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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Historischer Uberblick, Definition und Epidemiologie von GIST

Der Gastrointestinale Stromatumor (GIST) gehort zur Gruppe der mesenchymalen Tumoren
des Gastrointestinaltraktes und ist als eigenstdndige Entitat erst seit wenigen Jahren
diagnostisch eindeutig von anderen mesenchymalen Tumoren abzugrenzen (Corless et al.
2004; Mechtersheimer et al. 2003; Miettinen und Lasota 2001). Auf der Basis
lichtmikroskopischer Untersuchungen wurde bis in die sechziger Jahre des 20. Jahrhunderts
von einem glattmuskuldren Ursprung der mesenchymalen Tumoren ausgegangen und eine
Klassifikation in Leiomyome, Leiomyosarkome oder Leiomyoblastome gewahlt (Dei Tos
2003; Stout 1962).

Im Zuge elektronenmikroskopischer Untersuchungen in den friihen siebziger Jahren des 20.
Jahrhunderts kamen erste Zweifel eines rein glattmuskulédren Ursprungs auf. Man beobachtete
bei einigen Tumoren eine Auspragung neurogener Merkmale, die bei rein myogenen
Tumoren nicht auftraten (Welsh und Meyer 1969). Die in den achtziger Jahren des 20.
Jahrhunderts aufkommende Immunhistochemie bestatigte durch den Nachweis einer stark
unterschiedlichen Auspragung neurogener (S100) und myogener (Aktin, Desmin) Marker
schliellich die grofRe Heterogenitat der Gruppe der mesenchymalen Tumoren des
Gastrointestinaltraktes (Hjermstad et al. 1987; Saul et al. 1987). Im Jahr 1983 wurde dann
erstmalig durch Mazur und Clark versucht, mit dem Begriff des Stromatumors eine neue
eigenstdndige Entitdt gegenlber den rein leiomyogenen bzw. neurogenen Tumoren des
Gastrointestinaltraktes zu etablieren (Mazur und Clark 1983). Mitte der neunziger Jahre stand
mit einem Antikorper fur das CD34-Antigen schlieBlich auch ein immunhistochemischer
Marker fur die pathologische Routinediagnostik zur Verfiigung, der eine relativ spezifische
Abgrenzung der neuen Entitat ermoglichte (Miettinen et al. 1995; Monihan et al. 1994; van de
Rijn et al. 1994). Als weiterer Durchbruch ergab sich daraufhin die immunhistochemische
Entdeckung der gemeinsamen Expression des CD-117-Antigens, sowohl von GIST als auch
von interstitiellen Cajal-Zellen (Hirota et al. 1998; Kindblom et al. 1998; Robinson et al.
2000).
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Die interstitiellen Cajal-Zellen stellen einen Mischtyp mit sowohl neurogenen als auch
myogenen Zellmerkmalen dar, deren vornehmliche Aufgabe die Vermittlung zwischen dem
autonomen Nervensystem und der glatten Muskulatur des Gastrointestinaltraktes ist
(Faussone-Pellegrini und Thuneberg 1999). Durch die Gemeinsamkeit der Expression des
CD117-Antigens, das einer durch das Protoonkogen c-KIT codierenden Rezeptor-Tyrosin-
Kinase entspricht (Hirota et al. 1998), steht zudem eine konzeptionelle Vorstellung einer
Entstehung von GIST aus interstitiellen Cajal-Zellen bzw. deren stammzellartigen

Vorléauferzellen zur Verfligung.

Umfassende Analysen von mesenchymalen Tumoren aus dem Gastrointestinaltrakt zeigten
unter Verwendung der neuen Antikérper CD34 und CD117 im Folgenden, dass GIST mit
insgesamt 70 % die haufigsten mesenchymalen Tumoren im Gastrointestinaltrakt darstellen
und dass mehr als 95 % aller GIST positiv fir CD117 sind (Fletcher et al. 2002; Miettinen et
al. 2000; Yamaguchi et al. 2004). Mit einer jahrlichen Inzidenz von ca. 0,68 — 1,45
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern und geschatzten 600-1200 Neuerkrankungen an
GIST pro Jahr in Deutschland stellen GIST dennoch weniger als 1 % aller Tumore des
Gastrointestinaltraktes dar und sind somit als relativ selten zu betrachten (Nilsson et al. 2005;
Tran et al. 2005; Tryggvason et al. 2005).

GIST kdnnen vom Kindesalter an bis ins hohe Erwachsenenalter auftreten, wobei jedoch der
Haufigkeitsgipfel bei einem Lebensalter um die 60 Jahre liegt (Corless et al. 2004). Des
Weiteren lasst sich zwar keine eindeutige Geschlechtspravalenz feststellen, es weisen jedoch
einige Studien auf ein haufigeres Auftreten von malignen GIST bei Ménnern hin (Miettinen
und Lasota 2006). Metastasen treten am h&ufigsten in der Leber und am zweithdufigsten als
peritoneale Aussaat auf und koénnen sich auch noch nach 10- 15 Jahren nach primérer
Resektion manifestieren (DeMatteo et al. 2000; Nilsson et al. 2005). Lungen-, sowie
Knochen- und Lymphknotenmetastasen sind relativ selten und hdufig erst in fortgeschrittenen

Tumorstadien zu beobachten.

GIST konnen neben den meist sporadischen Féllen auch im Rahmen von Syndromen
vorkommen und sich bei der Carney-Trias gemeinsam mit Paragangliomen und pulmonalen

Chondromen, sowie als multiple GIST bei der Neurofibromatose Typ 1 zeigen (Carney 1979;
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Miettinen et al. 2006). Zudem sind auch familifre Formen im Rahmen von

Keimbahnmutationen beschrieben (Nishida et al. 1998).

1.2 Klinisch-pathologische Faktoren

1.2.1  Anatomische Lokalisation

GIST finden sich, entsprechend ihrer Herkunft aus interstitiellen Cajal-Zellen, in der
muskularen Wandung der Hohlorgane des Gastrointestinaltraktes und wachsen als scharf
begrenzte, nicht-invasive, intramural-submukds gelegene Tumoren verdrangend ins Lumen
oder nach aufen in die Serosa vor (Corless et al. 2004; Mechtersheimer et al. 2003; Miettinen
und Lasota 2001). Grundsétzlich kénnen GIST im gesamten Gastrointestinaltrakt, vom
unteren Osophagus bis hin zum Rektum, auftreten, wobei jedoch die Haufigkeit in den
einzelnen anatomischen Abschnitten stark variiert. Die haufigsten in der Literatur
angegebenen Lokalisationen sind in absteigender Reihenfolge Magen (60%), Jejunum und
lleum (30%), Duodenum (5%), Colon und Rektum (<5%) und Appendix und Osophagus
(<1%) (Miettinen und Lasota 2003). Nur sehr selten finden sich GIST auBerhalb des

Gastrointestinaltraktes wie zum Beispiel im Omentum oder im Retroperitoneum.

e "lvl\ W
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Abb. 1.2.1-1:  typisches GIST-Wachstum: Magenteilresektat mit einem nach innen gewachsenen 6,5 cm
groBBen GIST (links); Diinndarmteilresektat mit einem nach auf3en gewachsenen 5,5 cm grofRen GIST

(rechts) (entnommen aus Haller et al. 2008, Seite 5).

Hinweise auf eine unterschiedliche Prognose in Abhangigkeit von der anatomischen

Lokalisation ergaben sich bereits frih (Emory et al. 1999). Ein grundsatzlich gunstigeres
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klinisches Verhalten wurde in groRBen Studien bei einem Auftreten von GIST im Magen
gegenliber einem Auftreten im Diinn- oder Dickdarm beobachtet (Dematteo et al. 2008;
Miettinen und Lasota 2006; Miettinen et al. 2006; Miettinen et al. 2005). Etwa 20-25% der
GIST im Magen und 40-50% der GIST im Dunndarm &uBern sich im Verlauf als klinisch
maligne (Miettinen und Lasota 2006).

1.2.2  TumorgrofRe

Die Tumorgrof3e ist signifikant mit dem klinischen Verhalten von GIST Korreliert, dabei
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit eines malignen Verhaltens mit steigender TumorgroRe
(Dematteo et al. 2008; Miettinen et al. 2006; Miettinen et al. 2005; Nilsson et al. 2005;
Rutkowski et al. 2007). Wahrend Tumore Uber 10 cm GroRe haufig malignes Verhalten
aufweisen, metastasieren Tumore unter 2 cm extrem selten. Im Bereich zwischen 2 und 10 cm
Durchmesser ist die TumorgrofRe als einzelner Prognosefaktor nicht hinreichend

aussagekraftig (Miettinen und Lasota 2006).

1.2.3 Mitosenanzahl

Die Mitosenanzahl gilt als Mall fir die Zellteilungsaktivitdt und folglich
Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors und eignet sich als valider Parameter zur
Prognosebeurteilung. Die Anzahl der Mitosefiguren wird pro 50 High-Power-Fields (HPF)
angegeben. Bis zu 5 Mitosefiguren/ 50 HPF werden bei GIST als potenziell benigne
angesehen. Eine Mitosenanzahl > 5 Mitosen/ 50 HPF wird gewoéhnlich als maligne und eine
Mitosenanzahl > 50 Mitosen/ 50 HPFs als hochmaligne bezeichnet (Emory et al. 1999).

