90,7% der Magen-, 33,3% der Dinndarm- und 100% der Dickdarm-GIST waren CD34-
positiv (p < 0,001). Dabei wiesen die proximalen Tumoren signifikant haufiger (p =
0,003) eine Anfarbung von CD34 auf (39 / 44) als die distal gelegenen (8 / 16).

Die Anfarbung mit SMA schwankte je nach Lokalisation zwischen 46,5% (Magen) und
58,3% (Dinndarm) bis hin zu 75,0% bei den Dickdarm-GIST. Der vorliegende Fall
eines dsophagealen GIST (Fall 1) war SMA-positiv. Bei 41,8% (28 / 67) der GIST
ergab die Anfarbung mit Desmin kein auswertbares Ergebnis, so dass auf die
Darstellung der Ergebnisse hier verzichtet wird.

Tabelle 3.1.3/1
Immunhistochemische Ergebnisse von 64 Primar-GIST

CD117 CD34 SMA S$100

Magen (n = 43) 97,7% 90,7% 46,5% 2,3%
Diinndarm (n = 12) 100% 33,3% 58,3% 0%
Dickdarm (n = 4) 100% 100% 75% 50%
Peritoneum (n = 4) 100% 50% 50% 0%
Osophagus (n = 1) 100% 0% 100% 0%

Tabelle 3.1.3/2 zeigt die Ergebnisse der Immunhistochemie bei den 3 im Kollektiv
vorhandenen Metastasen.
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Tabelle 3.1.3/2
Immunhistochemische Ergebnisse der Metastasen

CD117 CD34 Aktin Desmin S100
Nr. 38 — Primartumor 3 3 0 0 1
Nr. 38m — Metastase 3 3 0 NA 1
Nr. 50 — Primartumor 3 0 0 NA 0
Nr. 50m — Metastase 3 0 3 NA 0
Nr. 59 — Primartumor 3 3 2 NA 2
Nr. 59m — Metastase 3 3 2 NA 1

0 = negativ, 1 = einzelne Zellen posiiv, 2 = fokale Herde positiv, 3 = homogen positiv
Zum Vergleich sind zu den Metastasen noch die Ergebnisse der jeweiligen Primartumoren

dargestellt.

3.1.4 Histomorphologische Dignitatsmerkmale

Ingesamt zeigten 56,3% (36 / 64) der Primar-GIST < 2 Mitosen/10 HPF. Bei der
Auswertung von 50 HPF zeigten 66,7% (34 / 51) < 5 Mitosen / 50 HPF. In 20,3% (13 /
64) lagen keine Daten fiir die Zahl der Mitosen / 50 HPF vor. Einen Uberblick tber die
Risikoklassifikation der GIST nach Franquemont, nach Fletcher und nach Miettinen gibt

Tabelle 3.1/3 sowie Tabelle 6.2/1 im Anhang.

Tabelle 3.1.4/1
Risiko- und Dignitatsklassifikation

Risikoklassifikation
nach Fletcher

Risikoklassifikation
nach Franquemont

Dignitat nach Miettinen*

n =29 High-risk
(16 ménnl., 13 weibl.)

n =35 Low-risk
(20 mannl., 15 weibl.)

n =29 High-risk

(17 ménnl., 12 weibl.)
18 Intermediate-risk
(12 ménnl., 6 weibl.)

n

Low-risk
(6 mannl., 9 weibl.)

Very low-risk
(1 mannl., 1 weibl.)

n =15 Wabhrscheinlich benigne
(7 mannl., 8 weibl.)

n =15 Niedrig malignane
(10 ménnl., 5 weibl.)

n =29 Wabhrscheinlich maligne
(17 mannl., 12 weibl.)

*5 Primar-GIST wurden aufgrund ihrer Lokalisation (1x Osophagus (Fall 1), 4x Peritoneum (Fall 61 - 64))

nicht nach Miettinen klassifiziert.




Abbildung 3.1.4/1 veranschaulicht die wesentlichen Kriterien (TumorgréBe und
Mitosenzahl / 10 HPF) fur die Risiko-/Dignitéatsklassifikation.
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Abbildung 3.1.4/1
Zusammenhang zwischen TumorgréBe und Mitosenzahl / 10 HPF

77,8% (14 / 18) der Tumoren < 5 cm wurden nach Miettinen als benigne bzw. niedrig
maligne eingestuft, bei einer GréBe >= 5 cm sank der Anteil auf 37,5% (15 / 40) (p =
0,0096). Die Anzahl der Mitosen in der Gruppe der niedrig malignen und benignen
Tumoren lag in allen 30 Féllen < 2/10 HPF, wahrend 24 / 29 malignen Tumoren
Mitoseraten >= 2/10 HPF aufwiesen (p < 0,001). Die proximal gelegenen GIST zeigten
einen signifikant (p = 0,041) geringeren Anteil (14 / 44) Tumoren mit >= 2 Mitosen/10
HPF als die distalen Tumoren (10 / 16). "High-risk"-GIST nach Franquemont zeigten in
93,1% (27 / 29) und "low-risk"-GIST in 2,9% (1 / 35) >= 2 Mitosen/10 HPF (p < 0,001).

3.1.5 Therapie

Alle 64 Patienten wurden primar einer operativen Therapie zugefihrt. In 56 Féllen
konnte eine RO-, in 5 Fallen ein R1- und in 1 Fall ein R2-Resektionsergebnis erreicht

werden. In 3 Fallen (Nr. 8 und 17) war keine Angabe zum Resektionsergebnis
verflgbar.
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16 Patienten erhielten postoperativ eine Therapie mit Imatinib (Glivec®). Je nach
Resektionsstatus wurden die Patienten in folgende Gruppen eingeteilt:

- Imatinib-Gruppe 1:  nach R0O-Resektion:
3 Patienten: Fall 11 und 49 bei intraoperativer Perforation des
Tumors, Fall 57 mit knapper RO-Resektion

- Imatinib-Gruppe 2:  nach RO-Resektion mit synchronen Metastasen:
4 Patienten: Fall 41, 50, 51 und 54

- Imatinib-Gruppe 3:  nach R0-Resektion bei Rezidiv im Follow-Up :
5 Patienten: Fall 37, 39, 40, 53 und 58

- Imatinib-Gruppe 4:  nach R1-Resektion:
4 Patienten: Fall 18, 38, 59 und 60.

3.1.6 Follow-Up

Der Follow-Up-Zeitraum betrug zwischen 1 und 112 Monate (Median 39 Monate). In 1
Fall lag keine Angabe zum Follow-Up vor (Nr. 35). Der Median bei den Frauen (n = 27)
lag dabei bei 28 Monaten, bei den Mannern (n = 36) bei 43,5 Monaten. 28,1% (18 / 64)
der Primartumoren zeigten im Follow-Up einen Progress. Bei diesen Tumoren handelte
es sich in 10,9% (7 / 64) um Magen-, in 6,3% (4 / 64) um Dinndarm-, in 4,7% (3 / 64)
um Dickdarm- und in 6,3% (4 / 64) um Peritoneal-GIST. Von den 64 Patienten
verstarben 7,8% (5 / 64) nach einem Verlauf von 2 bis 76 Monaten (Median 19
Monate) am Tumorleiden (Nr. 41, 59, 61, 62 und 64). Insgesamt 10,9% (7 / 64) erlagen
einem Zweitleiden (Fall 20 am Rezidiv eines Barrettkarzinoms, Fall 26 an den Folgen
eines metastasierten Bronchialkarzinoms, Fall 27 an den Folgen eines metastasierten
papillaren Ovarialkarzinoms, Fall 31 an den Folgen einer KHK und Fall 63 an den
Folgen einer nicht ndher bekannten kardialen Erkrankung. In den Féllen 30 und 48
lagen keine nédheren Angaben zum Zweitleiden vor).
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Follow-Up und Lokalisation

15,9% (7 / 44) der proximalen und 43,8% (7 / 16) der distalen Primar-GIST zeigten
einen Progress im Laufe des Follow-Up (p = 0,038). Alle peritonealen GIST (n = 4)

waren progredient.

Tabelle 3.1.6/1

Prim&rtumorgréBe und Progress bei den Primar-GIST

GroBe Haufigkeit in % Progress
<5cm 27,6% (18/63) 0,0% (0/18)
5-10cm 54,0% (34/63) 32,4% (11/34)
>10cm 17,5% (11/63) 63,6% (7/11)

Die Magen-GIST (n = 43) zeigten mit im Median 34,0 vs. 14,0 Monaten eine signifikant

langere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,002) im Vergleich mit dem Restkollektiv.
Follow-Up und TumorgroBe

In der Gruppe mit Progress (18 / 63) war die TumorgréBe mit 8 cm (Median) signifikant
gréBer (p = 0,0036) als in der Gruppe ohne Tumorprogress (45 / 63) mit im Median 6
cm (Tabelle 3.1.6/1). Bei den Primartumoren >= 5 cm lag das rezidivireie Uberleben
bei 25,0 Monaten (Median), bei den Tumoren < 5 cm bei 26,5 Monaten (Median).
Keiner von 18 Patienten, bei denen der Tumor < 5 cm war, verstarb im Follow-Up von
7 bis 104 Monaten am Tumorleiden (Median 27 Monate). In der Gruppe der
Primartumoren >= 5 cm verstarben 11,1% (5 / 45) am Tumorleiden (p = 0,31; im Fall

Nr. 35 lag keine Angabe zum Uberleben vor).

Follow-Up und Mitosen

Patienten mit Progress zeigten in 88,9% (16 / 18) >= 2 Mitosen/10 HPF; bei den
Patienten ohne Progress fanden sich nur 26,1% (12 / 46) GIST >= 2 Mitosen/10 HPF

(p < 0,001). Das rezidivfreie Uberleben bei den GIST mit Mitoseraten < 2/10 HPF war
dabei signifikant langer mit im Median 32,0 vs. 19,0 Monaten (p < 0,001).

46



Follow-Up und Risikoklassifikationen

Die allgemeine 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 80%. Bei den progredienten
Primartumoren handelte es sich in 94,4% (17 / 18) um zuvor als "high-risk"
klassifizierte Tumoren nach Fletcher und nach Franquemont (p < 0,001). Bei den nicht
progredienten Primartumoren betrug der Anteil 26,1% (12 / 46). Betrachtet man die
Klassifikation nach Miettinen, so waren bei den progredienten Tumoren 92,9% (13 / 14)
und bei den nicht progredienten 35,6% (16 / 45) als maligne eingestuft worden (p <
0,001). Es zeigte sich eine signifikant kiirzere rezidivireie Uberlebenszeit bei den "high-
risk"-GIST nach Franquemont und nach Fletcher (p < 0,001) sowie bei den malignen
GIST nach Miettinen (p = 0,001).

Die mediane Uberlebenszeit der "high-risk" klassifizierten (nach Fletcher und nach
Franquemont) Patienten lag bei 53,5 Monaten. 17,9% (5 / 28) der Patienten mit "high-
risk"-GIST und keiner (0 / 35) der Patienten mit "low-risk"-GIST nach Franquemont und
"very-low", "low-" und "intermediate-risk" nach Fletcher verstarben im Verlauf am
Tumorleiden (p = 0,009 bzw. p = 0,017). Im Fall 35 lag keine Angabe zum Uberleben
vor. Bei den 5 verstorbenen Patienten handelte es sich in den Fallen 45 und 52 um
"high-risk"-GIST nach Fletcher und "low-risk" nach Franquemont (Follow-Up von 105
bzw. 86 Monaten) sowie in den Fallen 31 und 57 um "intermediate-risk" nach Fletcher
und "high-risk"-GIST nach Franquemont (Follow-Up von 4 bzw. 19 Monate). Von den
malignen GIST nach Miettinen verstarben 7,1% (2 / 28). Von den restlichen nach
Miettinen klassifizierten GIST verstarb kein Patient (0 / 30) im Laufe des Follow-Up (p =
0,185). 3 der am Tumorleiden verstorbenen Patienten (Fall 61, 62 und 64) konnten
nicht nach Miettinen klassifiziert werden, da es sich um peritoneale GIST handelte.

Follow-Up und Metastasen

Von den 3 Patienten mit Metastasen erhielten alle eine Therapie mit Imatinib. Einer
verstarb nach 19 Monaten am Tumorleiden (Fall 59), die beiden anderen zeigten eine
"stable disease" (Fall 38 und 50).

Follow-Up und Imatinib

Die 3 Félle der Imatinib-Gruppe 1 zeigten im Follow-Up von 19 bis 42 Monaten keinen
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Progress. Von den 4 Féllen der Imatinib-Gruppe 2 (Follow-Up 20 bis 53 Monate)
verstarb ein Patient am Tumorleiden (Fall 41), in einem Fall (Fall 54) kam es zu einer
partiellen Regression der Lebermetastase und in den restlichen 2 Fallen (Fall 50 und
51) der Gruppe 2 zu einer "stable disease”. Innerhalb der Gruppe 3 (Follow-Up 54 bis
111 Monate) kam es im Fall 58 zur Regression, Fall 53 wies eine "stable disease" auf.
Von den 4 Fallen der Imatinib-Gruppe 4 (Follow-Up von 19 bis 78 Monate) verstarb ein
Patient am Tumorleiden (Fall 59), zwei (Fall 38 und 60) zeigten im Verlauf eine "stable

disease" und im Fall 18 zeigte sich kein weiteres Anzeichen eines GIST.

3.2 Ergebnisse der CGH

Einen Uberblick tiber die Einzelergebnisse der CGH gibt die Tabelle 6.3/1 (S. 95).

3.2.1 Chromosomale Imbalanzen

Die Abbildung 3.2.1/1 zeigt die relativen Haufigkeiten chromosomaler Imbalanzen
innerhalb der Gruppe der Primartumoren. Bei einem Primartumor (Fall 10) lag kein

CGH-Ergebnis vor (technisch nicht gelungen).

Bei den Primartumoren wurden mit der CGH im Median 4,0 chromosomale Imbalanzen
(0 bis 21) und in den Metastasen im Median 8,0 (0 bis 11) nachgewiesen. Mit im
Median 3,0 chromosomalen Verlusten (0 bis 12) kamen diese bei den Primartumoren
haufiger vor als Zugewinne oder Amplifikationen mit im Median 0,0 Zugewinnen bzw.
Amplifikationen (0 bis 13). Bei den Metastasen lag der Median der Verluste bei 5,0 (0
bis 8) bzw. bei den chromosomalen Zugewinnen und Amplifikationen bei 0,0 (0 bis 6).

3.22 Lokalisation

Die proximalen Priméar-GIST (n = 43) wiesen im Median 3,0 (0 - 21) chromosomale
Imbalanzen auf. Bei den distalen Tumoren lag der Median bei 5,5 (0 - 17) Imbalanzen.
Die Anzahl der chromosomalen Verluste in den proximalen GIST (Median 2,0) lag
dabei signifikant (p = 0,017) unter denen der distalen GIST (im Median 4,0).

48



1651

Abbildung 3.2.1/1
CGH — Haufigkeitsverteilung in % (Primar-GIST)
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Abhangig von der jeweiligen chromosomalen Imbalanz zeigte sich eine
unterschiedliche Haufigkeit in proximalen vs. distalen GIST. Tabelle 3.2.2/1 zeigt die

Ergebnisse flr einige ausgesuchte Imbalanzen.

Am untersuchten Kollektiv lieBen sich signifikante Unterschiede bzgl. der Lokalisation
fir einen Verlust an 14q (p = 0,027; 76,7% vs. 43,8%), 1p (p = 0,001; 26,2% vs.
75,0%) und 159 (p < 0,001; 7,0% vs. 56,3%) aufzeigen. Der Verlust an 22q erbrachte
kein signifikantes Ergebnis (p = 0,139).

Tabelle 3.2.2/1
Haufigkeit spezifischer chromosomaler Imbalanzen in Abhangigkeit von der Lokalisation

Chromosomale Imbalanz proximale GIST distale GIST p
-1p 26,2% 75,0% 0,001
-14q 76,7% 43,8% 0,027
-15q 7,0% 56,3% < 0,001
-22q 37,2% 62,5% 0,139

3.2.3 TumorgréBe und Mitosen

Die Abbildung 3.2.3/1 zeigt die Anzahl der chromosomalen Imbalanzen in Abhangigkeit
von der PrimartumorgréBe. Dabei lieB sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen
TumorgréBe (< 5,0 cm und >= 5,0 cm) und der Anzahl der Imbalanzen feststellen (p =
0,22).