GIST weisen im Vergleich zu Sarkomen zwar deutlich weniger Mitosen auf (Rudolph et al.
1998), dennoch kann es auch bei geringer Mitosenanzahl zur Metastasenbildung kommen
(Dematteo et al. 2008; Fletcher et al. 2002; Miettinen et al. 2006; Miettinen et al. 2005;
Rutkowski et al. 2007).
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1.2.4  Morphologie

GIST zeichnen sich als histologisch zellreich und zytomorphologisch meist monomorph aus,
wobei die drei Wachstumsmuster spindelzellig, epitheloidzellig und gemischtzellig
unterschieden werden (Corless et al. 2004; Mechtersheimer et al. 2003; Miettinen und Lasota
2006). Insgesamt ist die Aussagekraft morphologischer Kriterien zur Dignitat von GIST
eingeschrankt. Dies steht im Gegensatz zu den leiomyogenen Tumoren, die als eindeutig

benigne (Leiomyom) oder maligne (Leiomyosarkom) Formen unterschieden werden kdnnen.

1.25 Mutationsstatus

Insgesamt weisen 60-70 % aller GIST eine aktivierende Mutation in der Typ-111-Rezeptor-
Tyrosin-Kinase KIT (v-kit-Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) auf
(Duensing et al. 2004; Heinrich et al. 2003b; Lasota und Miettinen 2008; Rubin et al. 2001).
Die Tyrosin-Kinase KIT, die mit dem CD117-Antigen identisch und dessen Ligand der
Stammzellfaktor (SCF) ist, wird beim Erwachsenen neben den Cajal-Zellen auch von
hamatopoetischen Zellen, dendritischen Zellen, Mastzellen und Spermatozyten gebildet
(Roskoski 2005b; Torihashi et al. 1999). Als physiologische Funktion stehen die
Phosphorylierung und Aktivierung intrazellular nachgeschalteter Signalmolekile im
Vordergrund, die eine entscheidende Rolle in der Differenzierung und Proliferation der Zellen
spielen (Lennartsson et al. 2005; Roskoski 2005a). Bei GIST mit einer aktivierenden KIT-
Mutation kommt es zu einer liganden-unabhéngigen, dauerhaften KIT-Aktivierung, die eine

nachfolgend unkontrollierte Zellproliferation bewirkt (Hirota et al. 1998).

Bei den GIST, die keine aktivierende KIT-Mutation aufweisen, sind in der Mehrzahl
aktivierende Mutationen des PDGFRA-Rezeptors nachweisbar, der strukurell und funktionell
groBe Ahnlichkeit zum KIT-Rezeptor besitzt (Corless et al. 2005; Heinrich et al. 2003a;
Lasota und Miettinen 2008). KIT-mutierte und PDGFRA-mutierte GIST zeigen hinsichtlich
des klinischen Verlaufs und der Prognose deutliche Unterschiede, wobei GIST mit einer
PDGFRA-Mutation insgesamt eine glnstigere Prognose aufweisen als GIST mit einer KIT-
Mutation (Lasota et al. 2004; Lasota et al. 2006; Wardelmann et al. 2004).
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1.2.6  Aktuelle Risikoklassifikationen

Eine sichere Unterscheidung zwischen einem benignen oder malignen Verhalten ist im
Vergleich zu den leiomyogenen oder auch anderen Tumoren nicht moéglich. Bei GIST wird
stattdessen von einem unsicheren Malignitatspotential gesprochen, fur dessen Abschéatzung
die Parameter TumorgrofRe, Mitoserate und auch die anatomische Lokalisation herangezogen
werden. Nach dem Vorschlag einer internationalen Konsensus-Konferenz aus dem Jahr 2002
wurde eine Risiko-Klassifikation erstellt, die mittels TumorgréfRe und Mitosenanzahl vier
verschiedene Risiko-Stadien unterscheidet (Tabelle 1.1.3-1) (Fletcher et al. 2002).

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

jede Grole und >10/50 HPFs

Tab. 1.2.6-1: Risikoklassifikation nach Fletcher (teilweise Ubernommen aus Fletcher et al. 2002)

Gleichzeitig wurde am Armed Forces Institute of Pathology (AFIP) in den U.S.A. eine
weitere Risikoklassifikation erarbeitet, die als zusétzlichen Parameter die anatomische
Lokalisation mit einbezieht (Miettinen et al. 2002). Diese Klassifikation wurde inzwischen
mit klinischen Daten von ca. 1600 GIST unterlegt und im Jahr 2006 leicht revidiert
veroffentlicht (Tabelle 1.1.3-2) (Miettinen und Lasota 2006).
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Magen Intestinum
Gruppe Tomorgrofle Mitosenanzahl Risikogruppe (% mit Tumorprogress)

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

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

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

5 >2<5cm intermedidres Risiko (16%) hohes Risiko (73%)

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

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

Tab. 1.2.6-2: Risikoklassifikation nach Miettinen (teilweise Ubernommen aus Miettinen und Lasota 2006).

* Keine Falle beobachtet.

1.3 Aufbau und Mutationen der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen KIT und PDGFRA

KIT- und PDGFRA-Rezeptoren gehdren zur Familie der Typ-l11-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
und teilen sich, neben weiteren Rezeptoren dieser Familie wie dem CSF-1 und der FIk2 und
FIt3, eine gemeinsame Topologie: eine extrazellulare, liganden-bindende Doméne (ED) mit
funf immunglobulin-dhnlichen Anteilen, ein transmembranares Segment mit der sogenannten
juxtamembrandren Doméne (JMD) und eine zytoplasmatische Tyrosin-Kinase-Doméne (TK),
die aus zwei durch ein Insert getrennte Tyrosin-Kinase-Doménen besteht (Fantl et al. 1993;
Lasota und Miettinen 2008; Yarden et al. 1987) (Abbildung 1.3.1-1). Die Tyrosin-Kinase-
Doméne-1 (TK1) stellt dabei eine ATP-Bindungsstelle und die Tyrosin-Kinase-Domane-2
(TK?2) eine Phosphotransferase-Region dar (Pawson 2002).

Onkogene KIT- und PDGFRA-Mutationen bewirken eine konstitutive Phosphorylisation und
somit andauernde Aktivitat der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren. Basierend auf der Lokalisation
kdnnen diese Mutationen in zwei Kategorien aufgeteilt werden: Mutationen der regulierenden
Rezeptorregionen (ED und JMD) und Mutationen der enzymatischen Doménen (TK1 und
TK2) (Longley et al. 2001).

juxtamembrandren Doméne (Exon 11) (60 - 70%) auf und kénnen sowohl als Punktmutation,

In GIST treten die meisten KIT-Mutationen in der

Deletion oder Duplikation vorliegen (Andersson et al. 2006). Mutationen in der JMD (Exon

11) bewirken eine liganden-unabhéngige spontane Kinase-Aktivitat (Ma et al. 1999), die
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normalerweise von der autoinhibitorisch-wirkenden JMD unterbunden wird (Mol et al. 2004).
Am zweithdufigsten sind Mutationen im Exon 9 des KIT-Gens (5-10%), die sich nahezu

03 darstellen. Diese

ausschlieRlich als Duplikationen der Codone Ala®® und Tyr
Veranderungen in der ED bewirken eine Stérung der Antidimerisierung und fuhren zu einer
spontanen Homodimerisation und Aktivierung des Rezeptors (Heinrich et al. 2003b; Hirota et
al. 2001). KIT-Mutationen in den Kinase-Domanen (Exon 13, Exon 17) kommen nur sehr

selten vor und sind meist Punktmutationen (Lasota und Miettinen 2008).

Mit der Punktmutation, die zur Substitution von Val zu Asp®* im Exon 18 fiihrt, kommen bei
PDGFRA-mutierten GIST hdufig Mutationen in der enzymatischen Doméne (TK2) (10-15%
aller GIST) vor und sind andererseits in den regulierenden Doménen (Exon 12) mit weniger
als 2% aller GIST sehr selten (Lasota et al. 2004; Lasota et al. 2006). Eine Punktmutation im
PDGFRA Exon 14 ist zwar beschrieben, aber ebenfalls extrem selten (<1%) (Lasota et al.
2006).

KIT PDGFRA

ED
KIT Exon 9
T™M T™M
JIMD KIT Exon 11 KIT Exon 12
TK1 KIT Exon 13 KIT Exon 14
TK2 KIT Exon 17 KIT Exon 18

Abb. 1.3-1: Schematische Ubersicht des KIT-Rezeptors (links) und des PDGFRA-Rezeptors (rechts)
mit der Zuordnung der Mutationen zu den Exonen und den durch sie kodierten Proteindoménen. ED:
Extrazellulare Doméane; TM: Transmembrandre Domaéne; JMD: Juxtamembrandre Doméne; TK1:
Tyrosin-Kinase-Doméne-1; TK2: Tyrosin-Kinase-Domane-2. Schema der Abbildung teilweise

Ubernommen aus Miettinen und Lasota 2006.
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Die einzelnen beschriebenen Mutationen sind teilweise stark mit bestimmten Klinisch-
pathologischen Faktoren vergesellschaftet. GIST mit einer KIT-Exon-9-Mutation sind fast
ausschlieBlich intestinal vorzufinden und sind vom Kklinischen Verlauf als eher unginstig
einzustufen (Antonescu et al. 2003; Hirota et al. 2001; Lasota et al. 2003a), wéhrend im
Gegensatz dazu die KIT-Exon-11-Duplikationen (Lasota et al. 2003b) sowie die PDGFRA-
Mutationen (Lasota et al. 2004; Wardelmann et al. 2004) sehr viel hdufiger im Magen
anzutreffen sind und ein geringeres Malignitatspotential zeigen. Die eben beschriebenen
Zusammenhange sind mit weiteren Beobachtungen in der folgenden Tabelle

zusammengefasst (Tab.1.3-1):

Genregion Mutationstyp Haufigkeit Anatomische  Histologischer Klinisches
Lokalisation  Typ Verhalten
KIT Exon 9 (ED) Duplikation 8 % 90 % intestinal  spindelzellig Ungiinstig
KIT Exon 11 (JMD) Punktmutation 30 % k.P k.P k.P
Deletion 30 % k.P k.P Ungiinstig
Duplikation 8 % 90 % gastral k.P Gunstig
KIT Exon 13 (TK1) Punktmutation <2% k.P k.P k.P
KIT Exon 17 (TK2) Punktmutation <2% k.P k.P k.P
PDGFRA Exon 12 (JMD)  Punktmutation <2% >95 % gastral ~ Epitheloid Glnstig
PDGFRA Exon 14 (TK1)  Punktmutation <1% >95 % gastral ~ Epitheloid Glnstig
PDGFRA Exon 18 (TK2)  Punktmutation 10 % >05 9% gastral  Epitheloid Gunstig
Deletion <2% >05 9% gastral  Epitheloid Gunstig

Tab. 1.3-1: Zusammenhénge zwischen den klinisch-pathologischen Faktoren und den Mutationstypen;

k.P.: keine Pravalenz (entnommen aus Haller 2008, Seite 15).

1.4 Signaltransduktionswege

KIT- und PDGFRA-Rezeptoren werden durch ihre Liganden, den Stammzellfaktor und die
PDGFs, aktiviert. Die Ligandenbindung an der extrazellularen Domane fuhrt zu einer
Rezeptordimerisierung und anschlieenden Autophosphorylierung von Tyrosingruppen der
intrazellularen Domadnen. Die initialen Residuen des KIT-Rezeptors, die einer
Autophosphorylierung unterzogen werden, sind die Tyrosinreste Tyr568 und Tyr570 im
juxtamembrandren Segment, weitere Tyrosinreste in der Kinase-Insert-Domane (Tyr703,
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Tyr721, Tyr730) und der distalen Kinase-Doméne (Tyr823, Tyr900, Tyr936) kdnnen folgen
(Roskoski 2005a).

Der phosphorylierte und aktivierte Rezeptor dient nun als Bindungstelle fir weitere
Signaltransduktionsmolekile, die eine Phosphotyrosinbindungsstelle oder eine SH2-Domane
besitzen und katalysiert deren Phosphorylierung (Blume-Jensen et al. 1991; Zhang et al.
2000). Die sich anschliefenden Signaltransduktionswege wurden fur KIT- und PDGFRA-
mutierte GIST sehr dhnlich beobachtet (Heinrich et al. 2003a) und werden im Folgenden

zusammenfassend am Beispiel von KIT beschrieben.

141  SFK-Signaltransduktionsweg

Die SFKs (Src-family-protein-kinases) sind benannt nach ihrem ersten Prototypen, der
Proteinkinase c-Src. Weitere Mitglieder sind Yves und Fan, die ebenso wie c-Src ubiquitéar
exprimiert werden, sowie Fgr, Hck, Lck und Lyn, die einer gewebespezifischen Expression
unterliegen und hauptsachlich in h&matopoetischen Zellen zu finden sind (Abram und
Courtneidge 2000; Ronnstrand 2004). Die SFKs sind in einer Reihe von Zellfunktionen wie
dem Ablauf des Zellzyklus, der Chemotaxis und dem intrazelluléren Proteintransport beteiligt
(Thomas und Brugge 1997).

Am Beispiel von Lyn konnte gezeigt werden, dass die Bindung von SCF an den KIT-Rezeptor
zu einem schnellen Anstieg der SFK-Aktivitat fuhrt (Linnekin et al. 1997). Die Bindung und
Aktivierung von Lyn und den anderen Proteinkinasen der SFKs erfolgt mittels ihrer SH2-
Doméne Uber die Tyrosinreste Tyr568 und Tyr570 der juxtamembrandren Doméne von KIT
(Lennartsson et al. 1999). Durch Versuche mit KIT-Tyr568- und KIT-Tyr570-Mutanten
konnte zudem gezeigt werden, dass es dabei auch zu einer verringerten Aktivitat in anderen
Signaltransduktionswegen wie dem RAS/ ERK-Signaltransduktionsweg kommt (Lennartsson
et al. 1999; Lennartsson et al. 2005).

Obwohl die genaue Rolle und Interaktion von Lyn und anderen SFKs, besonders im Hinblick

auf weitere Adapterproteine, nicht hinreichend gekléart ist, verdeutlicht die Bindung an die

regulierenden  Rezeptorregionen, sowie eine vermittelnde Rolle in anderen

10
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Signaltransduktionswegen, eine hdchstwahrscheinlich entscheidende Rolle in der SCF/ KIT-
Signaltransduktion (Lennartsson et al. 2005; Roskoski 2005a).

1.4.2 Ras/ ERK-Signaltransduktionsweg

Zahlreiche Studien implizieren die grofie Bedeutung des Ras/ ERK-Signaltransduktionswegs
in der Zellproliferation und Zellteilung (Steelman et al. 2004) und deren Aktivierung durch
SCF (Ronnstrand 2004).

Zu Beginn steht das kleine G-Protein Ras, das zwischen einer GTP-gebundenen, aktivierten
und einer GDP-gebundenen, inaktivierten Form oszillieren kann. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
wie KIT und PDGFRA sind in der Lage, mittels Assoziation mit einem Komplex aus dem
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos und dem Adapterprotein Grb2, das Uber seine SH2-
Doméne an die phosphorylierten Tyrosinreste Tyr936 und Tyr703 der aktivierten Rezeptoren
bindet, Ras in seine aktivierte, GTP-gebundene Form zu Uberfiihren und letztendlich zu
aktivieren (Ronnstrand 2004; Thommes et al. 1999) (siehe Abbildung 1.4.2-1).

Das aktivierte Ras interagiert mit der Serin/ Threonin-Kinase RAF-1 und initiiert dessen
Aktivierung. AnschlieBend kommt es in einer folgenden Phosphorylierungskaskade zur
Aktivierung der Kinasen Mek-1 und Mek-2 (Kyriakis et al. 1992), die wiederum durch
Phosphorylierung die Seronin/ Threonin-Kinasen ERK-1 und ERK-2 aktivieren (Crews und
Erikson 1992) (siehe Abbildung 1.4.2-1). Ziele der aktivierten ERKs im Zytoplasma sind
RSK-1, Mnk-1/2, c-Myc sowie cPLA2 (Pearson et al. 2001). Ein Teil der aktivierten ERKS
translozieren auch direkt in den Zellkern, wo durch die Phosphorylierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren die mitogene Gentranskription entscheidend beeinflusst werden kann
(Lennartsson et al. 2005).

11
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Abb. 1.4.2-1: Schematische Darstellung des Ras/ ERK-Signaltransduktionswegs.

00606:

1.43  PI3K/ AKT-Signaltransduktionsweg

Die Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K) repréasentieren eine Klasse von Lipidkinasen, die
die Phosphorylierung von 3-Hydroxyl-Gruppen des Inositolringes von
Phosphatidylinositolderivaten katalysieren. In vivo ist das bevorzugte Substrat das
Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2) und das Produkt das Phosphatidylinositol 3,4,5-
Triphosphat (P1Ps) (Foster et al. 2003). Die fir die SCF-Signaltransduktion wichtige Klasse
IA der PI3K besteht aus einem heterodimeren Komplex mit einer regulatorischen (p85) und
einer katalytischen (p110) Subeinheit. Die regulierende p85-Subeinheit bindet
Phosphotyrosinreste von aktivierten Rezeptor-Tyrosin-Kinasen Uber eine oder zwei ihrer
beiden SH2-Domanen (Carpenter CL. et al. 1993), dabei stellen die phosphorylierten Tyrosin-
Reste 721 und 730 bei KIT die Bindungstellen fir die PI3K dar (Lev et al. 1992). Diese
Bindung ergibt eine Konformationsédnderung, die eine allosterische Aktivierung der
enzymatischen p110-Subeinheit nach sich zieht (Ueki et al. 2002). Beeinflusst werden kann
diese Interaktion u.a. von dem Adaptorprotein, das tber seine SH3-Domaine an der p85-
Subeinheit der PI3K bindet und regulatorisch auf den entstehenden Komplex aus Rezeptor-
Tyrosin-Kinase, PI3K und CRKL einwirkt (Sattler et al. 1997).