Bei 55,6% (35 / 63) der Primar-GIST < 2 Mitosen/10 HPF lag der Median in der Anzahl
chromosomaler Imbalanzen bei 3,0 (0 - 15), bei 44,4% (28 / 63) der Tumoren >= 2
Mitosen/10 HPF lag der Median bei 8,0 (0 - 21). Abbildung 3.2.3/2 veranschaulicht

diesen Zusammenhang (p < 0,001).
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Abbildung 3.2.3/2
Anzahl chromosomaler Veranderungen in Abhangigkeit von der Anzahl an Mitosen / 10 HPF

3.2.4 Dignitat und Prognose

18,8% (6 / 32) der Primar-GIST < 5 chromosomale Imbalanzen z&hlten zu den "high-
risk"-GIST sowohl nach Franquemont als auch nach Fletcher, bei den Primar-GIST mit
>= 5 Imbalanzen waren es 74,2% (23 / 31) (p < 0,001). Bei der Dignitatsbeurteilung
nach Miettinen wurden 29% (9 / 31) der Primar-GIST < 5 chromosomale Imbalanzen
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als maligne klassifiziert, im Gegensatz zu 74,1% (20 / 27) bei den Tumoren >= 5
Imbalanzen (p = 0,001). Tabelle 3.2.4/1 zeigt, dass bei den Risikoklassifikationen nach
Franquemont, nach Fletcher und nach Miettinen statistisch signifikante Ergebnisse
bzgl. des Medians der chromosomalen Gesamtveranderungen, Verluste und

Zugewinne erzielt werden.

Bei Betrachtung der Anzahl chromosomaler Imbalanzen lag der Median der nicht
progredienten Primar-GIST (n = 45) bei 3,0 (0 - 21), bei den progredienten Tumoren (n
= 18) bei 8,5 (5 - 17; p < 0,001). Wenn man nur die Verluste betrachtet, so lag der
Median der nicht progredienten Primar-GIST bei 2,0 (0 - 12) und bei den progredienten
bei 5,0 (1 - 11; p < 0,001). Bei den Zugewinnen oder Amplifikationen lag der Median
bei den nicht progredienten Tumoren bei 0,0 (0 - 13), bei den progredienten bei 2,0 (0 -
8; p = 0,0026). Kein GIST (0 / 32) < 5 chromosomale Imbalanzen zeigte einen
Progress im Laufe des Follow-Up. 58,1% (18 / 31) der Tumoren >= 5 Imbalanzen war
im Verlauf progredient (p < 0,001), mit einer signifikant kirzeren rezidivfreien
Uberlebenszeit bei GIST >= 5 chromosomale Imbalanzen (p < 0,001) mit im Median
19,0 vs. 28,5 Monaten. Kein Patient (0 / 32) mit einem GIST < 5 chromosomale
Veranderungen verstarb am Tumorleiden gegentber 16,7% (5 / 30) der Tumoren >= 5
Veranderungen (p = 0,015).

Tabelle 3.2.4/1
Anzahl der chromosomalen Imbalanzen nach den Risiko-/Dignitatsklassifikationen (Median)

Risiko Risiko Dignitat
(Franquemont) (Fletcher) (Miettinen)

C o = =) c

X < = E < [ &

2 T =3 ‘T c c c

= 1 T 1 (=2} (=]

! = > C K = =

2 =y i k=) 3 2 <

o = > 5 = o0 £

Gesamt 2,5 7,0 2,0 7,0 2,0 7,0
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

Verluste 2,0 5,0 1,5 5,0 2,0 5,0
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001

Zugewinne und 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 2,0
Amplifikationen p = 0,0026 p =0,0010 p = 0,0038
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Chromosomale Imbalanzen an 6q

GIST mit einem chromosomalen Verlust an 6g waren in 85,7% "high-risk"-GIST nach
Franquemont (6 / 7) und nach Fletcher (6 / 7), gegeniber 40,4% (23 / 56) bei Fehlen
des Verlustes (p = 0,042).

Chromosomale Imbalanzen an 8q und 8p

Bei einem chromosomalen Zugewinn an 8q handelte es sich in 83,3% (10 / 12) um
"high-risk"-GIST nach Franquemont, 91,7% (11 / 12) "high-risk"-GIST nach Fletcher
und 90,9% (10 / 11) maligne GIST nach Miettinen (p = 0,008, p < 0,001 und p = 0,005).
Tumoren mit einem Zugewinn an 8p gehdrten in 87,5% (7 / 8) zu den "high-risk"-
Tumoren nach Franquemont und nach Fletcher, gegenlber 40,0% (22 / 55) "high-risk"-
GIST ohne den Zugewinn an 8p (p = 0,019). GIST mit einem Zugewinn an 8q zeigten
einen Progress in 58,3% (7 / 12) der Falle gegenlber 21,6% (11 / 51) bei Fehlen dieser
Veranderung (p = 0,028). Bei einem Zugewinn an 8p betrug der Anteil der
progredienten Tumoren 62,5% (5 / 8), gegenuber 23,6% (13 / 55) bei Fehlen des
Zugewinns (p = 0,037) mit einer signifikant kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit bei 8p
mit im Median 13,0 vs. 27,0 Monaten (p = 0,016) und bei 8q mit 24,5 vs. 27,0 Monaten
(p=0,014).

Chromosomale Imbalanzen an 9q und 9p

Bei einem Verlust an 9p fanden sich 100% (11 / 11) "high-risk"-GIST nach
Franquemont und nach Fletcher sowie 100% (10 / 10) maligne GIST nach Miettinen,
gegenlber 34,6% (18 / 52) "high-risk"-Tumoren nach Franquemont und nach Fletcher
sowie 39,6% (19 / 48) maligne Tumoren nach Miettinen ohne den Verlust an 9p (p <
0,001).

Ein Verlust an 9p oder 9q trat im Verlauf bei 72,7% (8 / 11) der progredienten GIST auf
und bei 19,2% (10 / 52) ohne den chromosomalen Verlust (p = 0,0011) mit einer
signifikant kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit von im Median 8,0 vs. 27,5 Monaten
fir 9q und 13,0 vs. 27,5 Monaten fur 9p (p < 0,001).
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Chromosomale Imbalanzen an 13q

Die Klassifikation von GIST mit Verlust an 13q zeigte in 100% "high-risk"-GIST nach
Franquemont (9 / 9) und nach Fletcher (9 / 9) sowie in 100% (8 / 8) maligne GIST nach
Miettinen. Bei Fehlen des Verlustes lagen die Anteile bei 37,0% (20 / 54) nach
Franquemont und nach Fletcher sowie bei 42,0% (21 / 50) nach Miettinen (p < 0,001
fir Franquemont und fUr Fletcher, p = 0,0045 flr Miettinen).

Der Anteil an progredienten Primar-GIST bei Verlust an Chromosom 13q lag bei 77,8%
(7 /1 9) gegenlber 20,4% (11 / 54) bei Fehlen dieser Veranderungen (p = 0,0014). Es
zeigte sich eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit von im Median 13,0 vs.
28,0 Monaten (p < 0,001).

Chromosomale Imbalanzen an 15q

Die Betrachtung eines Verlustes an Chromosom 15q zeigte 71,4% (10 / 14) "high-risk"-
GIST nach Franquemont, 78,6% (11 / 14) "high-risk"-GIST nach Fletcher und 83,3%
(10 / 12) maligne GIST nach Miettinen. Lag dieser Verlust nicht vor, zeigten die
Klassifikationen 38,8% (19 / 49) "high-risk"-GIST nach Franquemont, 36,7% (18 / 49)
"high-risk"-GIST nach Fletcher und 41,3% (19 / 46) maligne GIST nach Miettinen (p =
0,038, p = 0,0071 und p = 0,021).

Der Anteil an progredienten Primar-GIST bei Verlust an Chromosom 15q lag bei 50,0%
(7 / 14) gegeniuber 22,4% (11 / 49) bei Fehlen dieser Veradnderungen (p = 0,09) mit
einer signifikant kiirzeren rezidivireien Uberlebenszeit von im Median 15,5 vs. 28,0
Monaten (p = 0,022).

Chromosomale Imbalanzen an 22q

Ein Verlust an 22q ergab bei der Risikoklassifikation 67,9% (19 / 28) "high-risk"-GIST
nach Franquemont, 67,9% (19 / 28) "high-risk"-GIST nach Fletcher und 73,1% (19 / 26)
maligne GIST nach Miettinen. Fehlte diese chromosomale Verdnderung, wurden
28,6% (10 / 35) als "high-risk"-GIST nach Franquemont, 25,7% (8 / 35) als "high-risk"-
GIST nach Fletcher und 31,3% (10 / 32) als maligne GIST nach Miettinen klassifiziert
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(p =0,0025, p = 0,044 und p = 0,0033).

Bei Verlust an 22q waren 42,9% (12 / 28) der GIST progredient, gegentiber 17,1% (6 /
35) ohne den Verlust (p = 0,048). Auch hier ergab sich eine knapp signifikant kirzere
rezidivfreie Uberlebenszeit von im Median 24,0 vs. 27,0 Monaten (p = 0,045).

Chromosomale Imbalanzen an 1p und 9q

Bei einem Verlust an Chromosom 1p und 9q handelte es sich in 87,5% (7 / 8) um
"high-risk"-GIST nach Franquemont und nach Fletcher. Lag dieser kombinierte Verlust
nicht vor, zeigten sich 40,0% (22 / 55) "high-risk"-GIST nach Franquemont bzw. nach
Fletcher (p = 0,019). Bei der Dignitatsklassifikation nach Miettinen ergab der
kombinierte Verlust von 1p und 9q 85,7% (6 / 7) als maligne klassifizierte GIST,
gegenulber 44,2% (23 / 52) ohne den kombinierten Verlust (p = 0,052).

Der Verlust an 1p und 9q zeigte bei 75,0% (6 / 8) der GIST einen progredienten
Verlauf. Tumoren ohne diesen kombinierten Verlust waren mit 21,8% (12 / 55)
signifikant seltener progredient (p = 0,0051). Es zeigte sich mit 4,0 vs. 27,0 Monaten
eine signifikant kiirzere rezidivireie Uberlebenszeit bei Vorliegen eines Verlustes an

beiden Chromosomen (p = 0,0013).
Chromosomale Imbalanzen an 1p und 15q

Bei einem Verlust an 1p und 15qg handelte es sich in 66,7% (8 / 12) um "high-risk"-
GIST nach Franquemont und 75,0% (9 / 12) "high-risk"-GIST nach Fletcher. Ohne den
kombinierten Verlust fanden sich 41,2% (21 / 51) "high-risk"-GIST nach Franquemont
und 39,2% (20 / 51) nach Fletcher (p = 0,050). Die Dignitatsklassifikation nach
Miettinen ergab 80,0% (8 / 10) als maligne klassifizierte GIST, gegentber 43,8% (21 /
48) bei Fehlen dieser Kombination (p = 0,079).

Ein kombinierter Verlust von 1p und 15q zeigte bei 50,0% (6 / 12) der Tumoren einen
progredienten Verlauf, im Vergleich mit 23,5% (12 / 51) progredienten GIST ohne den
Verlust (p = 0,085) und eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit von im
Median 13,5 vs. 28,0 Monaten (p = 0,029).
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Tabelle 3.2.4/2
Chromosomale Imbalanzen vs. Lokalisation vs. "high-risk"-GIST (nach Fletcher) vs. Prognose

chomesemal | otsaon | NIVIROST | progrssion: | gReavele

-14q p = 0,024 p=1,00 p=0,25ns p =0,231 ns
-22q p=0,14 ns p < 0,001 p = 0,048 p = 0,045
-1p p = 0,002 p=0,318 ns p = 0,053 ns p = 0,067 ns
-9q p = 0,097 ns p = 0,002 p = 0,001 p < 0,001
-159 p < 0,001 p = 0,007 p = 0,090 ns p = 0,022

-1p und -15q p < 0,001 p = 0,050 ns p = 0,085 ns p = 0,029

-1p und -9q p = 0,083 ns p=0,019 p = 0,005 p=0,0013
+5p p = 0,026 p=0,154 ns p = 0,052 ns p = 0,036

*Signifikanz bezogen auf das Restkollektiv
ns = nicht signifikant

3.25 Metastasen

Tabelle 3.2.5/1 zeigt die 3 Primar-GIST, bei denen sowohl Primartumor als auch
Metastase vorlagen. Die 3 Primar-GIST (Fall 38a, 50a und 59a) zeigten
Ubereinstimmend einen Zugewinn an 8q, einen Verlust an 6q und einen Verlust an 22q.
Die Metastase in Fall 38 zeigte dabei (fast) alle chromosomalen Veranderungen des
Primartumors (sowie zusatzlich Verluste an 3p, 9p und 9q). Die Metastase im Fall 50
zeigte als neue Veranderung gegenlber dem Primartumor einen Zugewinn an 4q.
Allerdings waren viele Veranderungen des Primartumors in der Metastase nicht mehr
nachweisbar (+12q, +20p, +20q, -6q, -9p, -9g und -10p). Die gréBte Diskrepanz zeigte
Fall 59. Wahrend der Primartumor 15 chromosomale Veranderungen aufwies, lie3 sich

keine einzige Veranderung in der Metastase nachweisen.

56



Tabelle 3.2.5/1
Chromosomale Imbalanzen bei den Primar-GIST und zugehdrigen Metastasen

Fall chromosomale Imbalanzen
38a +80, -39, -6q, -8p, -13q, -14q, -22q
38b

-3p, -3q, -6q, -9p, -9q, -13q, -14q, -22q

50a +3q, +5p, +5q, +6p, +8q, +12q, +20p, +20q, -1p, -3p, -64, -8p, -9p, -9q, -10p, -14q, -15q

50b +3q, +4q, +5p, +5q, +6p, +8q, -1p, -3p, -8p, -14q, -15q

59a +5p, +5q, +8p, +8q, +13q, -1p, -4p, -4q, -6q, -9p, -9q, -10p, -10q, -14q, -22q

59b keine chromosomalen Imbalanzen in der CGH

3.2.6 Imatinib-Therapie

Die Anzahl der chromosomalen Imbalanzen bei den mit Imatinib behandelten Priméar-
GIST (n = 17) lag im Median bei 9,0 (0 - 17). In den 4 Imatinib-Gruppen lag der Median
in Gruppe 1 (nach RO-Resektion) bei 5,0, in Gruppe 2 (R0-Resektion bei synchronen
Metastasen) bei 13,0, in Gruppe 3 (Rezidiv nach R0-Resektion) bei 9,0 und in Gruppe
4 (nach R1-Resektion) bei 11,0 chromosomalen Imbalanzen.

3.3 Ergebnisse der Mutationsanalyse

Untersucht wurden Mutationen in KIT Exon 9, 11, 13, 17 und PDGFRA Exon 12 und 18
(Einzelergebnisse siehe Tabelle 6.4/1, S. 97). Von den GIST lagen 81,0% als
paraffineingebettete Proben (PF) vor sowie 76,5% als Frischgewebsproben (FG). Von
den 64 untersuchten Primartumoren wurden in 85,9% (55 / 64) Mutationen im KIT-
bzw. PDGFRA-Gen gefunden. Dabei handelte es sich in 68,8% (44 / 64) um
Mutationen im KIT- und in 17,2% (11 / 64) um Mutationen im PDGFRA-Gen. GIST mit
Mutationen in beiden Genen wurden nicht gefunden. In 6,3% der Tumoren lag die
Mutation im KIT Exon 9 (4 / 64), in 64,1% in KIT Exon 11 (41 /64), in 14,1% (9 / 64) in
PDGFRA Exon 18 sowie in 3,1% (2 / 64) in PDGFRA Exon 12. In den Metastasen der
Primar-GIST Nr. 38, 50 und 59 fanden sich dieselben Mutationen im KIT Exon 11 wie

im Primartumor. AuBer im Fall 61 (Mutation im KIT Exon 9 und 11) war kein Priméar-
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GIST von Mutationen in mehr als einem Exon betroffen.