12
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Die Bindung und Aktivierung der PI3K findet in der Ndhe der Zellmembran statt, wo die
Substrate (PIP2) lokalisiert sind. Ein nachgeschaltetes Ziel der von der PI3K generierten
Phospholipide stellt die Serin/ Threonin-Kinase AKT dar, die Uber eine PH-Doméne zur
Bindung von PIPs verfligt (Lennartsson et al. 2005). Durch diese Bindung in der N&he der
Zellmembran wird die Phosphorylierung und Aktivierung von AKT durch die Serin/
Threonin-Kinase PDK1 ermdglicht (Roskoski 2005a) (siehe Abbildung 1.4.3-1). AKT spielt
eine entscheidende Rolle bei der Zellproliferation und beeinflusst u.a. die Translation von
Cyclin D1, einem starken Wachstums- und Proliferationssignal (Ruggero und Sonenberg
2005) und wirkt zudem inhibierend auf das pro-apoptotisch wirkende Protein Bad (Blume-
Jensen et al. 1998).

S LS LS IS IS IS I8 = LN L LN

N IrY -
a N PKB

BAD, Caspase-9,
RAF-1 Transkriptionsfaktoren
fur die Zellproliferation

Abb. 1.4.3-1: Schematische Darstellung des PI3K/ AKT-Signaltransduktionswegs.
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1.4.4  PLCy-Signaltransduktionsweg

Phospholipase C (PLC) repréasentiert eine Enzymfamilie, die die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat  (PIP2) zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (IPs) und
Diacylglycerol (DAG) katalysiert. Vier verschiedene Subtypen sind bekannt, wobei die beiden
y-Isoformen bei der Regulation durch Tyrosin-Kinasen die wichtigste Rolle spielen

13
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(Carpenter G und Ji 1999). PLCy-1 wird ubiquitéar exprimiert, wahrend PLCy-2 hauptsachlich
in hamatopoetischen Zellen vorzufinden ist (Wilde und Watson 2001).

Die PLCy-Assoziation mit KIT erfolgt tber eine SH2-Domane an die Tyrosinreste Tyr730
und Tyr936 (Herbst et al. 1995). Die anschlielende Aktivierung von PLCy fiuhrt Gber die
Hydrolyse von PIP2 zur Erhohung der beiden Second Messenger DAG und IPs. DAG flhrt
wiederum zur Aktivierung der Proteinkinase C-o (PKC-a) wahrend IPs Uber spezifische
Rezeptoren am endoplasmatischen Retikulum bindet und eine intrazelluldare Calciumerhéhung
bewirkt (Berridge et al. 2003). PKC-o sowie freies Calcium regulieren eine Vielzahl von
Zellfunktionen wie Zellproliferation und Zelldifferenzierung (Roskoski 2005a) (siehe
Abbildung 1.4.4-1).

Die Bedeutung des PLCy-Signaltransduktionwegs im Hinblick auf die Aktivierung durch SCF
ist bisher nicht eindeutig zu klaren. Wéhrend bei Studien mit 16slichem SCF in den meisten
Féllen keine Erhohung der Aktivitat oder Phosphorylierung der PLCy nachgewiesen werden
konnte (Koike et al. 1993), gelang es bei der Arbeit mit einer membrangebundenen Form von
SCF, eine Rolle der PLCy in der SCF-induzierten Proliferation zu zeigen (Gommerman et al.
2000; Trieselmann et al. 2003). Des Weiteren belegen Studien, dass die Aktivierung von
PLCy durch KIT in direkten Zusammenhang mit der SCF-vermittelten Protektion gegeniber
Chemo- und Strahlentherapie steht (Maddens et al. 2002; Plo et al. 2001).
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Abb. 1.4.4-1: Schematische Darstellung des PL Cy-Signaltransduktionswegs.
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertation soll die quantitative Proteinexpression von KIT, PDGFRA,
SCF, PKC-alpha, phospho-PKC-alpha, SRC, phospho-LYN, CRKL, AKT-1, phospho-AKT-1,
ERK-2, FAK, PYK-2 und cyt-PP2A mittels Tissue-Microarray-Technologie und
immunhistochemischer Farbungsmethoden in GIST untersucht und mit den klinisch-

pathologische Parametern verglichen werden.

- Ist das untersuchte GIST-Kollektiv unter Berlcksichtigung klinisch-pathologischer
Parameter mit anderen Studien vergleichbar bzw. bestehen Unterschiede?

- Ergibt sich eine besondere Bedeutung beim Vergleich der klinisch-pathologischen

Parameter flr eine Untergruppe von GIST im vorliegenden Tumorkollektiv?

- Ist die Expression eines oder mehrerer Proteine bei GIST mit einem klinisch-
pathologischen Parameter assoziiert und lasst sich dadurch die Bedeutung eines bestimmten

Signaltransduktionswegs in einer Untergruppe von GIST hervorheben?

15
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Dissertation wurden 167 Patienten mit einem gastrointestinalen
Stromatumor untersucht. Die Diagnose ,,GIST* wurde histomorphologisch und
immunhistochemisch gestellt. Mitosen wurden in 50 hochauflésenden Gesichtsfeldern
ausgezahlt. Die Klassifikation erfolgte nach dem Schema von Fletcher (Fletcher et al. 2002)
und nach dem Schema von Miettinen (Miettinen und Lasota 2006). Der klinische Verlauf
nach der Operation wurde durch Anschreiben an die Hausarzte erfragt und aus den
Patientenakten erhoben. Ein Tumorbefall von Leber, Peritoneum, Lunge, Lymphknoten oder
anderen Organen, sowie das Auftreten eines Lokalrezidivs wurden als Progress gewertet. Die
Studie wurde von der Ethik-Kommission der Universitdtsmedizin Gottingen beflrwortet
(Ethik-Votum Nr. 8/9/07 vom 10.04.2008).

2.2 Untersuchungsmethoden

2.2.1  Tissue Mikroarrays

Mit dem Tissue Mikroarrayer stand ein manuell zu bedienendes Laborgerat zur Verfigung,
das es ermdglicht, zahlreiche Gewebeproben verschiedener Patienten in Form kleiner
Stanzkerne von 0,1 cm Durchmesser in einem einzigen Paraffinblock als gemeinsame Matrix
anzulegen. Dazu besitzt der Tissue Mikroarrayer zwei Hohlstanzen. Mit der ersten Stanze
wird ein Loch in einen Empféangerparaffinblock gestanzt. AnschlieBend wird ein préziser
Stanzkern aus einem selektierten Bereich eines Spenderparaffinblocks, in diesem Fall aus
dem Gewebeparaffinblock, durch die zweite Hohlstanze entnommen und in das vorgefertigte
Loch des Empféngerblocks platziert (Abbildung 2.2.1-1).

16
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Abb. 2.2.1-1: Die Abbildung zeigt den manuellen Tissue Mikroarrayer mit dem korrekten Sitz eines
Empféangerblocks (AlphaMetrix Biotech GmbH 2005a)

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

immunhistochemischen Untersuchungen zur Verfugung stehen (Abbildung 2.2.1-2).

Abb. 2.2.1-2: Die Abbildung zeigt die Herstellung eines TMAs. Zunéchst wird ein préziser Stanzkern aus
einem selektierten Bereich eines Spenderparaffinblocks durch eine Hohlstanze entnommen und in das

17
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vorgefertigte Loch des Empfangerblocks platziert. Der Empfangerparaffinblock kann anschlieRend mit
dem Mikrotom geschnitten werden und die Schnitte werden auf einem Objekttrager aufgebracht.
SchlieRlich kénnen die auf dem Objekttrager aufgebrachten Gewebeproben unter dem Mikroskop
betrachtet werden (AlphaMetrix Biotech GmbH 2005b).

Auf einem Tissue Array wurden je sechs Gewebeproben von 16 Patienten untersucht (siehe
Tabelle 2.2.1-1).

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

Tab. 2.2.1-1: Die Tabelle zeigt das Beispiel einer Matrix fiir einen Tissue Mikroarray. In der ersten Spalte
wurden Gewebeproben aus der Leber, Magen-Mukosa, Magen-Muskulatur, sowie ein PDGFRA-
mutierter GIST eingefugt, um sich hinterher bei der Mikroskopie und Auswertung orientieren zu kénnen.
Desgleichen konnten diese Normalgewebe als Positiv-Kontrollen fir verschiedene Antikdrper verwendet
werden. Die Ziffern geben an, welchem Patienten das Gewebe zuzuordnen ist (Bsp.: Zeile A, Spalte 2
beinhaltet eine Gewebeprobe von Patient 1).