Je nach Mutationsstatus wurden die Tumoren zur Auswertung in 8 Gruppen eingeteilt
(siehe auch Tabelle 3.3.1/1):

- KIT- und PDGFRA-Wildtyp (WT)

- PDGFRA-Mutation (Exon 18 und Exon 12)

- KIT-Exon-9-Mutation

- KIT-Exon-11-Mutation (Codons 550 - 556 betroffen)
KIT-Exon-11-Mutation (Deletion in Codon 557 / 558)

- KIT-Exon-11-Mutation (Punktmutation in Codon 557 / 558)
- KIT-Exon-11-Mutation (Codons 559 - 561 betroffen)

- KIT-Exon-11-Mutation (3" Internal Tandem Repeats)

N oo o0 A0 N =+ O
1

3.3.1 Lokalisation

90,9% (10 / 11) der GIST mit Mutation in PDGFRA und 63,6% (28 / 44) mit Mutation in
KIT lagen proximal des Dinndarms (Tabelle 3.3.1/1). Von den 4 peritonealen GIST
zeigten 3 Mutationen im KIT-Gen (1x WT). Trotz Lokalisation fast aller GIST mit
Mutation in PDGFRA im Magen wurde keine statistische Signifikanz erreicht (p =
0,085).

Tabelle 3.3.1/1
Anzahl GIST in den Mutationsgruppen 0 - 7

Mutations- | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe | Gruppe
gruppe 0 1 2 3 4 5 6 7
alle GIST 9 11 3 4 13 5 15 4
proximal 6 10 2 3 9 1 9 4
distal 2 1 1 1 3 3 5 0
Peritoneum 1 0 0 0 1 1 1 0
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3.3.2

TumorgroéBe und Mitosen

Die PrimartumorgréBe bei Mutationen im KIT-Gen (n = 44) mit im Median 6,75 cm oder
PDGFRA-Gen (n = 10) mit im Median 6,25 cm lag etwas Uber der von GIST ohne
Mutation in diesen beiden Genen (Median 6,0 cm).

Tabelle 3.3.2/1
Mutationsraten in KIT und PDGFRA - Vergleich mit der Literatur

Mutation Kollektiv Literatur

KIT und PDGFRA | 85,9% 85-90% (8)

KIT 68,8% 70,9 -72,7% (1)

KIT Exon 11 64,1% 57,6 - 69,9% (1)

KIT Exon 9 6,3% 5-13% (2) (7)

PDGFRA 17,2% 2,8 -7,2% (4) bzw. - 22,5% (6)
PDGFRA Exon 18 | 14,1% 6- 12,8% (3,5)

PDGFRA Exon 12 | 3,1% 1,1-3,7% (3, 5)

Prozentangaben bezogen auf das Gesamtkollektiv

Tabelle 3.3.2/2
Mutationsraten im KIT Exon 11 - Vergleich mit der Literatur

1 - Andersson et al. 2006,
Corless 2005, Du et al.
2008, Gomes et al. 2008

2 - Antonescu et al. 2003, Du
et al. 2008, Koay et al.
2005, Wardelmann et al.
2004

3 - Corless et al. 2005,
Wozniak et al. 2007

4 - DeMatteo et al. 2008,
Keun Park et al. 2008,
Wozniak et al. 2007

5 - Lasota et al. 2004

6 - Miettinen et al. 2005

7 - Penzel et al. 2005

8 - Rubin et al. 2007

1 - Andersson et al. 2006
2 - Antonescu et al. 2003

3 - Corless et al. 2004
4 - Du et al. 2008

5 - Keun Park et al. 2008
6 - Kim TW et al. 2004
7 - Kontogianni-Katsarou

et al. 2008
8 - Penzel et al. 2005

Mutation Kollektiv Literatur
o 57,1 -70,9%
KIT Exon 11 64,1% (1.4,5.6)
; o 25,0 - 49,5%
Deletionen 34,4% (1.2.4,5.67)

. o 13,0 - 18,0%
Punktmutationen 23,4% (1.2.4.57 8)
Codon 557 und / oder 28 19 26,7 - 29,1%
558 betroffen e (7, 8)
Deletionen Codon 557 20 3% 20,0 - 33,3%
und / oder 558 e (5,7, 8)
Codon 559 - 561 o o
betroffen 23,4% 16,7% (7)
3’Internal Tandem 6.3% 35 -70%
Repeats = (2, 6)

Prozentangaben bezogen auf das Gesamtkollektiv
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Eine Aufteilung in proximale und distale Tumoren ergab, dass bei den KIT-mutierten
Primartumoren (28 proximale und 13 distale) die gréBeren GIST distal lagen (Median
8,0 cm vs. 6,0 cm). Der Median der 3 in KIT-mutierten peritonealen GIST betrug 12,0
cm. Der eine distale GIST (1 / 11) mit Mutation in PDGFRA war mit 9,0 cm gr6Ber als
die proximalen GIST (Median 6,0 cm).

Tabelle 3.3.2/3 zeigt einen Uberblick tber die Anzahl der Mitosen < 2 und >= 2/10 HPF

in den einzelnen Mutationsgruppen.

22,2% (2 / 9) der WT-GIST zeigten >= 2 Mitosen/10 HPF, bei den mutierten GIST (KIT
und PDGFRA) lag der Anteil bei 47,3% (26 / 55) (p = 0,28). Dabei zeigten die in KIT-
mutierten GIST in 52,3%, und die in PDGFRA-mutierten in 27,3% der GIST >= 2
Mitosen/10 HPF (p = 0,14 bzw. p = 1,00). Signifikant mehr GIST >= 2 Mitosen/10 HPF
zeigten die Tumoren der Mutationsgruppe 4 mit 76,9% (10 / 13) vs. 35,3% (18 / 51) in
allen anderen Gruppen (p = 0,011).

Tabelle 3.3.2/3
Anzahl der Mitosen/10 HPF - gegliedert nach Mutationsgruppen

Mutg:i:);:é Grp.0 | Grp.1 | Grp.2 | Grp.3 | Grp.4 | Grp.5 | Grp.6 | Grp.7
Alle | 9 11 3 4 13 5 15 4
. <2\ 7 8 0 3 3 1 10 4
Mitosen/10 HPF
Mitosen/10 ;TDIE 2 3 3 1 10 4 5 0

3.33 Dignitat und Prognose
51,9% (27 / 52) der mutierten Primartumoren waren zuvor nach Miettinen als maligne

klassifiziert ~worden. Die  Risiko-/Dignitatsklassifikationen, gegliedert nach
Mutationsgruppen, sind in Tabelle 3.3.3/1 dargestellt.
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Tabelle 3.3.3/1
Risiko- / Dignitatsklassifikationen - gegliedert nach Mutationsgruppen

Mutationsgruppe | Grp.0 | Grp.1 | Grp.2 | Grp.3 | Grp.4 | Grp.5 | Grp.6 | Grp.7

High-risk GIST | 333% | 18,2% | 100% | 25,0% | 76,9% | 80,0% | 33,3% | 25,0%
(nach Franquemont) (3/9) (2/711) (3/3) (1/4) (10/13) (4/5) (5/15) (1/4)

High-risk GIST | 333% | 18,2% | 100% | 25,0% | 69,2% | 80,0% | 40,0% | 25,0%
(nach Fletcher) | (3/9) (2/11) (373) (1/4) (9/13) (4/5) (6/15) (1/4)

Maligne GIST | 28.6% | 27,3% | 100% | 25,0% | 69,2% | 75,0% | 50,0% | 25,0%
(nach Miettinen) | (2/7) (3/11) (3/3) (1/4) (9/12) (3/4) (7/14) (1/4)

58,5% (24 / 41) der in KIT-mutierten Primar-GIST und 27,8% (5 / 18) der Gruppen 0
(WT) und 1 (PDGFRA) wurden nach Miettinen als maligne klassifiziert (p = 0,047).
Nach den Risikoklassifikationen von Fletcher und Franquemont fanden sich 54,5% (24
/ 44) "high-risk"-Tumoren in den KIT-mutierten GIST. Hier lag der Anteil der "high-risk"-
Tumoren in den Gruppen 0 und 1 bei 25,0% (5 / 20) signifikant niedriger (p = 0,033).
Alle GIST mit KIT-Exon-9-Mutation waren "high-risk" klassifiziert (p = 0,037), eine
Einschrankung auf die Gruppen 4 + 5 mit Mutationen im Codon 557 / 558 zeigte in
77,8% bzw. 72,2% "high-risk"-GIST (p = 0,011) nach Franguemont bzw. nach Fletcher.

Bei Vergleich der KIT-mutierten GIST mit dem Rest des Kollektivs zeigten 22,2% (2 / 9)
der WT-GIST, 0% (0 / 11) der in PDGFRA-mutierten und 36,4% (16 / 44) der in KIT-
mutierten GIST einen Progress im Verlauf (p = 0,037) mit einer knapp signifikanten
kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit (p = 0,038) von im Median 25,5 vs. 34,5 Monaten
und 26,0 vs. 29,0 bei Betrachtung von Mutationen in KIT Exon 11 (p = 0,015). Eine
Einschrankung auf die in KIT-mutierten GIST der Gruppen 4 + 5 zeigte 50,0% (9 / 18)
progrediente GIST vs. 19,6% (9 / 46) in den anderen Mutationsgruppen (p = 0,028).
Auch hier fand sich eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,007) mit
im Median 21,0 vs. 28,5 Monaten. Die rezidivfreie Uberlebenszeit der WT-GIST
unterschied sich nicht signifikant vom Rest des Kollektivs (p = 0,634).

GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen zeigten eine signifikant langere rezidivfreie
Uberlebenszeit von 40,0 vs. 25,0 Monaten im Rest des Kollektivs (p = 0,037).

Eine Ubersicht ber den Anteil an progredienten Primar-GIST in den einzelnen
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Mutationsgruppen gibt Tabelle 3.3.3/2.

Tabelle 3.3.3/2

Progrediente Priméar-GIST - gegliedert nach Mutationsgruppen

Mutationsgruppe | Grp.0 | Grp.1 | Grp.2 | Grp.3 | Grp.4 | Grp.5 | Grp.6 | Grp.7
; 20% 0% 0% 0% 38,5% | 80% | 40,0% | 25%
Progrediente GIST (279) (0711) (0/3) (074) (5/13) (4/5) (6/15) (174)

Eine Ubersicht tiber die Wahrscheinlichkeit des rezidivfreien Uberlebens bei Mutation
im KIT bzw. PDGFRA-Gen vs. WT zeigt Abbildung 3.3.3/1.

0,8+ -

0,67

Wahrscheinlichkeit

0,47

0,09

+ PDGFRA

WT

KIT

I
0

Abbildung 3.3.3/1

Rezidivfreie Uberlebenszeit der Patienten mit Primar-GIST (Kaplan-Meier)

3.34 Metastasen

60

I
120 Tage

In den 3 vorliegenden Metastasen (zu Fall 38, 50 und 59) zeigte sich in der

Mutationsanalyse eine identische Mutation im Vergleich mit dem Primartumor.
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3.3.5 Imatinib-Therapie

Tabelle 3.3.5/1 zeigt die Verteilung der 17 mit Imatinib behandelten Patienten auf die
einzelnen Mutationsgruppen. 64,7% (11 / 17) der Félle wiesen dabei Punktmutationen
oder Deletionen in den Codons 557 / 558 auf (Mutationsgruppe 4 / 5). Eine
Erweiterung auf die Mutationsgruppe 6 zeigte, dass 94,1% (16 / 17) der Imatinib-
behandelten Patienten sich auf 3 Gruppen (Gruppen 4, 5 und 6) aufteilten. Fall 41
zeigte im KIT- oder PDGFRA-Gen keine Mutationen (WT).

Tabelle 3.3.5/1
Verteilung der 17 Imatinib-behandelten Falle

Mutationsgruppe | Grp.0 | Grp.1 | Grp.2 | Grp.3 | Grp.4 | Grp.5 | Grp.6 | Grp.7

Imatinib-behandelte | 5,9% 0% 0% 0% 41,2% | 23,5% | 29,4% 0%
GIST| (n=1) | (n=0) | (n=0) | (n=0) | (n=7) | (n=4) | (n=5) | (n=0)

Die rezidivfreie Uberlebenszeit von allen mit Imatinib behandelten Patienten liegt bei
19,0 Monaten vs. 28,0 Monaten (Median) ohne Behandlung mit Imatinib (p < 0,001).
Tabelle 3.3.5/2 zeigt die Unterschiede der rezidivfreien Uberlebenszeit zwischen den
einzelnen mit Imatinib behandelten Gruppen auf.

Tabelle 3.3.5/2
Rezidivfreie Uberlebenszeit

Imatinib-Gruppe Rezidivfreie Uberlebenszeit (Median)

Gruppe 1

(nach RO-Resektion) 39,0 Monate

Gruppe 2
(nach R0O-Resektion mit synchronen 0,0 Monate
Metastasen)

Gruppe 3
(nach RO-Resektion bei Rezidiv im 19,0 Monate
Follow-Up)

Gruppe 4

(nach R1-Resektion) 30,5 Monate
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3.4 CGH und Mutationsanalyse

3.41 Mutation vs. Anzahl der chromosomalen Imbalanzen

Abbildung 3.4.1/1 gibt einen Uberblick {ber die Anzahl der chromosomalen
Gesamtveranderungen in den einzelnen Mutationsgruppen. GIST mit Deletionen in KIT
Codons 557 / 558 (Gruppe 4) und GIST mit Punktmutationen in diesen Codons
(Gruppe 5) zeigten mit 9,0 bzw. 10,0 (Median) chromosomalen Gesamtveranderungen
in der CGH die héchste Anzahl an Verdnderung von allen 8 Gruppen (p = 0,008). Die
WT-GIST zeigten dabei signifikant weniger Veranderungen als die Gruppen 1 bis 7 mit
Mutation im PDGFRA- oder KIT-Gen (p = 0,045).
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Abbildung 3.4.1/1
Anzahl der chromosomalen Gesamtveranderungen - gegliedert nach Mutationsgruppen (Box-Plot)

Keiner (0 / 20) der in KIT-mutierten Primar-GIST < 5 chromosomalen Imbalanzen
zeigte einen Progress. Bei >= 5 Imbalanzen zeigten sich 66,7% (16 / 24) progredient (p
< 0,001). Es ergab sich eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p < 0,001)
von im Median 18,0 vs. 28,0 Monate.

Betrachtet man innerhalb der KIT-mutierten Tumoren nur die GIST mit Mutation in KIT
Exon 11 Codon 557 / 558 (Gruppen 4 + 5), so zeigte kein (0 / 5) GIST < 5 und 69,2%
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(9 / 13) der GIST mit >= 5 chromosomalen Imbalanzen einen Progress (p = 0,029) mit
einer signifikant kirzeren rezidivireien Uberlebenszeit von im Median 23,0 vs. 27,5
Monate (p = 0,001).

Keiner (0 / 5) der in PDGFRA-mutierten Primar-GIST < 5 und keiner mit >= 5 (0 / 5)
chromosomalen Veranderungen zeigte einen Progress. Die rezidivireie Uberlebenszeit
betrug 25,5 vs. 69,0 Monate (Median).

Bei den WT-GIST zeigte kein (0 / 7) GIST < 5 chromosomalen Imbalanzen einen
Progress. Bei Tumoren >= 5 Imbalanzen waren alle (2 / 2) GIST progredient (p =
0,028). Es zeigte sich mit 10,5 vs. 27,0 Monaten eine signifikant kirzere rezidivfreie
Uberlebenszeit (p = 0,007).

3.4.2 Chromosomale Imbalanzen an 1p

Das Vorliegen eines chromosomalen Verlustes an 1p gemeinsam mit einer Mutation im
KIT-Gen (n = 19) war mit einer signifikant kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit (21,0
bzw. 26,5 Monate) verknipft (p = 0,013). Eine Einschrankung auf Mutationen in KIT
Exon 11 Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) erhdhte die Signifikanz deutlich (p =
0,001) mit einer rezidivfreien Uberlebenszeit von im Median 17,0 bzw. 26,0 Monaten.

3.4.3 Chromosomale Imbalanzen an 9p und 9q

Auch bei Vorliegen eines chromosomalen Verlustes an 9p bzw. 9q, zusammen mit
einer Mutation im KIT-Gen, zeigte sich eine signifikant (p < 0,001) klrzere rezidivfreie
Uberlebenszeit (13,0 vs. 27,50 Monate fiir 9p und 8,0 vs. 27,5 fiir 9q). Im Gegensatz
zum chromosomalen Verlust an 1p brachte die Einschrankung auf die
Mutationsgruppen 4 + 5 keine weitere Erhéhung der Signifikanz (p = 0,010 bzw. p =
0,005) mit im Median 6,50 vs. 27,0 Monaten flir einen Verlust an 9p und 13,0 vs. 26,50
far 9q.
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344 Chromosomale Imbalanzen an 14q

Ein chromosomaler Verlust an 14q zeigte bei gleichzeitiger Mutation im KIT-Gen kein
signifikantes Ergebnis bzgl. der rezidivfreien Uberlebenszeit (p = 0,682). Auch eine
Einschrankung auf die Mutationsgruppen 4 + 5 ergab kein signifikantes Ergebnis (p =
0,053), genauso wie eine Kombination des chromosomalen Verlustes mit einer
Mutation im PDGFRA-Gen (p = 0,073).

3.45 Chromosomale Imbalanzen an 15q

Bei einem chromosomalen Verlust an 15q fand sich bei gleichzeitiger Mutation im KIT-
Gen eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,014) mit im Median 17,0
vs. 28,0 Monaten. Lag neben einem chromosomalen Verlust an 15q dabei noch ein
Verlust an 1p vor, betrug die rezidivireie Uberlebenszeit 13,0 vs. 28,0 Monate (p =
0,018). Im Gegensatz zum alleinigen Verluste an 15qg erhdhte sich hierbei die
Signifikanz (p = 0,005) im Hinblick auf die rezidivfreie Uberlebenszeit (Median 0,0 vs.
27,0 Monaten).

3.4.6 Chromosomale Imbalanzen an 22q

Ein chromosomaler Verlust an 22q zeigte bei Mutation im KIT-Gen mit 23,0 vs. 27,5
Monaten eine signifikant kiirzere rezidivireie Uberlebenszeit (p = 0,028) im Vergleich
mit dem Rest des Kollektivs. In den Mutationsgruppen 4 + 5 betrug die rezidivireie
Uberlebenszeit mit einem Verlust an 22q 18,0 vs. 27,5 Monate (p = 0,001).

Einen Uberblick (iber die Anzahl der GIST bei einzelnen chromosomalen Imbalanzen

und die Signifikanz der rezidivfreien Uberlebenszeit bei Mutation im KIT- und
PDGFRA-Gen bzw. WT gibt Tabelle 3.4.6/1.
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Tabelle 3.4.6/1

Mutationen im KIT- und PDGFRA-Gen bei ausgewahlten chromosomalen Imbalanzen

Chromosomale WT KIT PDGFRA Mutations-
Imbalanz (n=9) (n=44) (n=11) g (,'fp_ 18)
-1p 3 19 4 8
(n =26) p = 0,695 p=0,013 p = 0,223 p = 0,001

-6q 0 6 1 S
(n=7) p=0,184 p = 0,683 p = 0,556
+8q 0 11 1 7
(n=12) p = 0,006 p =0,529 p = 0,005
(n=8) p=0,014 p=0,017
-9p 1 9 1 6
(n=11) p=0,014 p < 0,001 p =0,529 p=0,010
-9 1 9 1 I
(n=11) p=0,014 p < 0,001 p = 0,453 p=0,005
-13q 1 6 2 3
(n=9) p=0,014 p < 0,001 p = 0,451 p = 0,001
-14q 2 31 9 12
(n=42) p =0,435 p=0,682 p =0,073 p =0,053
-15q 1 13 0 5
(n=14) p = 0,649 p=0,014 p = 0,055
-22q 0 27 1 13
n = 28) p = 0,028 p=0,529 p = 0,001
-1p und -9q 1 6 1 4
(n=8) p=0,014 p < 0,001 p = 0,453 p=0,028
-1p und -15q 1 11 4
(n=12) b = 0,649 0=0,018 0 p = 0,005
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4 Diskussion

Als frihes Stadium in der Tumorgenese eines gastrointestinalen Stromatumors bzw.
als auslésendes Ereignis ist eine Mutation im KIT bzw. PDGFRA-Gen heutzutage
anerkannt (Wozniak et al. 2007, Yang et al. 2008), wohingegen die durch komparative
genomische Hybridisierung (CGH) nachgewiesenen chromosomalen Imbalanzen
vermehrt im Rahmen der weiteren Tumorprogression auftraten. In der gangigen
Literatur sind bis dato viele Zusammenhange zwischen Klinisch-pathologischen
Parametern, chromosomalen Imbalanzen und Mutationen im KIT- bzw. PDGFRA-Gen
gefunden und beschrieben worden. Einige davon kontrovers diskutiert und im Hinblick
auf teils geringe Fallzahlen bedingt verwertbar. Die meisten Studien bezogen sich
dabei entweder auf die Ergebnisse einer CGH oder die Ergebnisse einer
Mutationsanalyse. Nur wenige Studien beinhalteten Daten zu beiden Verfahren. Auf
den folgenden Seiten werden nun die gewonnenen Ergebnisse aus beiden Verfahren,
unter Berlcksichtigung der aktuellen Literatur, diskutiert und anschlieBend in
Korrelation zueinander gebracht. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Prognose
(v.a. der rezidivfreien Uberlebenszeit) des Patienten nach erfolgter operativer

Tumorresektion.

4.1 Kollektiv

Im vorliegenden Kollektiv fand sich die fir gastrointestinale Stromatumoren in der
Literatur (Nilsson et al. 2005, Tran et al. 2005, Tryggvason et al. 2005) beschriebene
leichte Tendenz hin zum mannlichen Geschlecht (56,3%), wobei das Alter bei
Diagnosestellung mit im Median 4 Jahren eine knapp signifikante (p = 0,047)
Benachteiligung der Manner zeigte. Dabei entsprach das gefundene Erkrankungsalter
(im Median 66 Jahre) eher den bevdlkerungsbasierten Studien von Nilsson et al.
(2005) und Tryggvason et al. (2005) als u.a. den Studien von Antonescu et al. (2003),
Miettinen et al. (2005) und Wong et al. (2003).

Die weiteren Klinisch-pathologischen Parameter (Lokalisation, TumorgrdBe,
Immunhistochemie und Mitosenzahl) der Primartumoren entsprachen weitgehend den
in der Literatur beschriebenen Werten (Chen Y et al. 2004, Emory et al. 1999,
Gunawan et al. 2004, Miettinen et al. 1999 a, 2000 a). Knapp tber zwei Drittel (67,2%)
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der untersuchten GIST manifestierten sich im Magen. Mit wenigen Ausnahmen (1,6%
6sophageale und 6,3% peritoneale GIST) lag das restliche Drittel distal des Magens.
Auch bei den distalen GIST schnitten die Manner hinsichtlich der TumorgréBe
schlechter ab als die Frauen (Median 7,0 cm vs. 5,25 cm) mit einem signifikanten
Trend zu gréBeren Tumoren distal des Magens (p = 0,036). Bis auf eine Ausnahme
(Fall 1) waren alle Tumoren in der immunhistochemischen Farbung CD117-positiv
(98,4%). Fall 1 zeigte ebenfalls keine der fur GIST typischen chromosomalen
Imbalanzen. Auch eine Mutation im KIT- oder PDGFRA-Gen konnte bei diesem Fall
nicht nachgewiesen werden, so dass die Diagnosestellung als GIST ggf. in Frage

gestellt werden kann.

4.1.1 Klassifikation und Prognose

Knapp die Halfte (45,3%) der Tumoren wurden nach Franquemont und nach Fletcher
als "high-risk" klassifiziert. Die Klassifikation der GIST nach Fletcher zeigte im
vorliegenden Kollektiv signifikant mehr "high-risk"-Tumoren in den distalen als in den
proximalen GIST (p = 0,017). Im Vergleich mit der Literatur enthielt das untersuchte
Kollektiv dabei einen héheren Anteil an "high-risk"-GIST (45,3%) u.a. im Vergleich mit
einer Studie von Wozniak et al. (2007) mit 37,9% (25 / 66) und einer Studie von
Nilsson et al. (2005) mit 29% "high-risk"-GIST.

Der Beobachtungszeitraum flr das Follow-Up betrug im Median 39,0 Monate. 81,3%
der Patienten (52 / 64) wiesen dabei eine Follow-Up-Zeit von mindestens 24 Monaten
auf bzw. verstarben innerhalb dieses Zeitraums. In einer Studie von Nilsson et al.
(2005) lag die mediane Uberlebenszeit der nach Fletcher als "high-risk" klassifizierten
GIST bei 40 Monaten (Median) im Vergleich zu den 53,5 Monaten bei den "high-risk"-
GIST im vorliegenden Kollektiv, wobei in der Studie von Nilsson et al. (2005) keine mit
Imatinib behandelten Patienten einbezogen waren. Die 5-Jahres-Uberlebensrate
entsprach mit 80% den beschriebenen Werten (Kim TW et al. 2004).

4.2 CGH

Chromosomale Verluste (im Median 3,0 Imbalanzen) traten im vorliegenden Kollektiv,

69



wie in der Literatur beschrieben (Chen Y et al. 2004, El-Rifai et al. 1996, Wozniak et al.
2007), haufiger auf als Zugewinne bzw. Amplifikationen und mit Fortschreiten des
Tumors, z.B. im Sinne einer Metastasierung (im Median 8,0 Imbalanzen), nahm die
Anzahl der chromosomalen Imbalanzen zu (Chen Y et al. 2004, Debiec-Rychter et al.
2001, El-Rifai et al. 2000, Gunawan et al. 2004). Wie erwartet, zeigten die "high-risk"-
Tumoren bereits bei der Tumorklassifikation signifikant mehr chromosomale
Imbalanzen als "low-risk"-Tumoren (Chen Y et al. 2004, Wozniak et al. 2007). Auch im
Follow-Up zeigten die progredienten GIST signifikant mehr chromosomale
Veranderungen als das Restkollektiv (p < 0,001). Kein GIST mit < 5 chromosomalen
Imbalanzen wies einen Progress auf, verglichen mit 58,1% bei den Ubrigen Tumoren (p
< 0,001). Die rezidivfreie Uberlebenszeit betrug 28,5 vs. 19,0 Monaten (Median).

GréBere Tumoren waren im Allgemeinen haufiger als "high-risk" klassifiziert und
zeigten einen progredienten Verlauf. Zusammen mit der gréBeren Anzahl an
chromosomalen Imbalanzen in progredienten GIST sollte man erwarten, dass groBe
GIST dementsprechend auch mehr chromosomale Imbalanzen aufweisen. Dieser
Zusammenhang lieB sich im Kollektiv nicht nachweisen (p = 0,2159). Im Gegensatz
dazu fand sich ein signifikantes Ergebnis (p < 0,001) bzgl. der Anzahl der Mitosen und
der Anzahl an chromosomalen Imbalanzen. Auch der klinisch glnstigere Verlauf von
proximalen Tumoren (Chen Y et al. 2004, Emory et al. 1999, Gunawan et al. 2004)
spiegelte sich in signifikant weniger chromosomalen Imbalanzen in diesen Tumoren
wider (p = 0,017).

421 Chromosomale Imbalanzen

Die 5 haufigsten chromosomalen Imbalanzen im vorliegenden Kollektiv waren Verluste
an 14q (65,1%), 22q (46,0%), 1p (41,3%), sowie ein Zugewinn an 5p (25,4%) und
schlieBlich ein Verlust an 159 (20,6%). Die in der Literatur gefundenen Angaben
schwanken je nach Studie, wobei die Reihenfolge, in absteigender Haufigkeit, im
Vergleich zum Kollektiv anndhrend identisch ist (siehe Tabelle 4.2.1/1).
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Tabelle 4.2.1/1
Haufigkeit chromosomaler Imbalanzen im Vergleich mit der Literatur

Chromosom Kollektiv Literatur
-14q 65,1% 64-77% (2, 3, 4, 5]
-22q 46,0% 53 -59% [3, 4, 5]
-1p 41,3% 40 - 62% [1, 3, 4, 5]
+5p 25,4% 14 - 25% [4, 5]
-15q 20,6% 29 - 38% [2, 4, 5]

- Bergmann et al. 1998
-ChenY et al. 2004

- El-Rifai et al. 2000

- Gunawan et al. 2004
- Wozniak et al. 2007

aAprwOND =

422 Tumorlokalisation

Wozniak et al. (2007) beschrieben ein signifikant geringeres Auftreten von Verlusten an
14q (p < 0,001; 87% vs. 35%) sowie ein vermehrtes Auftreten von Verlusten an 1p (p <
0,001; 45% vs. 85%) und 159 (p < 0,001; 17% vs. 69%) an "non-gastric" GIST. Auch
Gunawan et al. (2004) fanden im Zusammenhang mit der Lokalisation bereits 2004
signifikante Ergebnisse flir chromosomale Verluste an 14q (p = 0,001), 229 (p = 0,02)
und 1p (p < 0,001) sowie einen Verlust an 15q (p = 0,002). Am untersuchten Kollektiv
lieBen sich diese Aussagen fir einen Verlust an 14q (p = 0,027; 76,7% vs. 43,8%), 1p
(p = 0,001; 26,2% vs. 75,0%) und 159 (p < 0,001; 7,0% vs. 56,3%) bestatigen, wobei
der Verlust an 14q nur knapp signifikant war.

Auf dieser Beobachtung basierend entwickelte sich die Theorie, dass GIST in
Abhangigkeit von ihrer Lokalisation ein jeweils unterschiedliches "Profil" besitzen, was
sich u.a. in ihrem Muster an chromosomalen Imbalanzen, ihren klinisch-pathologischen
Parametern, sowie schlieBlich ihrer Risikoklassifikation und der Schwere des Weiteren
klinischen Verlaufs widerspiegelt. Gunawan et al. (2007) sprechen von einem

"Oncogenetic Tree Model", welches drei Hauptrichtungen aufweist. Die erste wird von
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einem chromosomalen Verlust an 14q initiiert, die zweite von einem Verlust an 1p und
die dritte von einem Verlust an 22q. Die "14q"-Richtung ist v.a. von Magen-GIST mit
einem gunstigeren klinischen Verlauf charakterisiert, die "1p"-Richtung von intestinalen
GIST mit komplexeren zytogenetischen Veranderungen und aggressiverem klinischen
Verlauf, sowie die "22q"-Richtung, die mehr mit 1p als mit 14q assoziiert ist, einen
Ubergang zu unglinstigen zytogenetischen Veranderungen kennzeichnet.

Eine in der Literatur beschriebene Koexistenz ist dabei das gemeinsame Auftreten der
Verluste an 1p und 15q (Chen Y et al. 2004, El-Rifai et al. 2000, Gunawan et al. 2004,
Wozniak et al. 2007). In diesen Studien zeigten 90,5% der GIST mit einem
chromosomalen Verlust an 15q ebenfalls einen Verlust an 1p. In der Studie von
Gunawan et al. (2004) trat die Kombination signifikant (p < 0,001) haufiger in
intestinalen GIST auf. Ein Blick in das vorliegende Kollektiv zeigte bei 14 GIST mit
einem Verlust an 15q in 85,7% (12 / 14) ebenfalls einen Verlust an 1p, d.h. der Verlust
an 15q tritt v.a. bei einer (Tumor-)Progression bei Tumoren mit einem Verlust an 1p
auf. Umgekehrt zeigten (nur) 48,0% (12 / 25) der GIST mit einem Verlust an 1p auch
einen Verlust an 15q, d.h. nicht jeder Tumor mit einem Verlust an 1p muss den
ungunstigen klinischen Verlauf mit einem zusatzlichen Verlust an 159 nehmen. Der
gemeinsame chromosomale Verlust tritt signifikant haufiger (p < 0,001) bei intestinalen
GIST auf (siehe Tabelle 3.2.4/2, S. 56).

Eine zweite von Gunawan et al. (2004) beschriebene Koexistenz ist ein Verlust an 1p
und 9q, der v.a. an kolorektalen Tumoren auftrat (p < 0,001). Bei nur 4 vorliegenden
kolorektalen GIST im Kollektiv 1Bt sich diese Aussage nur schwer bestatigen. Bei
einem Verlust an beiden Chromosomen wird bzgl. der Lokalisation keine Signifikanz (p
= 0,083) erreicht (3x Magen, 2x Dinndarm, 2x Dickdarm, 1x Peritoneum). 50,0% (2 / 4)
der vorliegenden kolorektalen Tumoren zeigte diese Kombination. Betrachtet man nur

den chromosomalen Verlust an 9q (n = 11), so betrug der Anteil 75,0% (3 / 4).