Vor dem Schneiden des Array-Paraffinblocks mussten die Stanzen zundchst mit dem
umgebenden Paraffin verbunden werden. Nach einer halbstindigen Erwérmung bei 37°C
konnten zundchst grobere Ungleichheiten in der Eindringtiefe der Stanzkerne in den
Empféangerblock durch manuelle Kompression mittel eines Glasobjekttréagers ausgeglichen
werden. AnschlieBend wurde durch die Erwarmung des TMAs auf 60°C fur 15 Minuten das
Paraffin verflissigt, so dass ein optimaler Verbund zwischen den Stanzkernen und dem
umgebenden Paraffin erreicht werden konnte. Nun konnten nach einer abschlieBenden
Abkihlung des Blockes bei -20°C fir 5 Minuten mit dem Mikrotom Schnitte von 1 pm
Dicke abgenommen und auf einen Objekttrager tibertragen werden.
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2.2.2 Immunhistochemie

2.2.2.1 Antikorper-Vorbehandlung und Verdinnung

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

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

- Stammldsung 11 29,49 tri-CH3COO-Na x 2H,0/ 11 bi-dest. H,0
18ml von Stammldsung | und 82ml von Stammlésung Il ergaben auf 11 bi-dest. H,0 den
erforderten pH-Wert von 6,0. Nach erfolgter Citratpuffer-Auftragung wurden die Objekttrager
fur 45 Minuten in einem Dampfgarer inkubiert und die fur die immunhistochemischen
Farbungen bendtigten Primarantikorper verdiinnt (Tabelle 2.2.2.1-1):
KIT, PDGFRA, SCF, PKC-alpha, phospho-PKC-alpha, SRC, phospho-LYN, CRKL, AKT-1,
phospho-AKT-1, ERK-2, FAK, PYK-2 und cyt-PP2A.

Antikérper Clone-ID  Bestell-Nr.  Firma (Stadt, Verdin- zellulare
Land) nung Lokalisation

KIT YR145 1522-1 Epitomics 1:250 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

PDGFRA  polyclonal RB-9027-P  NeoMarkers 1:200 zytoplasmatisch

rabbit (Fremont, CA, USA)

SCF EP665Y 2062-1 Epitomics 1:100 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

PKC-a Y143 1608-1 Epitomics 1:100 nuklear

(Burlingame, USA)
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phospho-  E195 1195-1 Epitomics 1:50 zytoplasmatisch

PKC-a (Burlingame, USA)

SRC EG107 1587-1 Epitomics 1:100 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

phospho- EP504Y 1659-1 Epitomics 1:100 zytoplasmatisch

LYN (Burlingame, USA)

CRKL Y244 1524-1 Epitomics 1:50 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

AKT-1 E45 1085-1 Epitomics 1:1000 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

phospho-  EPR4157  3188-1 Epitomics 1:100 zytoplasmatisch

AKT-1 (Burlingame, USA)

ERK-2 E460 1586-1 Epitomics 1:1000 nuklear
(Burlingame, USA)

FAK EP695Y 1700-1 Epitomics 1:100 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

PYK-2 YE353 1509-1 Epitomics 1:250 zytoplasmatisch
(Burlingame, USA)

cyt-PP2A Y119 1512-1 Epitomics 1:250 zytoplasmatisch

(Burlingame, USA)

Tab. 2.2.2.1-1: In der Tabelle sind die verwendeten Antikdérper inklusive der herstellenden Firma und des

Firmensitzes dargestellt. Weiterhin sind fir jeden Antikdrper die benutzen Verdiinnungen angegeben.

2.2.2.2 Immunhistochemische Farbung

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

Bei diesem Férbevorgang erfolgte als erstes eine finfminutige Waschung der Tissue
Mikroarrays in einem neutralen TRIS-Puffer (12g TRIS + 18 g NaCl / 2 | bi-dest H,0, pH:
7,4). Zum Blockieren des endogenen Biotins wurde mit der BSA-Fraktion-V (2g BSA /
100ml TRIS-Puffer) inkubiert, worauf sich eine zehnminitige Einwirkung mit dem primaren
Antikorper (Tabelle 2.3-1.) anschloss. Nach dreimaligem Waschen mit dem TRIS-Puffer
wurde der sekundiare Antikorper (Dako REAL ™ Detection System, Alkaline
Phosphatase/RED, Link, Biotinylated Secondary Antibody) fiir 20 Minuten hinzugegeben.
Nun wurde abermals mit dem TRIS-Puffer dreimal gewaschen und daraufhin das AP-Enzym-
Konjugat (Dako Real ™ Detection, Alkaline Phophatase/RED Streptavidin Alkaline
Phosphatase (AP)) fiir 20 Minuten inkubiert, so dass abschliefend nach erneuter dreimaliger
Waschung mit TRIS-Puffer die Farbreaktion mit Chromogen (Dako REAL ™ Detection
System, Chromogen (RED)) ablaufen konnte. Hierbei wirkte das Chromogen (Ansatz: 1 ml
Puffer + 40ul REDI1 + 40ul RED2 + 40ul RED3 + 5ul Levamisol) 20 Minuten ein. Um die
nicht gebundenen Antikdrper vom Gewebe zu trennen, wurden die Objekttrager mit
demineralisiertem Wasser abgespllt. Eine anschlieende Gegenfarbung mit Hamalaun nach
Mayer blaute die nicht antikdrperbesetzten Zellbestandteile, so dass spater unter dem
Mikroskop sowohl die positiv gefarbten, als auch die fir den Antikdrper negativen
Gewebeproben sichtbar waren. Um die Tissue Mikroarrays auf dem Objekttrager eindecken
zu konnen, musste als letzter Schritt das Wasser wieder aus dem Gewebe herausgespult und
Xylol eingezogen werden, da das Eindeckmedium xylol-haltig war und somit eine langere
Haltbarkeit der Proben gewdhrleistet wurde. Eine aufsteigende Alkoholreihe mit 75%igem-
Alkohol, 96%igem-Alkohol und dreimal 100%igem-Alkohol und ein abschlielendes

dreimaliges Xylol-Bad flihrten schlieRlich zu dem gewiinschten Ergebnis.

2.3 Auswertungsmethoden

2.3.1  Quantitative Auswertung

Die immunhistochemisch geférbten Gewebeproben wurden zunéchst jeweils einzeln unter
dem Mikroskop aufgesucht und dann mit einer 200-fachen VergroRerung digital fotografiert
(Abbildung 2.3.1-1). Die digitalen Fotos der einzelnen Gewebeproben wurden anschlie3end
mit Hilfe einer Computer-gestiitzen Anwendung quantitativ ausgewertet. Die Software, die

von Dr. Robert Cameron (Cameron et al. 2008) programmiert wurde, erkennt und zahlt die
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2 Material und Methoden

Zellkerne in zwei getrennten Durchldufen. Zundchst werden nur die rot angefarbten, positiven
Zellkerne ausgezéahlt, welche das gesuchte Protein exprimieren. In einem zweiten Durchlauf
werden dann alle Zellkerne ausgezahlt, auch die blau gefarbten, welche das gesuchte Protein
nicht exprimieren. Aus dem Verhaltnis der markierten positiven Zellkerne zu allen markierten
Zellkernen lasst sich quantitativ bestimmen, wie viel Prozent der Tumorzellen ein gesuchtes

Protein exprimieren (z.B. 12%).

Abb. 2.3.1-1: Die Abbildung zeigt die immunhistochemisch gefarbten Gewebeproben bei 200-facher
VergroRerung unter dem Mikroskop. A) Dieses Gewebe weist ca. 20% positive Zellkerne nach
immunbhistochemischer Farbung mit dem Priméarantikdrper Cyclin A2 auf; B) Dieses Gewebe zeigt ca.
5% positive Zellkerne nach immunhistochemischer Farbung mit dem Primarantikdrper Cyclin A2.

2.3.2  Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendung des Computerprogramms Statistika 8.0
(StatSoft, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Ein statistisches Ergebnis wurde als
signifikant gewertet, wenn der p-Wert < 0,05 betrug. Zundchst wurden die Klinisch-
pathologischen Parameter Lokalisation, Morphologie, Tumorgréfie, Mitosenanzahl/ 50 HPFs
und Mutationsstatus untereinander verglichen. Die statistische Auswertung erfolgte dabei
mithilfe von t-Tests fur unverbundene Stichproben, sowie Chi®-Tests. Fiir unverbundene

Stichproben wurden bei nominalen Daten ebenfalls t-Tests angewandt. Die graphische
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2 Material und Methoden

Darstellung dieser Ergebnisse erfolgte mittels Box-Plots (siehe einzelne Abbildungen; Balken
innerhalb der Box: Median, Box: 25 bzw. 75% Quantil, &uflere Begrenzungsbalken:

Minimum/Maximum ohne Ausreiler, Dreiecke: Originaldaten).