423 Klassifikation und Prognose

Bei Betrachtung der rezidivfreien Uberlebenszeit lieB sich der im "Oncogenetic Tree
Model" (Gunawan et al. 2007) beschriebene glnstigere klinische Verlauf von GIST mit
einem chromosomalen Verlust an 14q nicht bestatigen (p = 0,231) und auch die

72



Risikoklassifikation nach Fletcher zeigte kein signifikant héheren Anteil an "high-risk"-

Tumoren.

Bei Betrachtung der Progression fand sich fiir die "1p"-Richtung des "Oncogenetic Tree
Model" im vorliegenden Kollektiv bzgl. des beschriebenen aggressiveren klinischen
Verlaufs nur eine knappe Signifikanz (p = 0,047), ohne einen signifikanten Unterschied
der rezidivireien Uberlebenszeit (p = 0,067). Auch ein Blick in die Literatur ergab
widersprichliche Angaben fir den Verlust an 1p. El-Rifai et al. (2000) fanden keine
prognostische Signifikanz im Gegensatz zu Debiec-Rychter et al. (2001) sowie Derre et
al. (2001), die bei Verlust an 1p in einer univariaten Analyse einen Zusammenhang mit
einem ungunstigeren Verlauf nachwiesen. Eine multivariate Analyse mit
Berlcksichtigung der Tumorlokalisation erbrachte dann keinen signifikanten
Zusammenhang mehr. In einer Clusteranalyse waren bei einem Verlust an 1p im
Rahmen des "Oncogenetic Tree Model" (Gunawan et al. 2007) als assoziierte
zytogenetische Veranderungen u.a. noch chromosomale Verluste an 13g sowie
Zugewinne an 5p nachweisbar. Bereits El-Rifai et al. (2000) beschrieben, dass
Zugewinne an 5p signifikant seltener (p < 0,01) in benignen Tumoren vorkommen.
Sowohl hinsichtlich der Lokalisation (signifikant mehr intestinale Tumoren bei +5p) als
auch hinsichtlich einer kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit (p < 0,001 fir -13q und p

= 0,036 fur +5p) fand sich eine Bestatigung flr diesen Zusammenhang.

Bei Vergleich der Signifikanz fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,231 fiir -14q und
p = 0,067 fir -1p) und fir die Lokalisation (p = 0,024 fir -14q und p = 0,002 fir -1p)
lieBen sich die Aussagen flir das "Oncogenetic Tree Model" (Gunawan et al. 2007)
zumindest teilweise (fur die Lokalisation) bestatigen. Kam im Rahmen des Modells zum
Verlust an 1p noch der Verlust an 15q, zeigte sich dann auch im vorliegenden Kollektiv
ein signifikanter (p = 0,029) Zusammenhang mit der rezidivfreien Uberlebenszeit.
Wozniak et al. (2007) beschrieben es so, dass ein Verlust an 14q seltener in
intestinalen GIST vorkomme, aber durch einen Verlust an 1p und 15q substituiert sei.
Auch bei der Risikoklassifikation von GIST konnten Chen Y et al. (2004) in einem mit
Daten aus anderen Studien erweiterten Kollektiv (El-Rifai et al. 2000, Gunawan et al.
2002) ein signifikant haufigeres Auftreten von Verlusten an 15q (50,8 vs. 22,3%; p =
0,004) sowie 1p (63,9% vs. 33,3%; p = 0,003) und ein geringeres (nicht signifikantes)
von Verlusten an 14q (70,6 vs. 54,5%) an "high-risk"-GIST zeigen. In einer neueren

Untersuchung bestatigte sich die Signifikanz von Verlusten an 1p und 15q bei der
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Entwicklung hin zu aggressiverem klinischen Verhalten (Chen Y et al. 2009).

In der Literatur fand sich neben einem friihzeitigen Verlust an 14q im Zuge der
weiteren Tumorprogression / -genese noch ein Verlust an 22q (Chen Y et al. 2004,
Wozniak et al. 2007). Im Kollektiv zeigte sich eine (knappe) Signifikanz (p = 0,045) fur
das Auftreten eines Rezidivs bei einem Verlust an 22qg. Dies bestéatigte (knapp) die
Annahme des "Oncogenetic Tree Models", dass das Auftreten von -22q den Ubergang
zu eher unginstigen zytogenetischen Veranderungen bzw. einem klinischen Verlauf
kennzeichnet. Im Cluster mit -22q trat als assoziierte zytogenetische Veranderung u.a.
noch ein chromosomaler Verlust an 9q mit einer signifikant (p = 0,03) klrzeren
rezidivireien Uberlebenszeit auf (Gunawan et al. 2004). Bereits Kim NG et al. (2000)
zeigten auf, dass ein Verlust an 9q Uberwiegend in malignen GIST auftritt. Auch im
vorliegenden Kollektiv lieB sich ein signifikanter (p < 0,001) Zusammenhang fir die
rezidivireie Uberlebenszeit finden. Ein Zusammenhang mit einer intestinalen

Lokalisation dieser GIST fand sich nicht.

Die 3 untersuchten Metastasen zeigten alle einen chromosomalen Zugewinn an 8q
sowie einen Verlust an 6q und 22q. Der Zugewinn an 8q lieB sich auch im
Gesamtkollektiv mit einer signifikant kiirzeren rezidivireien Uberlebenszeit (p = 0,016)
als ungunstiger Faktor fur die Prognose aufzeigen. Im Allgemeinen waren die
Ergebnisse der 3 vorliegenden Metastasen sehr unterschiedlich. Eine Metastase
(Metastase 38m) zeigte mehr chromosomale Imbalanzen (8 vs. 7) als der Primartumor,
eine zweite Metastase (Metastase 50m) weniger (11 vs. 17) und die dritte vorliegende
Metastase (Metastase 59m) zeigte schlieBlich keine einzige chromosomale Imbalanz
bei 15 Imbalanzen im Prim&rtumor (0 vs. 15).

4.3 Mutationsanalyse

Die Haufigkeit von Mutationen im KIT- oder PDGFRA-Gen in den untersuchten GIST
lag bei 85,9% (68,8% Mutationen im KIT-Gen und 17,2% Mutationen im PDGFRA-
Gen), wobei sich in der Literatur eine groBe Schwankungsbreite fand. Von ca. 50%
(Miettinen et al. 2005) bis 92,9.% (Heinrich et al. 2003 b). Die weitere
Literaturrecherche zeigte, dass dabei v.a. auch das Alter und die Art der Tumorprobe
(paraffineingebettetes Gewebe oder Frischgewebe) eine Rolle spielte. DeMatteo et al.
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(2008) fanden in 72 gefrorenen Frischgewebeproben (FG) eine Mutationsrate von 87%
und in 55 paraffineingebetteten Proben (PF) nur 64% (p = 0,002). Dies wurde auf eine
Degradierung der DNA im archivierten Material zurtckgefiihrt (Andersson et al. 2006,
Lasota et al. 2007, Miettinen et al. 2005). Im Gberwiegenden Teil der neueren Literatur
lagen die Mutationsraten eher am oberen Ende (Rubin et al. 2007). Im vorliegenden
Kollektiv unterschied sich die Mutationsrate in den PF- im Vergleich zu den FG-Proben

nur unwesentlich (81,0% vs. 76,5%).

431 Mutationen

Eine Mutation in KIT Exon 11 war mit 64,1% aller untersuchten GIST am haufigsten.
Innerhalb des Exons traten mit 28,1% v.a. Mutationen (Deletionen und
Punktmutationen) in den Codons 557 / 558 auf (Mutationsgruppe 4 + 5). Der u.a. von
Lasota und Miettinen (2008) sowie Antonescu et al. (2003) beobachtete "Hotspot" in
den Codons 550 - 561, sowie die Haufung von Mutationen bei Codon 557 - 558,
konnte bestatigt werden (s. Tabelle 3.3.2/2, S. 59). Ein zweiter in der Literatur
beschriebener "Hotspot" mit "Internal Tandem Repeats" (ITD) am 3' Ende fand sich mit
6,3% aller Mutationen im vorliegenden Kollektiv innerhalb der publizierten Angaben.
Die Mutationen im KIT Exon 9 traten mit 4,7% eher am unteren Ende im Vergleich mit
der Literatur auf (bei EinschluB3 von Fall 61 mit einer Mutation in KIT Exon 11 und Exon
9 erhdhte sich der Anteil leicht). Das beschriebene, fast ausschlieBliche Vorkommen
der ITD 502 - 503 bei Mutationen im KIT Exon 9, fand sich ebenfalls im untersuchten
Kollektiv (Du et al. 2008, Lux et al. 2000, Sakurai et al. 2001). Auch der bei Mutationen
im PDGFRA-Gen beschriebene "Hotspot" im Exon 18 (Codon 841 - 848) fand sich bei
den vorliegenden Fallen wieder. Haufigste Mutation (62,6% nach Corless et al. 2005)
war dabei - konform mit den Literaturangaben - die Punktmutation D842V mit 63,6% im
untersuchten Kollektiv (Heinrich et al. 2003 a, Lasota und Miettinen 2008, Lasota et al.
2004). Die Mutation bei den zwei GIST mit Mutation im PDGFRA Exon 12 lag dabei
teilweise auBerhalb des von Lasota et al. (2004) beschriebenen "Minor Hotspot"
(Codon 560 - 577).

Was die Exklusivitat der Mutationen in Primar-GIST angeht, konnten die in der Literatur
beschriebenen Angaben (Heinrich et al. 2003 a, Lasota et al. 2004, Miettinen et al.

2005) bestatigt werden. Keiner der untersuchten Tumoren, bis auf eine Ausnahme (Fall
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61), hatte gleichzeitig eine Mutation im KIT- und PDGFRA-Gen bzw. Mutationen in
zwei verschiedenen KIT Exons. Bei der Ausnahme handelte es sich um einen der 4
peritonealen GIST mit einer Mutation sowohl in KIT Exon 11 als auch in Exon 9 mit
bereits weit fortgeschrittenem Erkrankungsstadium und palliativer OP mit R2-
Resektionsstatus. Die gleichzeitige Mutation in KIT Exon 11 und Exon 9 war dabei
wahrscheinlich Ausdruck der weit fortgeschrittenen Erkrankung und ggf. vergleichbar
den sekundadren Mutationen, wie sie auch bei der Resistenzentwicklung und
Tumorprogression unter Imatinib-Therapie auftreten (Nishida et al. 2008). Ewvtl.
handelte es sich auch um die Metastase eines unbekannten Primar-GIST.

Ein zweiter Faktor, der, neben dem Alter und der Art der Tumorprobe (FG oder PF), die
Mutationsrate bzw. das Verhaltnis von KIT- zu PDGFRA-Mutationen beeinfluB3t, hangt
nach dem Review von Miettinen und Lasota (2006) am lokalisationsabhangigen
Auftreten der Mutationen. KIT-Exon-9-Mutationen finden sich demnach Uberwiegend in
Dinndarm-GIST und PDGFRA-Mutationen Uberwiegend in Magen-GIST. So zeigten
Studien mit einem gehauften Anteil an Magen-Tumoren auch eine hdhere
Mutationsrate in PDGFRA und eine geringere in KIT Exon 9. Tzen et al. (2007) fUhrten
als weitere Mdglichkeit die ethnische Zusammensetzung ihres Kollektivs als Grund fir
die geringe Pravalenz von GIST mit Mutation in PDGFRA auf.

432 Tumorlokalisation

GIST mit KIT-Exon-11-Mutation scheinen nach Literaturrecherche keine Assoziation
mit einer bestimmten Lokalisation zu haben, wahrend GIST mit KIT-Exon-9-Mutation
Uberwiegend im Dinndarm lokalisiert sind und Tumoren mit Mutation im PDGFRA-Gen
fast ausschlieBlich im Magen (Kontogianni et al. 2008, Lasota et al. 2004, Penzel et al.
2005, Wozniak et al. 2007). Auch im vorliegenden Kollektiv fand sich keine signifikante
Korrelation von GIST mit Mutation im KIT Exon 11 und Exon 9 mit der
Tumorlokalisation, wobei sich die Praferenz von KIT-Exon-9-GIST mit einer
Dinndarmlokalisation bei (nur) 3 gefundenen Mutationen im KIT Exon 9 nicht sicher
feststellen lieB. 90,9% (10 / 11) der GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen (Exon 12 und
18) fanden sich im Magen, des weiteren auch 69,2% (9 / 13) der Tumoren mit Deletion
in Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4). Die Korrelation von Mutationen im PDGFRA-
Gen und Magenlokalisation erreichte im vorliegenden Kollektiv, u.a. entgegen einer
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Studie von Penzel et al. (2005), keine statistische Signifikanz (p = 0,085). Dagegen lie3
sich die Aussage von Anderrson et al. (2006) bestatigen, nach der 3' ITD im KIT Exon

11 (Mutationsgruppe 7) ausschlieBlich im Magen vorkommen.

Die groBeren GIST mit Mutation in KIT lagen distal des Magens. Allerdings wurde
keine statistische Signifikanz erreicht (Median 8,0 cm vs. 6,0 cm). Auch der eine Fall
eines distalen GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen spiegelte die Tendenz von distalen
GIST hin zu gréBeren Tumoren wider (Gunawan et al. 2004, Koay et al. 2005). Eine
Korrelation von Mutationen in KIT mit der TumorgréBe lieB sich nicht aufzeigen,
insbesondere auch nicht der von Kontogianni-Katsarou et al. (2008) bei einer Mutation
in KIT Exon 11 Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) gefundene Zusammenhang
mit gréBeren Tumoren (11,3 cm vs. 4,4 cm). Die Behauptung von Andersson et al.
(2006), dass viele kleinere GIST keine Mutation in KIT oder PDGFRA aufweisen, lie3
sich in dieser Studie nicht nachvollziehen. Selbst kleinste Tumoren scheinen bereits
Mutationen aufzuweisen, bestatigt u.a. durch eine Studie von Corless et al. (2005), die

in zufallig diagnostizierten GIST <= 1 cm Mutationen in KIT nachweisen konnten.

Bezlglich der Anzahl der Mitosen lieB sich, wie in der Literatur beschrieben
(Kontogianni-Katsarou et al. 2008), kein signifikanter Zusammenhang von GIST mit
einer Mutation in KIT oder PDGFRA bzw. WT-GIST finden (p = 0,28). Erst bei
Betrachtung von KIT Exon 11 zeigten Tumoren mit Deletion in Codon 557 / 558
(Mutationsgruppe 4) in 76,9% (10 / 13) >= 2 Mitosen/10 HPF gegenuber 35,3% (18 /
51) der anderen Tumoren (p = 0,011) einen signifikanten Zusammenhang.

4.3.3 Klassifikation und Prognose

Im Hinblick auf die Risikoklassifikationen zeigte sich, dass im untersuchten Kollektiv
eine Mutation im KIT-Gen knapp signifikant (p = 0,033) haufiger in "high-risk"-GIST
auftrat (vgl. auch Andersson et al. 2006). Eine Einschrankung auf Mutationen im
Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) ergab dann, wie in der Literatur beschrieben,
eine eindeutigere Signifikanz (p = 0,011) mit 70 - 80% "high-risk"-GIST (siehe Tabelle
3.3.3/1, S. 61). Die KIT-Exon-9-GIST (Mutationsgruppe 2) zeigten nur eine knapp
haufigere (p = 0,037) Einordnung in die Gruppe der "high-risk"-GIST (vgl. Kontogianni
et al. 2008, Wardelmann et al. 2003), wobei die Aussagekraft bei nur 3 Tumoren im
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Kollektiv eher gering ist. GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen hatten mit 18,2% der
Tumoren sogar weniger "high-risk"-GIST als die GIST ohne nachweisbare Mutation in
beiden Genen (WT). Damit bestétigte sich die Aussage von Penzel et al. (2005) nicht,
nach der Mutationen in KIT oder PDGFRA haufiger in "high-risk"-Tumoren vorkommen.
Ein Blick in die Literatur der vergangenen Jahre zeigte widerspriichliche Ergebnisse
bzgl. der Aussagekraft einer Mutation im KIT- oder PDGFRA-Gen fir die
Risikoklassifikation und Prognose. Einige Studien fanden einen signifikanten
Zusammenhang (Kontogianni et al. 2008, Lasota et al. 1999, Taniguchi et al. 1999),
andere Studien wiederum kamen zu dem Ergebnis, dass eine Mutation keine
Auswirkung auf die Risikoklassifizierung und Prognose des Patienten habe (Corless et
al. 2002, Rubin et al. 2001).