Chi®-Tests wurden bei kategorialen Variablen angewandt. Hierbei wurde im Rahmen des
Vierfeldertests der Zusammenhang zwischen zwei Alternativmerkmalen untersucht. Die
Darstellung dieser Ergebnisse erfolgte tabellarisch. AnschlieBend wurde die Expression der
untersuchten Proteine auf Korrelationen mit den oben genannten Klinisch-pathologischen
Parametern getestet. Dies erfolgte ausschliellich mittels t-Tests fir unverbundene
Stichproben, wobei auch hier die Ergebnisse durch Box-Plots graphisch dargestellt wurden.
Der klinische Verlauf wurde abschlieBend mit Hilfe von Kaplan-Meier-Kurven dargestellt,
wobei die Signifikanzen der Ergebnisse mit dem Log-Rang-Test tberprift wurden. Der Log-
Rang-Test basiert ebenfalls auf der Chi*Verteilung und dient dazu, die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten zweier Gruppen miteinander zu vergleichen, wobei auch

zensierte Daten erlaubt sind.

2.4 Reagenzien und Gerate

Gerat/ Reagenz Firma Firmensitz Land
Manueller Tissue- Arrayer  AlphaMetrix Biotech Rdédermark Deutschland
MTA-1 GmbH

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

Phosphatase/RED,

Rabbit/Mouse

Dako REAL™ Biotinylated Dako Denmark A/S Glostrup Dénemark
Secondary Antibodies

(AB2)

Dako REAL™ Streptavidin  Dako Denmark A/S Glostrup Dénemark
Alkaline Phosphatase (AP)

Dako REAL™ Chromogen Dako Denmark A/S Glostrup Dé&nemark
Red 1
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Dako REAL™ Chromogen
Red 2

Dako REAL™ Chromogen
Red 3

Dako REAL™ AP
Substrate Buffer

Dako REAL™ Levamisole
BSA-Fraktion V

Paraffin

Objekttrager

Deckglaser

Xylol

Ethanol

H20 destilliert
Citronenséaure
Tri-Natriumcitrat
TRIS-Puffer
Natriumchlorid

Hémalaun/ Hamatoxylin
Schlittenmikrotom
Dampfgarer
“Multigourmet”

Mirkoskop Olympus BX40

Digitalkamera Olympus
C-5050

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S

Dako Denmark A/S
Merck KGaA

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

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Dako Denmark A/S
Reichert-Jung

B. Braun Biotech
International GmbH
Olympus Europa Holding
GmbH

Olympus Europa Holding
GmbH

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Glostrup

Darmstadt

Bdnen

Braunschweig

Braunschweig

Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Glostrup

Nussloch

Melsungen

Hamburg

Hamburg

Danemark

Déanemark

Danemark

Dénemark

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

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Tab. 2.4-1: Reagenzien und Geréte
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3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Darstellung des untersuchten Tumorkollektivs

3.1.1  Geschlechts- und Altersverteilung der Patienten

Das untersuchte Tumorkollektiv umfasst 167 Patienten, davon waren anteilig 89 Patienten
mannlich  (53%) wund 78 Patienten weiblich (47%). Dies entspricht einem
Geschlechterverhaltnis von 1:1,14. Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation lag
zwischen 33 und 90 Jahren und betrug im Mittel bei den weiblichen Patienten 67,2 Jahre
(12,8 Jahre) und bei den mannlichen Patienten 64,6 Jahre (11,5 Jahre). Es bestand keine
signifikante Korrelation hinsichtlich des Geschlechts und dem Zeitpunkt der Operation
(p=0,17).
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Abb. 3.1.1-1: Altersverteilung der 89 ménnlichen und 78 weiblichen Patienten mit GIST, getrennt nach
Geschlecht.
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3 Ergebnisse

3.1.2  Anatomische Lokalisation

Von den untersuchten 167 GIST befanden sich 101 Tumoren im Magen (60,5%). 47 Tumoren
waren im Dinndarm (28,1%) und 13 Tumoren im Dickdarm (7,8%) lokalisiert. AuRerdem
umfasste das Patientenkollektiv 6 GIST, die sich im Peritoneum und folglich extraintestinal
(3,6%) befanden.

Dickdarm; 13; 8%

Dinndarm; 47; 28%

Magen; 101; 60%

extraintestinal; 6; 4%

Abb. 3.1.2-1:  Kreisdiagramm der anatomischen Lokalisationen von 167 in Goéttingen diagnostizierten
priméaren GIST. Angegeben sind jeweils die absoluten Haufigkeiten und die Prozentangaben bezogen auf
das Gesamtkollektiv.

3.1.3  Tumorgrole

Die GroRe der Tumoren reichte von 0,7 cm bis maximal 30 cm. Im Mittel betrug die Grolze
6,78 cm (+5,19 cm).

314 Mitosenanzahl

Angegeben wird die Anzahl der Mitosenfiguren in 50 hochauflésende Gesichtsfeldern bzw.
High-Power-Fields (HPFs), was einer Flache von 10 mm? entspricht. Von den 167
untersuchten GIST-Fallen besalen 109 Tumore (65%) Mitosezahlen < 5/ 50 HPFs und 58
Tumore (35%) Mitosefiguren > 5/ 50 HPFs. Der Mittelwert an Mitosefiguren pro jeweiligen
GIST betrug hierbei 15,74 + 30,39.
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3 Ergebnisse

3.1.5 Morphologie

Das untersuchte Kollektiv von 167 GIST bestand aus 98 Fallen mit spindelzelliger
Morphologie (58,7%), aus 20 Fallen mit epitheloider Morphologie (12,0%) sowie 49

Tumoren mit gemischter epitheloid-spindelzelliger Morphologie (29,3%).

3.1.6  Mutationsstatus

GIST konnen, ihrem Mutationsstatus entsprechend, in GIST mit einer KIT-Mutation, in GIST
mit einer PDGFRA-Mutation und in einen Wildtyp-GIST unterteilt werden. Hierbei ergaben
sich 96 GIST mit einer KIT-Mutation (73,8%), 21 GIST mit einer PDGFRA-Mutation
(16,2%) und 13 Wildtyp-GIST (10%). Bei 37 Tumoren wurde kein Mutationsstatus bestimmt.

3.1.7  Aktuelle Risikoklassifikation

3.1.7.1 Einteilung nach Fletcher

In der Risikoklassifikation nach Fletcher (Fletcher et al. 2002) werden aufgrund der
TumorgrolRe und der Mitoserate vier verschiedene Risiko-Stadien unterschieden. In dem
untersuchten Kollektiv fanden sich 20 Tumoren (12,0%) mit sehr niedrigem, 44 Tumoren
(26,3%) mit niedrigem, 42 Tumoren (25,2%) mit mittlerem und 61 GIST (36,5%) mit hohem
Risiko.

3.1.7.2 Einteilung nach Miettinen

Neben den beiden Parametern der TumorgréfRe und der Mitosenanzahl wurde bei der
Risikoklassifikation nach Miettinen noch die anatomische Lokalisation miteinbezogen
(Miettinen und Lasota 2006). Daraus ergaben sich fir das untersuchte Kollektiv 20 Tumoren
(12,0%) mit sehr niedrigem, 74 (44,3%) mit niedrigem, 19 (11,4%) mit mittlerem und 54
Tumoren (32,3%) mit hohem Risiko.
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3 Ergebnisse

3.1.8  Progress und tumorfreie Uberlebenszeit

Von 139 Patienten lagen die Daten Uber einen eventuellen Progress und die tumorfreie
Uberlebenszeit vor. Bei 99 Patienten lag bisher kein Progress vor und die mittlere tumorfreie
Uberlebenszeit betrug 42,5 (+36,1) Monate. 40 Patienten erlitten einen Progress und die
tumorfreie Uberlebenszeit betrug im Mittel 17,2 (+21,3) Monate.

3.2 Vergleich der klinisch-pathologischen Parameter

3.2.1 Mutationsstatus

3.2.1.1 Vergleich von Mutationsstatus und Lokalisation

Zunéchst zeigte sich, dass in dem untersuchten Kollektiv keine PDGFRA-Mutationen
auBerhalb des Magen vorzufinden waren. Auflerdem waren keine Wildtyp-Mutationen im
Dickdarm und im Extraintestinum vorhanden (siehe Tabelle 3.2.1.1-1).

Signifikante Korrelationen mit p-Werten < 0,05 (siehe Tabelle 3.2.1.1-2) fanden sich
zwischen dem KIT- und PDGFRA-Mutationsstatus hinsichtlich einer Lokalisation im Magen
oder im Dunndarm. Demzufolge waren signifikant mehr KIT-mutierte Tumoren im Magen
(53,1%) als im Dinndarm (33,3%) sowie signifikant mehr PDGFRA-mutierte GIST im
Magen (95,2%) als im Dinndarm (0%) vorzuweisen (p=0,0008) (siehe Tabellen 3.2.1.1-1/ 2).
Gleiches zeigte sich bei der Verteilung zwischen PDGFRA- und Wildtypmutationen
hinsichtlich einer Magen- oder Dunndarmlokalisation, wobei im Dunndarm signifikant
seltener (p=0,0026) eine Wildtypvariante (38,5%) oder eine PDGFRA-Mutation (0%)
vorzufinden war als im Magen. Der Magen war anteilig mit 61,5% am Wildtyp-Kollektiv

beteiligt.

Des Weiteren waren signifikante Korrelationen zwischen einem Vorkommen im Dinndarm
und im Extraintestinum und der PDGFRA- und KIT-Mutation (p=0,010) sowie der PDGFRA-
und Wildtyp-Mutation (p=0,014) erkennbar. PDGFRA-mutierte Tumore waren nicht im
Dinndarm zu finden, lieBen sich jedoch mit einem Fall im Extraintestinum (4,8%)
nachweisen. GIST vom Wildtyp fanden sich gehduft im Dinndarm (38,5%) und waren nicht

im Extraintestinum aufzufinden (siehe Tabellen 3.2.1.1-1/ 2).
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KIT PDGFRA  Wildtyp
Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
Magen 51 (53,1) 20 (95,2) 8 (61,5)
Dinndarm 32 (33,3) 0 5 (38,5)
Dickdarm 9(9,4) 0 0
Extraintestinal 4 (4,2) 1(4,8) 0
Gesamt 96 (100) 21 (100) 13 (100)
Tab. 3.2.1.1-1: Absolute und relative Verteilung der Mutationstypen hinsichtlich ihrer anatomischen
Lokalisation.
KIT/PDGFRA KIT/Wildtyp PDGFRA/ Wildtyp
Magen/ Dinndarm p=0,0008 p=0,99 p=0,0026
Magen/ Dickdarm p=,0660 p=0,24 Nicht mdglich
Magen/ Extraintestinal p=0,21 p=0,43 p=0,087
Dunndarm/ Dickdarm Nicht mdglich p=0,24 Nicht mdglich
Dunndarm/ Extraintestinal 0,010 p=0,43 p=0,014
Dickdarm/ Extraintestinal 0,16 Nicht mdglich  Nicht mdglich

Tab. 3.2.1.1-2: Darstellung der statistischen Ergebnisse (Chi2-Test) beim Vergleich von Lokalisation und

Mutationsstatus.

3.2.1.2 Vergleich von Mutationsstatus und Tumorgrofie

Die maximale TumorgroRe in Bezug zum Mutationsstatus zeigte Mittelwerte flr die KIT-
Mutation von 7,50 (z 5,65) cm, fur die PDGFRA-Mutation von 5,87 (x 3,59) cm und fiir die
Wildtyp-Mutation von 5,14 (£2,99) cm. Es lag kein signifikanter Unterschied vor.

3.2.1.3 Vergleich von Mutationsstatus und Mitosenanzahl

Der Vergleich zwischen Mitosenanzahl und dem Mutationsstatus ergab fiir die KIT-Mutation
einen Mittelwert von 20,77 (x 34,92) / 50 HPF, fir die PDGFRA-Mutation von 7,10 (+ 16,85)
und fur die Wildtyp-Variante von 3,92 (x 10,29) / 50 HPF. Die durchgefiihrten t-Tests fur
unverbundene Stichproben zeigten keine signifikanten Korrelationen auf.
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3.2.1.4 Vergleich von Mutationsstatus und Morphologie

Von den insgesamt 96 KIT-mutierten Tumoren ergab sich in 66 Féllen (68,8%) eine
spindelzellige, in 27 Fallen (28,1%) eine gemischte und in 3 Féllen eine epitheloide
Morphologie. Die 21 PDGFRA-Mutationen waren mit jeweils 9 Tumoren (42,85%) von
epitheloider oder gemischter Morphologie. Drei Tumoren erwiesen sich als spindelzellig
(14,3%). Die 13 Wildtyp-GIST waren in 6 Fallen (46,2%) von spindelzelliger, in 3 Féllen
(23%) von epitheloider und in 4 Fallen (30,8%) von gemischter Morphologie (Tabelle
3.2.1.4-1). Somit sind KIT-mutierte GIST signifikant h&ufiger von spindelzelliger
Morphologie als PDGFRA-mutierte (p=0,00) oder Wildtyp-mutierte Tumore (p=0,0021).
Eine PDGFRA-Mutation ist hingegen positiv mit dem Vorliegen einer epitheloiden (p=0,00)
oder gemischten (p=0,0019) Morphologie gegenlber einer spindelzelligen (p=0,0000)
Morphologie bei den KIT-mutierten GIST korreliert (Tabelle 3.2.1.4-2).

KIT PDGFRA Wildtyp (WT)

Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
Spindelzellig 66 (68,8) 3(14,3) 6 (46,2)
Epitheloid 3(3,1) 9 (42,85) 3(23)
Gemischt 27 (28,1) 9 (42,85) 4 (30,8)
Gesamt 96 (100) 21 (100) 13 (100)

Tab. 3.2.1.4-1: Absolutes und relatives Vorkommen der einzelnen Morphologien im Hinblick auf den

Mutationsstatus.

KIT/PDGFRA  KIT/Wildtyp PDGFRA/ Wildtyp

Spindelzellig/ Epitheloid p=0,0000 p=0,0021 p= 0,056
Spindelzellig/ Gemischt p= 10,0016 p= 0,47 p= 0,096
Epitheloid/ Gemischt p= 10,0019 p=0,034 p=0,75

Tab. 3.2.1.4-2: Ergebnisse der Chi2-Tests beim statistischen Vergleich zwischen Mutationsstatus und
Morphologie.
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3.2.2 Lokalisation

3.2.2.1 Vergleich der Lokalisation mit der Tumorgroi3e

Die durchschnittliche TumorgréRe betrug im Magen 6,18 (x 4,60) cm, im Dunndarm 7,29 (+
5,02) cm, im Dickdarm 5,55 (£ 4,18) cm und extraintestinal 16,17 (x 8,75) cm. Bei den
durchgefiihrten t-Tests fir unverbundene Stichproben ergaben sich signifikante
Zusammenhdange bezuglich der TumorgréRe zwischen Magen und Extraintestinum
(p=0,0000040), zwischen Dinndarm und Extraintestinum (p=0,00050) sowie zwischen
Dickdarm und Extraintestinum (p=0,00049). Die GIST, die extraintestinal lokalisiert waren,
stellten sich in ihrer Tumorausdehnung als deutlich groR3er heraus. (Abbildung 3.2.3.1-1)
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Abb. 3.2.2.1-1: Box-Plot-Darstellung der Tumorgrofie in Bezug zur anatomischen Lokalisation.

3.2.2.2 Vergleich der Lokalisation mit der Mitosenanzahl

Der Mittelwert der Mitosenanzahl betrug beim Magen 12,01 (x 24,72) / 50 HPF, beim
Dinndarm 17,30 (£ 31,94) / 50 HPF, beim Dickdarm 34,23 (£ 54,06) / 50 HPF und beim
Extraintestinum 24,83 (= 27,58) / 50 HPF. Ein signifikante Korrelation wurde beim Vergleich
zwischen Magen und Dickdarm deutlich (p=0,012). GIST des Dickdarms zeigten eine
signifikant hohere durchschnittliche Mitosenanzahl als Tumore des Magens (Abbildung
3.2.3.2-1). Weitere t-Tests fur unverbundene Stichproben zwischen Mitosenanzahl und

Lokalisation ergaben keine signifikanten Zusammenhange.
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Abb. 3.2.2.2-1: Box-Plot-Darstellung der Mitosenanzahl in Bezug zur Lokalisation.

3.2.2.3 Vergleich der Lokalisation mit der Morphologie

Von den 101 GIST, die sich dem Magen zuordnen lieRen, besallen 55 eine spindelzellige
(54,5%), 15 eine epitheloide (14,9%) und 31 (30,7%) eine gemischte Morphologie. Die 47
GIST des Dunndarms waren mit 32 Féllen (68,1%) von spindelzelliger, mit 3 Fallen (6,4%)
von epitheloider und mit 12 Féllen (25,5%) von gemischter Morphologie. Im Dickdarm waren
anteilig 9 spindelzellige und 4 gemischte Tumoren vorzufinden. Es fand sich kein Tumor von
epitheloider Morphologie. Die lediglich 6 extraintestinal vorkommenden GIST sind jeweils
mit 2 Tumoren von spindelzelliger, epitheloider und gemischter Morphologie (siehe Tabelle
3.2.3.3-1). Chi%Tests fir nicht-parametrische Verfahren ergaben zwischen den Gruppen

keine signifikanten Korrelationen.
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Magen Dunndarm Dickdarm Extraintestinal

Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)

Spindelzellig 55 (54,4) 32 (68,1) 9 (69,2) 2 (33,3)
Epitheloid 15 (14,9) 3(6,4) 0 2 (33,3)
Gemischt 31 (30,7) 12 (25,5) 4 (30,8) 2 (33,3)
Gesamt 101 (100) 47 (100) 13 (100) 6 (100)

Tab. 3.2.2.3-1: Verteilung der anatomisch-lokalisierten GIST auf die jeweilige Morphologie.

3.3 Vergleich der Expression der untersuchten Signalproteine und der klinisch-

pathologischen Parameter

Im Folgenden wurden aus Ubersichtsgriinden nur die Mittelwerte, Standardabweichungen und
p-Werte der t-Tests von den Antikdrperexpressionen angegeben, die eine Signifikanz bei den
einzelnen Vergleichen zeigten. Die untersuchten Signalproteine waren KIT, PDGFRA, SCF,
PKC-alpha, phospho-PKC-alpha, SRC, phospho-LYN, CRKL, AKT-1, phospho-AKT-1, ERK-
2, FAK, PYK-2 und cyt-PP2A.