Eine Ursache fuar die in der Literatur beschriebenen Korrelationen konnte in der
geringen Pravalenz von Mutationen in einigen Studien liegen (u.a. 57% bei Taniguchi
et al. 1999), wobei in den Studien von Kontogianni et al. (2008) und Penzel et al.
(2005) eine Mutationsrate von tber 70% vorlag und sich eine eindeutige Signifikanz fir
das Vorliegen von Mutationen bei malignen GIST fand. Wenn man davon ausgeht,
dass die Tumorgenese von GIST mit einer Mutation in KIT oder PDGFRA als
tumorauslésendem Faktor beginnt, was inzwischen durch Knock-in-Mause belegt
wurde (Nakai et al. 2008, Rubin et al. 2005, Sommer et al. 2003), so erscheint
plausibel, dass selbst in kleinen (benignen) GIST im frihen Stadium Mutationen
nachweisbar sind (Corless et al. 2005). Zu diesem Zeitpunkt, bei ggf. noch wenig
nachweisbaren Mitosen/HPF, sollten auch die gangigen Risikoklassifikationen, bei
Vorliegen einer Mutation, eher glnstigere Ergebnisse ergeben, da alle drei
Klassifikationen (nach Franquemont, nach Fletcher und nach Miettinen) hauptsachlich
die beiden Parameter, Anzahl der Mitosen und TumorgréBe, mit einbeziehen. So wére
das Vorliegen einer Mutation per se noch kein Hinweis flr eine unginstige Prognose,
sondern sollte immer im Zusammenhang mit den Parametern der
Risikoklassifikationen (Mitosen, TumorgréBe und -lokalisation) bewertet werden. Ein
Blick in die Literatur zeigte, dass je nach Studie ein breites Spektrum von scheinbaren
Korrelationen gefunden wurde. Von keinem prognostischen Zusammenhang einer
Mutationen im KIT-Gen mit dem Verlauf (Corless et al. 2002, Tzen et al. 2007) bis hin
zu einer Studie von Penzel et al. (2005), in der jegliche Mutation in KIT mit "high-risk"
bzw. malignen GIST assoziiert war. Im vorliegenden Kollektiv fand sich neben der
h&aufigeren Einordnung von GIST mit Mutation in KIT in die Gruppe der "high-risk"-
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Tumoren, eine knapp signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,038).
Mutation in KIT Exon 11

Eine weitere Einschrankung auf Mutationen im Exon 11 des KIT-Gens ergab eine
statistisch eindeutige Aussage. Es fand sich eine signifikant kirzere rezidivfreie
Uberlebenszeit (p = 0,015). Allerdings zeigte sich auch hier, dass einige Studien
diesen Zusammenhang nicht fanden (Miettinen et al. 2006, Singer et al. 2002,
Wardelmann et al. 2003). Die haufigsten Mutationen im KIT-Gen, die Codons 557 / 558
betreffend, zeigten eine signifikant kiirzere rezidivireie Uberlebenszeit (p = 0,007), die
in einigen Studien eine noch deutlichere Signifikanz als im vorliegenden Kollektiv
erreichte (Martin et al. 2005, Wardelmann et al. 2003). Bei (nur) 4 vorliegenden GIST
mit ITD im KIT Exon 11 (Mutationsgruppe 7) lieB sich der glnstige Verlauf fir GIST mit
ITD (Antonescu et al. 2003, Lasota et al. 2003) nicht aufzeigen (p = 0,932). Anderrson
et al. (2006) konnten diese Beziehung bei 10% (n = 10) der untersuchten GIST mit ITD
im Exon 11 in ihrem Kollektiv nachweisen. Allerdings lieB sich bestatigen, dass
samtliche GIST dieser Gruppe im Magen auftreten und 75% weiblichen Geschlechts
waren. Nur in einem Fall fand sich eine synchrone Metastase, alle Gbrigen entwickelten
wahrend des Follow-Up von 7 - 51 Monaten kein Rezidiv.

Mutation in KIT Exon 9

Bei (nur) drei KIT-Exon-9-GIST ist eine statistische Aussage schwierig zu treffen. Die
rezidivfreie Uberlebenszeit unterschied sich nicht signifikant von den anderen GIST (p
= 0,967). Des weiteren war auch die TumorgréBe nicht signifikant groBer oder kleiner
(p = 0,317). 66,6% (2 / 3) der Tumoren lagen im Magen. Dies widersprach einigen
Aussagen der Literatur, wonach die meisten dieser GIST gréBer und im Dinndarm
lokalisiert sind. Hinsichtlich der Uberlebenszeit fanden sich in der Literatur
gegensatzliche Aussagen. Antonescu et al. (2003) und Lasota et al. (2003 b) fanden
eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit, wogegen die meisten neueren
Studien keinen Zusammenhang feststellen konnten (Andersson et al. 2006, Keun Park
et al. 2008, Kim TW et al. 2004, Miettinen et al. 2006, Tzen et al. 2007). Miettinen et al.
(2006) fuhrten den teilweise in den Studien vorhandenen Zusammenhang mit der
Uberlebenszeit auf das allgemein aggressivere Verhalten von Diinndarm-GIST zuriick
(vgl. auch Chen Y et al. 2004, Emory et al. 1999, Gunawan et al. 2004).
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Mutation in PDGFRA

Die Aussagen zur Prognose von GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen sind
widersprichlich. Neben Studien mit einem lberwiegend glnstigen klinischen Verlauf
(Lasota et al. 2004) fanden sich Studien, die keinen Zusammenhang einer Mutation mit
dem klinischen Verlauf nachweisen konnten (Corless et al. 2005, DeMatteo et al. 2008,
Tzen et al. 2007). DeMatteo et al. (2008) fihrten den in einigen Studien gefundenen
Zusammenhang auf die Tatsache zuriick, dass fast alle GIST mit Mutation in PDGFRA
im Magen auftraten und Magen-GIST im Allgemeinen einen eher gutartigen klinischen
Verlauf zeigen. Auch im Kollektiv findet sich eine signifikant langere rezidivfreie
Uberlebenszeit fir Magen-GIST mit im Median 34,0 vs. 14,0 Monaten (p = 0,002). Bei
den untersuchten Tumoren mit Mutation in PDGFRA fand sich eine knapp signifikant
langere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,037) von im Median 40,0 vs. 25,0 Monaten.
Bei allen GIST zeigte sich kein Progress im Verlauf von 40 Monaten (Median). Lasota
et al. (2004) fanden nach einem durchschnittlichen Follow-Up von 135 Monaten bei
noch lebenden 45,1% der Patienten keinen weiteren Nachweis eines GIST. Die
ebenfalls gefundene Korrelation von GIST mit Deletion bzw. Deletion und
Punktmutation in PDGFRA und der rezidivfreien Uberlebenszeit lieB sich bei nur zwei

vorliegenden Tumoren mit diesen Mutationen nicht nachvollziehen (Fall 8 und 14).

4.3.4 Imatinib-Therapie

Die rezidivfreie Uberlebenszeit (siche Tabelle 3.3.5/2, S. 63) der mit Imatinib
behandelten Patienten war signifikant (p < 0,001) kirzer als die der Ubrigen Patienten
(im Median 19,0 vs. 28,0 Monate). Dabei zeigten die GIST der Imatinib-Gruppe 2 (RO-
Resektion mit synchronen Metastasen) die erwartete kirzeste Zeit bei bereits
fortgeschrittener / metastasierten GIST zum OP-Zeitpunkt. Bemerkenswert war die mit
30,5 Monaten recht lange rezidivireie Uberlebenszeit der Imatinib-Gruppe 4 (nach R1-
Resektion), vergleichbar den nicht mit Imatinib-behandelten Patienten, sowie die
langere Uberlebenszeit (39,0 vs. 28,0 Monate) der Imatinib-Gruppe 1 (nach RO-
Resektion) ebenfalls bei Vergleich mit den nicht medikamentdés behandelten Patienten.
Von der Imatinib-Gruppe 3 (nach RO-Resektion bei Rezidiv im Follow-Up) starb bis
zum Ende des Follow-Up kein Patient bei einer medianen Follow-Up-Zeit von 38,0
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Monaten vom Auftreten des Rezidivs bis zum Ende des Follow-Up.

Bis auf 2 Falle (1x WT, 1x KIT Exon 9) zeigten alle mit Imatinib-behandelten Patienten
eine Mutation im KIT Exon 11, welche im Allgemeinen die beste Ansprechrate auf die
Therapie mit Imatinib zeigen (Andersson et al. 2006, Tornillo et al. 2006, Tzen et al.
2007).

Bei den 3 neben dem Primartumor (Fall 38, 50 und 59) vorliegenden Metastasen
fanden sich erwartungsgeman identische Mutationen und bestatigten damit die auch in
der Literatur beschriebenen Falle, in denen Metastasen eine zum Primartumor
identische Mutation aufwiesen. Erst im Rahmen der Resistenzentwicklung unter
Imatinib-Therapie kommt es anscheinend vermehrt zu sekundaren Mutationen
(Wardelmann et al. 2006).

4.4 CGH und Mutationsanalyse

Die meisten chromosomalen Imbalanzen fanden sich in GIST mit einer Mutation in den
Codons 557 / 558 mit im Median 9,5 chromosomalen Imbalanzen (p = 0,008). Bei
Betrachtung der Anzahl chromosomaler Imbalanzen hatten Tumoren >= 5 Imbalanzen
mit im Median 19,0 vs. 28,5 Monaten, unabhangig von einer Mutation in KIT bzw.
PDGFRA oder WT, eine signifikant kiirzere rezidivireie Uberlebenszeit (p < 0,001).
41,9% (13 /31) aller GIST mit >= 5 Imbalanzen zeigten sich in den Mutationsgruppen 4
+ 5 mit einer signifikant (p < 0,001) kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit (im Median
23,0 vs. 27,5 Monate). Obwohl 50% (5 / 10) der GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen
>= 5 Imbalanzen aufwiesen, fand sich keine signifikant langere rezidivfreie
Uberlebenszeit (im Median 69,0 vs. 25,5 Monaten mit p = 0,169). Die bessere
Prognose der GIST mit Mutation im PDGFRA-Gen kann nicht nur auf die Lokalisation
geschoben werden, denn auch 55,6% (n = 10) der GIST aus den Mutationsgruppen 4
+ 5 mit der signifikant kiirzeren rezidivireien Uberlebenszeit waren im Magen
lokalisiert. Somit zeigten sowohl 23,3% (10 / 43) der Magen-GIST eine Mutation im
PDGFRA-Gen als auch 23,3% (10 / 43) der Magen-GIST eine Mutation im Codon 557 /
558 (Mutationsgruppe 4 + 5). Das signifikant langere rezidivireie Uberleben bei Magen-
GIST (p = 0,002) scheint somit nicht mit einer Mutation in PDGFRA
zusammenzuhangen. Ein Vergleich der restlichen Magen-GIST (5x WT, 18x sonstige
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KIT-Mutationen) offenbarte keine signifikant langere rezidivfreie Uberlebenszeit (p =
0,362) im Vergleich mit dem Restkollektiv (im Median 28,0 vs. 22,0 Monate). Einen
Uberblick tber die rezidivireie Uberlebenszeit bei Mutationen in Tumoren mit >= 5
chromosomalen Imbalanzen gibt Tabelle 4.4/1. Erwartungsgemans fand sich bei (fast)
allen Mutationen eine (signifikant) kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit beim Vorliegen
von >= 5 Imbalanzen. Nur bei den im PDGFRA-Gen mutierten Primar-GIST zeigte sich
eine langere rezidivireie Uberlebenszeit (im Median 69,0 vs. 40,0 Monaten).

Tabelle 4.4/1
Rezidivfreie Uberlebenszeit bei Primar-GIST >= 5 chromosomale Imbalanzen
. rezidivfreie
Primar-GIST Anzahl p-Wert** Uberlebenszeit
(Median)
Alle Primar-GIST 39 >=5 Cl*: < 0,001 19,0 vs. 28,5 Monate
>=5 Cl*: 0,007 10,5 vs. 27,0 Monate
wr 2 alle WT: 0,634 22,0 vs. 27,0 Monate
>=5 Cl*: < 0,001 18,0 vs. 28,0 Monate
KIT 24 )
alle KIT: 0,038 25,5 vs. 34,5 Monate
. >=5 CI*: < 0,001 23,0 vs. 27,5 Monate
Mutationsgruppe 13
4+5 alle Grp. 4+5: 0,007 21,0 vs. 28,5 Monate
>=5CI*: 0,169 69,0 vs. 25,5 Monate
PDGFRA 5 alle PDGFRA: 0,037 40,0 vs. 25,0 Monate

*Cl = chromosomale Imbalanzen, ** jeweils bezogen auf das Restkollektiv

4.4.1 Chromosomale Imbalanzen an 1p und 15q

Im vorliegenden Kollektiv fanden sich bei Vorliegen eines chromosomalen Verlustes an
1p in 73,1% (19 / 26) aller GIST Mutationen im KIT-Gen. Das alleinige Vorliegen einer
chromosomalen Imbalanz war nicht signifikant (p = 0,067) mit der rezidivfreien
Uberlebenszeit verkniipft. Nahm man die Mutation im KIT-Gen als zweiten Parameter
hinzu, so zeigte sich mit im Median 21,0 vs. 26,5 Monaten eine signifikant kirzere
rezidivireie Uberlebenszeit (p = 0,013). Schrankte man die Betrachtung auf
Mutationen in KIT Exon 11 Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) ein, so erhdhte
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sich die Signifikanz deutlich mit einer rezidivfreien Uberlebenszeit von im Median 17,0
bzw. 26,0 Monaten (p = 0,001). Im Rahmen des "Oncogenetic Tree Models" (Gunawan
et al. 2007) ist die "1p"-Richtung v.a. von intestinalen GIST mit komplexeren
zytogenetischen Veranderungen und einem aggressiveren Kklinischen Verlauf
gekennzeichnet und laBt sich durch die Korrelation mit der Mutationsanalyse, im
Hinblick auf die Prognose, nun weiter prazisieren. Eine Assoziation mit malignen GIST
bei chromosomalem Verlust an 1p fanden Debiec-Rychter et al. (2001), entgegen den
vorliegenden Ergebnissen, nur bei WT-GIST. Von insgesamt 26 untersuchten GIST mit
einem Verlust an 1p fand sich nur in 26,9% (7 / 26) keine Mutation im KIT-Gen. Diese
Tumoren zeigten bzgl. der rezidivfreien Uberlebenszeit keinen signifikanten Vor- oder
Nachteil (p = 0,443). Alle GIST auBerhalb des Magens mit Mutation im KIT-Gen (13 /
13) zeigten, wie bereits von Wozniak et al. (2007) beschrieben, einen Verlust an 1p (p
< 0,001). Die 21,4% (6 / 28) der untersuchten Magen-GIST mit Mutation im KIT-Gen
und Verlust an 1p hatten allerdings keine signifikant unterschiedliche rezidivireie
Uberlebenszeit (p = 0,947).

46,2% (12 / 26) der GIST mit einem chromosomalen Verlust an 1p lagen im Magen.
Betrachtet man die GIST mit Verlust an 1p und Mutation in KIT, lagen mit 31,6% (6 /
19) prozentual weniger GIST im Magen als bei Betrachtung des chromosomalen
Verlustes allein. Dies widerspricht der von Wozniak et al. (2007) gefundenen
annahrenden Gleichverteilung mit 45,0 vs. 43,5%. Da eine Mutation im KIT-Gen knapp
signifikant (p = 0,038) haufiger mit einer kiirzeren rezidivfreien Uberlebenszeit
verknlpft war, scheint das Ergebnis aus dem vorliegenden Kollektiv plausibel, da eine
erwartete Zunahme von GIST mit unglnstiger Prognose eine Zunahme an intestinalen
GIST erwarten laBt. GIST auBerhalb des Magens haben, wie bereits weiter oben
dargestellt, eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,002). Schrankt
man den Fokus noch weiter auf eine Gruppe von GIST mit Verlust an 1p und Mutation
in KIT Exon 11 Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) ein, so wiirde man, aufgrund
der noch schlechteren Prognose von GIST aus der Mutationsgruppe 4 + 5 (im
Vergleich mit den in KIT-mutierten GIST), eine weitere prozentuale Zunahme der GIST
auBerhalb des Magens erwarten. Entgegen dieser Uberlegung fand sich mit 37,5% (3 /
8) wieder eine leichte Zunahme der Magen-GIST (siehe Tabelle 4.4.4/1, S. 87).

Analog dem Verlust an 1p fand sich, im Vergleich mit dem chromosomalen Verlust
allein, bei GIST mit chromosomalen Verlust an 15q und Mutation im KIT-Gen eine
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héhere Signifikanz bzgl. der rezidivreien Uberlebenszeit (p = 0,014 vs. p = 0,022)
sowie ein annahrend gleichbleibender Anteil an Magen-GIST (21,4% vs. 23,1%). In der
Studie von Wozniak et al. (2007) zeigte sich dabei eine noch starker ausgepragte
Zunahme von Magen-GIST (17,5% vs. 26,1%). Unerwartet war allerdings, dass bei
Einschrankung auf die Mutationsgruppen 4 + 5, kein signifikanter Zusammenhang mit
der rezidivfreien Uberlebenszeit mehr bestand und der Anteil der Magen-GIST auf
40,0% (2 / 5) anstieg. Die Ursache daflr liegt wahrscheinlich in der geringen Fallzahl (n
= 5) von GIST mit einem Verlust an 15g und einer Mutation in KIT Exon 11 Codon 557
/ 558 (Mutationsgruppe 4 + 5). Da 85,7% der GIST mit einem Verlust an 159 auch
einen Verlust an 1p aufwiesen, sollte sich die Prognose bei kombiniertem Verlust (-1p
und -15q), im Hinblick auf die rezidivfreie Uberlebenszeit, nicht groB unterscheiden.
Hier zeigte sich die (erwartete) Zunahme der Signifikanz bei Einschrankung auf die
Mutationsgruppen 4 + 5 (p = 0,005). Mit 25,0% gab es dabei einen unerwartet hohen
Anteil an Magen-GIST (vs. 8,3% Magen-GIST bei kombiniertem Verlust ohne
Berlcksichtigung der Mutation). Die GIST der Mutationsgruppen 4 + 5 unterschieden
sich bei einem Verlust an 15g (n = 5) von der Gruppe mit einem Verlust an 1p und 15q
(n = 4) nur durch einen Fall (Nr. 24). Dieser zeigte, trotz einer fur diese Kombination
recht langen rezidivfreien Uberlebenszeit von 72 Monaten (urséchlich wahrscheinlich
durch die Magenlokalisation bedingt), eine "high-risk"-Klassifikation nach Fletcher und

eine fUr die Prognose ungtinstige Mutation in KIT (Mutationsgruppe 4).

Die Aussage von Wozniak et al. (2007), dass ein Verlust an 15q signifikant seltener in
GIST mit Mutationen im PDGFRA-Gen als bei Mutationen im KIT-Gen vorkommt (p =
0,006), l1aBt sich im untersuchten Kollektiv nicht bestatigen (p = 0,095). Dabei wies kein
GIST (0 / 10) mit Mutation in PDGFRA einen chromosomalen Verlust an 15q auf
(gegeniber 29,5% (13 / 44) bei Mutation in KIT). Bei einer héheren Fallzahl im
vorliegenden Kollektiv ware das Signifikanzniveau wahrscheinlich erreicht worden.

442 Chromosomale Imbalanzen an 9p und 9q

Eine zweiter von Debiec-Rychter et al. (2001) gefundener Zusammenhang betrifft
einen Verlust an Chromosom 9 mit gleichzeitiger Mutation im KIT-Gen bei malignen
Tumoren. Im vorliegenden Kollektiv fanden sich, bei einem Verlust an Chromosom 9p
bzw. 9q, in 81,8% (9 / 11) Mutationen im KIT-Gen. Allein das Vorliegen der
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chromosomalen Imbalanz war signifikant mit der rezidivfreien Uberlebenszeit assoziiert
(p < 0,001). Das Hinzuziehen der Mutation im KIT-Gen als zweiten Parameter brachte
dabei keinen zusatzlichen Erkenntnisgewinn (p < 0,001). Es fand sich zwar ebenfalls
eine statistisch signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit (p = 0,001), dabei war
das Signifikanzniveau allerdings fast identisch mit dem Ergebnis der CGH (als
einzigem Parameter). Im Gegensatz zum chromosomalen Verlust an 1p zeigte in
diesem Fall auch die Beschrankung auf die Mutationsgruppe 4 + 5 keine weitere
Erhéhung der Signifikanz (p = 0,010 bzw. p = 0,005) mit im Median 6,5 vs. 27,0
Monaten rezidivfreier Uberlebenszeit fiir 9p und 13,0 vs. 26,5 Monate fiir 9q.

Der Anteil an Magen-GIST nahm, entsprechend den Erwartungen, bei Kombination mit
prognostisch unguinstigen Mutationen, angefangen vom chromosomalen Verlust allein,
Uber den Verlust in Kombination mit einer Mutation in KIT, bis hin zur Kombination mit
einer Mutation in KIT Exon 11 Codon 557 / 558, kontinuierlich ab.

4.4.3 Chromosomale Imbalanzen an 14q

Wie bereits unter 4.2.3. dargestellt wurde, existiert kein signifikanter Zusammenhang
eines chromosomalen Verlustes an 14q (n = 42) mit der rezidivireien Uberlebenszeit (p
= 0,231). Auch bei Einengung des Betrachtungsfokus auf GIST mit Verlust an 14g und
Mutation in KIT (n = 31) ergab sich keine Signifikanz (p = 0,682). Erst bei weiterer
Einengung auf einen Verlust an 14q und Mutation in KIT Exon 11 Codon 557 / 558,
den Mutationsgruppen 4 + 5 (n = 5), zeigte sich ein Trend in Richtung eines
signifikanten Ergebnisses (p = 0,055), welches aber nicht erreicht wurde.

Der Anteil an Magen-GIST nahm von 78,6%, bei chromosomalem Verlust allein, bis hin
zu 66,7% in den Mutationsgruppen 4 + 5, ab. So zeigte sich, trotz der Assoziation des
Verlustes an 14q mit einer Lokalisation im Magen, eine prozentuale Zunahme der
intestinalen GIST, was schon durch den Wegfall der GIST mit Mutation in PDGFRA
(fast ausschlieBlich Magen-GIST), durch Einschrankung auf die in KIT-mutierten
Tumoren, erklarlich ist. Urspringlich geht, wie bereits von Wozniak et al. (2007) mit
87,5% vs. 87,0% beschrieben, eine Mutation im KIT-Gen, sowie eine Mutation im
PDGFRA-Gen, annahrend gleich haufig (85,7% vs. 88,9%) mit einem Verlust an 14q
einher. Bei Bewertung eines chromosomalen Verlustes an 14q als sehr frih
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auftretende Imbalanz im Rahmen der Tumorprogression, erklart sich die fehlende
Signifikanz, wenn man davon ausgeht, dass auch Tumoren mit prognostisch
gunstigerem Verlauf diesen Verlust aufweisen. Trotz fehlender Signifikanz zeigte sich
eine deutliche Abnahme der (im Vergleich zum Restkollektiv mit im Median 31,5 vs.
19,0 Monaten) urspriinglich langeren rezidivfreien Uberlebenszeit auf 25,5 vs. 26,0
Monate bei Verlust an 14q und Vorliegen einer Mutation in den Gruppen 4 + 5.

GIST, mit signifikant l&ngerer rezidivireier Uberlebenszeit bei Mutation in PDGFRA
(40,0 vs. 25,0 Monate), verloren, bei naherer Betrachtung der Tumoren mit einer
Mutation in PDGFRA und einem chromosomalen Verlust an 14q, die Signifikanz bzgl.
der Uberlebenszeit mit im Median 29,0 vs. 25,5 (p = 0,073). Der Verlust an 14q ist
somit zwar als sehr friher Faktor im Rahmen der Tumorprogression zu werten, geht
aber selbst bei den prognostisch eher glnstiger verlaufenden GIST (mit Mutation in
PDGFRA) mit einem Verlust an rezidivireier Uberlebenszeit einher.

4.4.4 Chromosomale Imbalanzen an 22q

Ein chromosomaler Verlust an 22q zeigte, bei gleichzeitiger Mutation im KIT-Gen, mit
23,0 vs. 27,5 Monaten eine signifikant kiirzere rezidivfreie Uberlebenszeit als der Rest
des Kollektivs (p = 0,028) und damit eine Zunahme der Signifikanz im Vergleich mit
Tumoren ohne die Mutation. In den Mutationsgruppen 4 + 5 betrug die rezidivfreie
Uberlebenszeit bei Verlust an 22q im Median 18,0 vs. 27,5 Monate (p = 0,001).

Bei einem chromosomalen Verlust an 22q zeigte sich dabei eine annahrende
Gleichverteilung bzgl. der Lokalisation im Magen und auBerhalb (57,1% vs. 42,9%).
Auch bei Einschrédnkung auf Mutationen in KIT bzw. KIT Exon 11 Codon 557 / 558
(Mutationsgruppen 4 + 5) ergab sich mit 55,6 bzw. 53,8% keine groBe Anderung in der
Verteilung, so dass die mit der Einschrankung einhergehende, signifikante kirzere
rezidivireie Uberlebenszeit, keine Praferenz im Hinblick auf die Lokalisation zeigt. Die
durch einen Verlust an 22q gekennzeichnete Tumorprogression scheint also, im
Gegensatz zu den anderen beschriebenen Imbalanzen, keinen Unterschied bzgl. der
Lokalisation zu machen. Ein Verlust an 22q ist im Rahmen der Tumorprogression als
relativ frihzeitige chromosomale Imbalanz beschrieben und erklart so den oben
gefundenen Zusammenhang wahrscheinlich hinreichend, obwohl im Rahmen des

86



"Oncogenetic Tree Models" (Gunawan et al. 2007) ein Verlust an 22q den Ubergang zu

komplexeren zytogenetischen Veradnderungen kennzeichnet (Gunawan et al. 2007)

und damit wohl erst (relativ) spat in der Tumorgenese angesiedelt sein sollte.. Eine

Klarung dieses Problems lieB sich mit den vorliegenden Daten nicht erreichen.

Ausgehend von der Tatsache, dass im vorliegenden Kollektiv ein Verlust an 22q nur

eine knappe Assoziation mit der rezidivfreien Uberlebenszeit zeigte, scheint ein friiher

Zeitpunkt fir diesen Verlust wahrscheinlich.

Tabelle 4.4.4/1

Rezidivfreie Uberlebenszeit bei spezifischen Imbalanzen und Mutationen

Chrl‘r’n’ggfa%':a'e Mutation | Anzahl | Magen-GIST UE:rzlg‘é:seZit UE:rzlLdbi:::;;it
(p-Wert) (Monate - Median)
alle 26 46,2% (n = 12) 0,067 20,0 vs. 27,0
-1p KIT 19 31,6% (n = 6) 0,013 21,0 vs. 26,5
Grp.4+5 8 37,5% (n = 3) 0,001 17,0 vs. 26,0
alle 1711 | SAELSEN | <000t/<0001 | 02T OF)
-9p /-9q KIT 9/9 44(’:°f ﬁzéﬁ% < 0,001/ < 0,001 183,60\/‘;5_'2277,’55 (ggq'“;)
Grp. 4 +5 6/7 33(’2‘1"5855% 0,010/ 0,005 163’:50"\2_2276’?5(?9‘2)
alle 42 78,6% (n = 33) 0,231 31,5 vs. 19,0
-14q KIT 31 77,4%% (n = 24) 0,682 34,0 vs. 20,0
Grp.4+5 12 66,7% (n = 8) 0,053 25,5 vs. 26,0
alle 14 21,4% (n = 3) 0,022 15,5 vs. 28,0
-15q KIT 13 23,1% (n = 3) 0,014 17,0 vs. 28,0
Grp.4+5 5 40,0% (n = 2) 0,055 0,0 vs. 26,5
alle 12 8,3% (n = 1) 0,029 13,5 vs. 28,0
-1p und -15q KIT 11 9,1% (n = 1) 0,018 13,0 vs. 28,0
Grp.4+5 4 25,0% (n = 1) 0,005 0,0 vs. 27,0
alle 28 57,1% (n = 16) 0,045 24,0 vs. 27,0
-22q KIT 27 55,6% (n = 15) 0,028 23,0 vs. 27,5
Grp.4+5 13 53,8% (n = 7) 0,001 18,0 vs. 27,5
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445 Imatinib

Bei der Korrelation von Mutationen mit chromosomalen Imbalanzen waren nicht alle

gefundenen Ergebnisse plausibel, v.a. bei Mutationen in den Gruppen 4 + 5.

Tabelle 4.4.5/1
Anteil mit Imatinib behandelter GIST bei Mutation in KIT bzw. Mutationsgruppe 4 + 5

Chromosomale Mutation | Anteil Imatinib behandelter GIST (%)
Imbalanz
KIT 62,5%
-1 p
Grp.4+5 60,0%
KIT 43,8% / 37,5%
-9p / -9q
Grp.4+5 40,0% / 50,0%
KIT 62,5%
-14q
Grp.4+5 60,0%
KIT 50,0%
-15q
Grp. 4 +5 30,0%
KIT 43,8%
-1p und -15q
Grp. 4 +5 30,0%
KIT 68,8%
-22q
Grp. 4 +5 80,0%

Dazu zahlten die fehlende Signifikanzzunahme bzgl. der rezidivfreien Uberlebenszeit
bei einem Verlust an 9p oder 9q, die bei der prognostisch unglnstigen
Mutationsgruppe 4 + 5 fehlende Signifikanz bei einem Verlust an 14q und schlieBlich
der Verlust der Signifikanz bei einem chromosomalen Verlust an 15q. Ein
Erklarungsversuch durch eine postulierte (signifikante) Zunahme von Imatinib-
behandelten Patienten in diesen Gruppen brachte kein Ergebnis. Insgesamt 58,8% (10
/ 17) aller mit Imatinib behandelten Patienten zeigten eine Mutation in den Gruppen 4 +
5. Das entsprach 55,6% (10 / 18) aller GIST mit Mutation in diesen Gruppen. Bei einem
chromosomalen Verlust an 9p bzw. 9q und einer Mutation in KIT wurden 43,8% (7 / 16)
bzw. 37,5% (6 / 16) mit Imatinib behandelt. Bei Mutation in den Gruppen 4 + 5 erhéhte
sich der prozentuale Anteil (nicht signifikant) auf 40,0% (4 / 10) bzw. 50,0% (5 / 10).
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Auch bei einem chromosomalen Verlust an 14q und einer Mutation in KIT, bzw. den
Mutationsgruppen 4 + 5, zeigte sich keine signifikante Anderung mit 62,5% (10 / 16)
bzw. 60,0% (6 / 10). Ein chromosomaler Verlust an 15q, mit dem auffalligen Verlust der
Signifikanz fir die rezidivfreie Uberlebenszeit bei den Mutationsgruppen 4 + 5 (p =
0,055), zeigte die groBte Anderung beim prozentualen Anteil der mit Imatinib
behandelten GIST (50,0% vs. 30,0%). Einen Uberblick gibt Tabelle 4.4.5/1.

89



5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Korrelation der Ergebnisse einer komparativen
genomischen Hybridisierung (CGH) mit den Ergebnissen einer Mutationsanalyse bei
gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) - insbesondere im Hinblick auf die Prognose
(v.a. rezidivfreie Uberlebenszeit) der betroffenen Patienten.

Ein erwartetes Ergebnis fand sich in der Assoziation von GIST mit Mutation in KIT
Exon 11 Codon 557 / 558 (Mutationsgruppe 4 + 5) bei >= 5 vorliegenden
chromosomalen Imbalanzen mit einer signifikant kiirzeren rezidivireien Uberlebenszeit.
Beide Parameter (>= 5 chromosomale Imbalanzen und eine Mutation in den Gruppen 4
+ 5) und ihr Zusammenhang mit einer unglnstigen Prognose sind bereits vielfach in
der gangigen Literatur beschrieben worden. Mit der gefundenen Assoziation bestatigte
sich nun auch der Zusammenhang beider Parameter untereinander. Dartber hinaus
zeigte sich in den Mutationsgruppen 4 + 5 auch die héchste Anzahl an chromosomalen
Imbalanzen im Vergleich mit allen anderen untersuchten GIST. Als unerwartetes
Ergebnis zeigten auch 50,0% der in PDGFRA-mutierten GIST >= 5 chromosomale
Imbalanzen. Es fand sich bei diesen Tumoren, im Gegensatz zum Restkollektiv bzw.
den anderen Mutationen / WT, kein signifikanter Zusammenhang mit der rezidivfreien

Uberlebenszeit.

Eine Kklinisch relevante Fragestellung ist, ob eher die Durchfihrung einer
Mutationsanalyse oder die Durchfliihrung einer CGH flr die Beurteilung der Prognose
Sinn macht. Bei Korrelation beider Untersuchungen zeigte sich fast durchgehend ein
signifikanteres Ergebnis als bei Beurteilung der Prognose mithilfe nur einer der beiden
Untersuchungen. Ist man gezwungen, eine Wahl zu treffen, so macht v.a. eine
Mutationsanalyse Sinn, da man mit den Ergebnissen ggf. den Sinn oder Unsinn einer
Therapie mit Imatinib oder, bei Vorliegen einer resistenten Mutation, eines alternativen
Tyrosinkinase-Inhibitors erwagen kann. Auch die Leitlinien der "European Society of
Medical Oncology“ empfehlen u.a. aus diesen Grinden eine Mutationsanalyse bei
allen GIST (Casali et al. 2009). Ausgehend von der Tatsache, dass schon kleinste
GIST eine Mutation im KIT- oder PDGFRA-Gen aufweisen, 1aBt sich mithilfe des
Musters an chromosomalen Imbalanzen aus einer CGH-Analyse eine Aussage Uber
den Stand der klonalen Entwicklung bzw. der Tumorprogression des GIST treffen und
damit ggf. Uber den Einsatz adjuvanter Therapien entscheiden.
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6 Anhang

6.1

Tabelle 6.1/1 Klinisch-pathologische Parameter - Kollektiviibersicht

Klinisch-pathologische Parameter - Kollektiviibersicht

Fall | Alter | Geschlecht* | Organ Lu?n(:r(?r:gsﬁ Mitosen/10 HPF
01 45 w Osophagus 6,0 0
02 39 w Magen 10,0 0
03 45 w Magen 4,5 0
04 47 m Magen 6,0 1
05 52 m Magen 3,0 1
06 52 m Magen 4,0 0
07 53 m Magen 9,0 0
08 53 m Magen 7,0 1
09 58 m Magen 7,5 1
10 61 m Magen 0
11 64 m Magen 6,0 10
12 64 w Magen 55 3
13 65 m Magen 6,5 1
14 66 m Magen 4,0 19
15 66 m Magen 6,0 1
16 66 m Magen 10,0 1
17 67 m Magen 6,0 0
18 68 m Magen 21,0 15
19 69 w Magen 3,8 2
20 69 w Magen 1,7 0
21 70 w Magen 10,0 0
22 72 m Magen 7.4 11
23 72 w Magen 3,3 0
24 72 w Magen 4,5 11
25 73 m Magen 3,5 0
26 77 w Magen 4,0 0
27 77 w Magen 5,0 0
28 78 m Magen 4,0 0
29 78 w Magen 13,0 2
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30 79 w Magen 4,0 1

31 80 m Magen 8,0 1

32 82 w Magen 45 6
33 85 w Magen 8,5 1

34 86 w Magen 5,0 1

35 49 w Magen 17,0 1

36 54 m Magen 6,5 0
37 58 m Magen 6,0 3
38 61 w Magen 30,0 4
39 63 m Magen 13,0 10
40 64 m Magen 12,0 7
41 64 m Magen 6,0 3
42 66 m Magen 1,3 1

43 78 w Magen 2,4 0
44 84 m Magen 3,5 1

45 35 m Dinndarm 10,5 1

46 54 m Dinndarm 8,0 0
47 68 w Dinndarm 3,8 0
48 71 w Dinndarm 9,0 2
49 82 m Dinndarm 9,0 0
50 54 w Dinndarm 7,5 3
51 73 m Dinndarm 7,0 3
52 57 m Dinndarm 15,0 0
53 61 m Dinndarm 10,0 6
54 62 w Dinndarm 8,0 20
55 74 w Dinndarm 9,0 2
56 70 w Dinndarm 4,0 0
57 54 w Dickdarm 6,5 2
58 43 m Dickdarm 8,0 25
59 56 m Dickdarm 6,5 51
60 67 m Dickdarm 7,0 2
61 70 w Peritoneum 5,0 8
62 45 m Peritoneum 5,0 20
63 69 m Peritoneum 12,0 15
64 60 w Peritoneum 12,0 22

*m = mannlich, w = weiblich
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6.2 Risikoklassifikation und Follow-Up - Kollektiviibersicht

Tabelle 6.2/1 Risikoklassifikation und Follow-Up - Kollektiviibersicht

RE-Zeit* Follow- | Klassifikation | Klassifikation | Klassifikation

Fall |Progress (Monate) Up nach nach na!ch_
(Monate) | Franquemont | Fletcher Miettinen

01 nein 111 111 low-risk intermediate
02 nein 76 76 low-risk intermediate | low malignant
03 nein 104 104 low-risk low benign
04 nein 78 78 low-risk intermediate | low malignant
05 nein 28 28 low-risk low benign
06 nein 26 26 low-risk low benign
07 nein 18 18 low-risk intermediate | low malignant
08 nein 81 81 low-risk intermediate | low malignant
09 nein 19 19 low-risk intermediate | low malignant
10 nein 40 40 low-risk low benign
11 nein 39 39 high-risk high malignant
12 nein 80 80 high-risk high malignant
13 nein 64 64 low-risk intermediate | low malignant
14 nein 69 69 high-risk high malignant
15 nein 29 29 low-risk intermediate | low malignant
16 nein 50 50 low-risk intermediate | low malignant
17 nein 51 51 low-risk intermediate | low malignant
18 nein 38 38 high-risk high malignant
19 nein 19 19 low-risk intermediate | malignant
20 nein 22 22 low-risk very-low benign
21 nein 112 112 low-risk intermediate | low malignant
22 nein 25 25 high-risk high malignant
23 nein 7 7 low-risk low benign
24 nein 72 72 high-risk high malignant
25 nein 90 90 low-risk low benign
26 nein 27 27 low-risk low benign
27 nein 9 9 low-risk low benign
28 nein 46 46 low-risk low benign
29 nein 65 65 high-risk high malignant
30 nein 58 58 low-risk low benign
31 nein 4 4 high-risk intermediate | low malignant
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32 nein 57 57 high-risk high malignant

33 nein 35 35 low-risk intermediate | low malignant
34 nein 28 28 low-risk low benign

35 ja 0 high-risk high malignant

36 ja 0 20 low-risk intermediate | low malignant
37 ja 34 72 high-risk high malignant

38 ja 23 78 high-risk high malignant

39 ja 17 54 high-risk high malignant

40 ja 84 111 high-risk high malignant

41 ja 0 20 high-risk high malignant

42 nein 13 13 low-risk very-low benign

43 nein 14 14 low-risk low benign

44 nein 16 16 low-risk low benign

45 nein 105 105 low-risk high malignant

46 nein 62 62 low-risk intermediate | malignant

47 nein 21 21 low-risk low low malignant
48 nein 1 1 high-risk high malignant

49 nein 42 42 low-risk intermediate | malignant

50 ja 0 36 high-risk high malignant

51 ja 0 26 high-risk high malignant

52 nein 86 86 low-risk high malignant

53 ja 19 95 high-risk high malignant

54 ja 0 53 high-risk high malignant

55 nein 13 13 high-risk high malignant

56 nein 14 14 low-risk low low malignant
57 nein 19 19 high-risk intermediate | malignant

58 ja 13 76 high-risk high malignant

59 ja 0 19 high-risk high malignant

60 ja 41 45 high-risk high malignant

61 ja 0 2 high-risk high

62 ja 21 76 high-risk high

63 ja 8 8 high-risk high

64 ja 0 14 high-risk high

*RF-Zeit = rezidivfreie Uberlebenszeit
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6.3 Ergebnisse der CGH - Kollektiviibersicht

Tabelle 6.3/1 Ergebnisse der CGH - Kollektiviibersicht

Fall | CI* |Chromosomale Imbalanzen (“-“ Verlust, “+” Zugewinn, “++” Amplifikation)

01 0 |0

02 4 | 450, -1p, -10q, -14q

03 15 | +4p, +4q, +5p, +5q, +7p, +7q, +10p, +11q, +14q, +15q, +16p, +164q, -1p, -9q, -109

04 | 1 |-14q

05 1 |-14q

06 13 | +4p, +5p, +50q, +8p, +8q, +11q, +12p, +12q, +16p, +16q, +17p, +17q, -69

07 | 2 |-14q,-22q

08 | 5 |[-1p,-3p,-3q,-14q, -21q

09 5 |+2q, +20p, +20q, -1p, -14q

10 technisch nicht gelungen

11 10 |+1q, +2q, +4p, +4q, +17p, +17q, +20q, -2q, -6q, -14q

12 4 | +8p, +8q, -14q, -22q

18 | 1 |[-14q

14 | 14 |+17q, -3p, -4q, -5q, -8p, -8q, -9p, -130q, -14q, -17p, -21q, -22q9, ++5p, ++80q

15 3 |-1q,-14q, -21q

16 1 |-14q

17 | 2 |-14q,-22q

18 16 | +17p, +17q, +20p, +20q, -1p, -6p, -69, -7p, -79, -9p, -9q, -11p, -11q, -14q, -15q, -229

19 1 |-14q

20 4 | +4p, +4q, +12p, +12q

21 9 | +5p, +5q, +Xp, +Xq, -1p, -3p, -3q, -14q, -22q

22 | 2 |-14q,-22q

23 | 1 |-14q

o4 | o1 +5p, +6p, +6q, +7p, +79, +8p, +8q, +11p, +11q, +12p, +12q, +18p, +18q, -1q, -9p, -9q,
-10p, -10q, -14q, -15q, -22q

25 5 |-1p, -3p, -3q, -14q, -21q

26 1 |-14q

27 0 |0

28 0 |z:0

29 2 |-14q,-22q

30 2 |-14q,-21q

31 0 |0
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32 4 |-1p, -14q, -Xp, -Xq

33 3 | +b5p, +5q, -14q

34 2 |-14q, -22q9

35 5 |-4p,-14q, -22q, ++8p, ++8q

36 8 | +4p, +4q, +5p, +5q, +13q, +18p, +18q, -1p

37 10 | +5p, +5q, +8p, +8q, +15q, -1p, -10p, -10q, -14q, -229

38 7 | +8q, -3q, -6q, -8p, -13q, -14q, -22q

39 5 |-3p,-9p, -13q, -14q, -15q

40 | 10 |-3p, -3q, -7p, -9p, -10p, -10q, -11q, -13q, -14q, -22q

41 7 |+1q,+17q, -1p, -9p, -9q, -13q, -17p

42 1 -22q

43 2 |-14q,-22q9

44 3 |-1p,-14q,-21q

45 0 |0

46 4 | +5p, -1p, -14q, -22q

47 | 3 |-1p, -15q, -22q

48 15 | +1p, +5p, +13q, -3p, -3q, -6q, -8p, -10q, -11q, -12p, -13q, -14q, -17q, -18p, -Xp
49 5 |+9p, +9q, -1p, -14q, -15¢q

50 17 :gg +5p, +5q, +6p, +8q, +12q, +20p, +20q, -1p, -3p, -6q, -8p, -9p, -9q, -10p, -14q, -
51 14 | +5p, +8p, +8q, +21q, -1p, -2p, -2q, -39, -10q, -11q, -13q, -15q, -18q, -22q
52 4 |+48q, -1p, -15q, -22¢q

53 7 | +4p, +4q, +7q, -1p, -15q, -22q, ++5p

54 | 13 |+5p, +5q, -1p, -5q, -9p, -9q, -14q, -15q, -18p, -18q, -21q, -22q, ++59

55 5 |+2q,-1p, -15q, -18q, -22q

56 4 |-1p,-10q, -14q, -15¢9

57 0 |0

58 9 |+2q, +5p, +11q, +12q, -9p, -9q, -10q, -13q, -22q

59 | 15 |+5p, +5q, +8p, +8q, +13q, -1p, -4p, -4q, -6q, -9p, -9q, -10p, -10q, -14q, -22q
60 6 |+11q,-1p, -2p, -4p, -9q, -22q

61 13 |-1p, -1q, -3p, -3q, -4q, -10p, -10q, -11p, -11q, -14q, -15q, ++8p, ++8q

62 6 |+15q, -6p, -7q, -8p, -10q, -16q

63 11 | +Xp, +Xq, -1p, -2p, -29, -9q, -11p, -11q, -13q, -15q, -22q

64 5 |-3q, -9p, -9q, -14q, -22¢q

* Anzahl chromosomaler Imbalanzen
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6.4 Ergebnisse der Mutationsanalyse - Kollektiviibersicht

Tabelle 6.4/1 Ergebnisse der Mutationsanalyse - Kollektivibersicht

Fall Mutationsgruppe Mutation

01 0 WT

02 0 WT

03 1 PDGFRA Exon 18 D842V

04 6 KIT Exon 11 V559G

05 3 KIT Exon 11 K550L, Del 551-556
06 4 KIT Exon 11 W557E, Del 558

07 4 KIT Exon 11 Del 557-558

08 1 PDGFRA Exon 18 D842A, Del 843-846
09 1 PDGFRA Exon 18 D842V

10 1 PDGFRA Exon 12 Dup 556-565

11 4 KIT Exon 11 Del 555-559

12 3 KIT Exon 11 Del 552-555

13 1 PDGFRA Exon 18 D842V

14 1 PDGFRA Exon 18 D842H, Del843-846
15 1 PDGFRA Exon 18 D842V

16 1 PDGFRA Exon 18 D842V

17 7 KIT Exon 11 Dup 577-580

18 4 KIT Exon 11 Del 550-558, Del 6bp Intron10, AG from 558
19 1 PDGFRA Exon 18 D842V

20 0 WT

21 6 KIT Exon 11 V559D

22 2 KIT Exon 9 ins AY nach 503

23 7 KIT Exon 11 Dup 579-580

24 4 KIT Exon 11 Del 558-562

25 6 KIT Exon 11 V560D

26 7 KIT Exon 11 Dup 571-579 nach 579
27 3 KIT Exon 11 Del 557

28 0 WT

29 2 KIT Exon 9 Ins AY nach 503

30 6 KIT Exon 11 V560D

31 0 WT
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32 4 KIT Exon 11 Del 557-558

33 6 KIT Exon 11 V560D

34 5 KIT Exon 11 W557R

35 7 KIT Exon 11 Dup IDPTQLPYD 571-579 at Codon 579
36 6 KIT Exon 11 V560D

37 4 KIT Exon 11 Del 557-558

38 4 KIT Exon 11 W557C, Del558-559
39 6 KIT Exon 11 K558R, Del 559-565
40 6 KIT Exon 11 V559D

41 0 WT

42 4 KIT Exon 11 Del 553-558

43 6 KIT Exon 11 Del 560

44 1 PDGFRA Exon 18 D842V

45 0 WT

46 6 KIT Exon 11 V559G

47 3 KIT Exon 11 Del 555-556

48 1 PDGFRA Exon 12 R554G, D576G
49 6 KIT Exon 11 V559D

50 6 KIT Exon 11 Del 559-561

51 5 KIT Exon 11 W557G

52 6 KIT Exon 11 V560E

53 6 KIT Exon 11 V559D

54 4 KIT Exon 11 Del 557-558

55 2 KIT Exon 9 Dup 502-503

56 0 WT

57 4 KIT Exon 11 Del 557-558

58 5 KIT Exon 11 K558N, Del 559

59 4 KIT Exon 11 Del 556-558

60 5 KIT Exon 11 K558N, Del 559

61 5 KIT Exon 11 W557G, KIT Exon 9 DelC1461 in Codon 480
62 0 WT

63 6 KIT Exon 11 V560D

64 4 KIT Exon 11 Del 558-572
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	6.2 Risikoklassifikation und Follow-Up - Kollektivübersicht
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	6.5 Tabellenverzeichnis
	6.6 Abbildungsverzeichnis
	6.7 Abkürzungsverzeichnis
	6.8 Aminosäuren - 1-Buchstaben-/ 3-Buchstaben-Code
	7 Literaturverzeichnis