3.31 Mutationsstatus

Bei dem Vergleich der Expression der untersuchten Antikdrper mit dem Mutationsstatus
ergaben sich bei den durchgefiihrten t-Tests fur unverbundene Stichproben signifikante
Korrelationen bei den Vergleichen von KIT-mutierten, PDGFRA-mutierten und Wildtyp-
mutierten GIST bei der KIT-Expression, der PDGFRA-Expression und bei der phospho-PKC-
a-Expression. Die KIT-Expression zeigte bei den KIT-mutierten Tumoren (31,53 [+ 14,65])
signifikant (p<10°®) hohere Werte als bei den PDGFRA-mutierten GIST (11,89 [+ 14,39]) und
auch signifikant (p=0,014) héhere Werte als bei den Wildtyp-Falle (19,99 [+18,33]).
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Abb. 3.3.1-1: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in Abhé&ngigkeit vom Mutationsstatus.

Die PDGFRA-Expression war bei den PDGFRA-mutierten Tumoren (29,20 [£11,59])
signifikant  (p=0,000076) gegeniber den KIT-mutierten GIST (16,76 [£12,46]) und
signifikant (p=0,000157) gegeniiber den Wildtyp-mutierten (12,54 [+9,636]) Tumoren erhoht.
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Abb. 3.3.1-2: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in Abhéngigkeit vom Mutationsstatus.
Als weiteren signifikanten Zusammenhang ergab sich die phospho-PKC-a-Expression, die

sich bei den PDGFRA-mutierten Tumoren (10,52 [£5,879]) signifikant (p=0,046) hoher
darstellte als bei den KIT-mutierten GIST (6,939 [£5,869]).
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Abb. 3.3.1-3: Box-Plot-Darstellung der Phospho-PKC-a-Expression in Abhangigkeit vom Mutationsstatus.

3.3.2 Lokalisation

Es ergaben sich signifikante Korrelationen bei dem Vergleich der untersuchten Antikorper-
Expressionen und der jeweiligen anatomischen Lokalisation hinsichtlich der KIT-, PDGFRA-
und CRKL-Antikorper-Expressionen.

Die KIT-Expression zeigte durchschnittlich signifikant (p=0,0041) hoéhere Werte im
Dinndarm (33,46 [£13,03]) als im Magen (24,42 [+£19,01]) und auch signifikant (p=0,0022)
hohere Werte als im Extraintestinum (14,59 [£17,08]). Ebenfalls war statistisch eine
signifikant (p=0,020) erhohte KIT-Expression im Dickdarm (33,52 [+14,03]) gegentiber einer

Expression im Extraintestinum nachzuweisen.
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Abb. 3.3.2-1: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in Abh&ngigkeit zur anatomischen Lokalisation.

Die PDGFRA-Expression war entgegen der KIT-Expression signifikant (p=0,000003) im
Magen (22,38 [+11,91]) gegenuber einer Lokalisation im Dinndarm (12,35 [+11,18]) und
auch signifikant (p=0,026) gegenuiber einer Lokalisation im Dickdarm (14,16 [+15,14])
erhoht.
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Abb. 3.3.2-2: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in Abhéangigkeit zur anatom. Lokalisation.
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Bei der CRKL-Expression zeigten sich signifikant (p=0,037) hohere Werte im Dickdarm
(5,901 [+5,408]) gegeniliber einem Vergleich bei einem Auftreten im Dinndarm (3,131
[£2,742]).
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Abb. 3.3.2-3: Box-Plot-Darstellung der CRKL-Expression in Abh&ngigkeit zur anatom. Lokalisation.

3.3.3  Mutationsstatus / Lokalisation

Der Vergleich zwischen dem jeweiligen Mutationsgen und der vorzufindenden anatomischen
Lokalisation ergab signifikante Korrelationen bei der KIT-, der PDGFRA-, der CRKL-, der
cyt-PP2A- und der PKC-a-Expression.

Signifikante Korrelationen zu einer erhdhten KIT-Expression zeigten sich bei KIT-mutierten
Tumoren aus dem Magen (30,71 [+14,84]), verglichen mit den PDGFRA-mutierten (12,42
[£14,55]) (p=0,000014) und den Wildtyp-mutierten GIST aus dem Magenbereich (16,45
[£19,73]) (p=0,019).
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Abb. 3.3.3-1: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in GIST mit der Lokalisation Magen.

Des Weiteren wurde eine signifikant (p=0,024) erhohte KIT-Expression bei den KIT-
mutierten Tumoren aus dem Magen (21,09 [£11,77]) gegenuber KIT-mutierten Tumoren aus

dem Extraintestinum (7,255 [+3,767]) nachgewiesen (Abb. 3.3.3-2).
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Abb. 3.3.3-2: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in KIT-mutierten GIST verschiedener

Lokalisation.

Die PDGFRA-Expression betrug in den im Magen vorkommenden KIT-mutierten Tumoren
21,09 (£11,77) und war somit signifikant (p=0,029) kleiner als die PDGFRA-Expression in
PDGFRA-mutierten Tumoren aus dem Magen (27,98 (£10,51)) (Abb.3.3.3-3).
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Abb. 3.3.3-3: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in GIST im Magen bei unterschiedlichem

Mutationsgen.

Aulerdem zeigte sich eine signifikant gréRere PDGFRA-Expression innerhalb der KIT-
mutierten GIST zwischen einer Lokalisation im Magen [21,09 (£11,77)] und einer
Lokalisation im Dunndarm (11,87 [+10,44]) (p=0,00053), sowie beim Vergleich mit einer
Lokalisation im Extraintestinum [7,255 (£3,767)] (p=0,024) (Abb.3.3.3-4).
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Abb. 3.3.3-4: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in KIT-mutierten GIST verschiedener

Lokalisation.
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Weiterhin wurde eine signifikant (p=0,010) erhohte PDGFRA-Expression in Wildtyp-
mutierten Tumoren aus dem Magen (17,53 [£8,883]) verglichen mit Wildtyp-mutierten
Tumoren aus dem Dinndarm (4,558 [+3,322]) nachgewiesen (Abb.3.3.3-5).
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Abb. 3.3.3-5: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in Wildtyp-mutierten GIST im Magen und

in DUnndarm.

Innerhalb der Wildtyp-mutierten Tumoren ergab die cyt-PP2A-Expression ebenfalls einen
signifikanten Zusammenhang (p=0,036) zwischen einem Auftreten im Magen (5,411
[£2,575]) und im Dunndarm (23,72 [+18,15]). Die Wildtyp-mutierten GIST im Dunndarm

wiesen eine deutlich hohere Expression auf (Abb.3.3.3-6).
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Abb. 3.3.3-6: Box-Plot-Darstellung der cyt-PP2A-Expression in Wildtyp-mutierten Tumoren des Magens

und des Dinndarmes.

Die CRKL-Expression zeigte eine signifikant (p=0,033) erhdhte Expression bei KIT-mutierten
Tumoren im Magen (5,115 [+3,622]) verglichen mit KIT-mutierten Tumoren aus dem
Dinndarm (3,128 [+2,960]) auf (Abb.3.3.3-7).
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Abb. 3.3.3-7: Box-Plot-Darstellung der CRKL-Expression in KIT-mutierten Tumoren.

Ein signifikanter Unterschied (p=0,029) lie} sich auch bei der PKC-a-Expression unter
Berlicksichtigung der Expression in KIT-mutierten GIST des Dinndarms (4,496 [+3,790])
und in Wildtyp-mutierten GIST des Dinndarms (10,37 [+7,801]) ausmachen (Abb.3.3.3-8).
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Abb. 3.3.3-8: Box-Plot-Darstellung der PKC-a-Expression in KIT- und Wildtyp-mutierten GIST des

DiUnndarms.

3.3.4  Morphologie

Der Vergleich zwischen der Expression der einzelnen Antikérper und der Morphologie ergab
signifikante Korrelationen bei der KIT-, der PDGFRA-, der cyt-AKT-1 und der FAK-

Expression.

Die KIT-Expression war in spindelzelligen Tumoren (31,72 [+16,26]) signifikant (p=0,036)
groRer als in gemischten Tumoren (25,51 [+17,30]) und ebenfalls signifikant (p=0,00) groler
als in epitheloiden Tumoren (8,583 [+12,71]). Die gemischten Tumoren (25,51 [+17,30])
wiesen wiederum gegenlber den epitheloiden Tumoren (8,583 [+12,71]) eine signifikant

(p=0,00035) hohere Expression auf.
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Abb. 3.3.4-1: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in den morphologisch-unterschiedlichen Tumoren.

Die PDGFRA-Expression zeigte signifikant (p=0,013) groliere Werte bei den Tumoren mit
epitheloider Morphologie (25,57 [+12,79]) an als bei Tumoren mit spindelzelliger
Morphologie (17,03 [£13,18]).
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Abb. 3.3.4-2: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in den morphologisch-unterschiedlichen

Tumoren.

Die cyt-AKT-1-Expression wies eine signifikante Korrelation zwischen Tumoren mit
spindelzelliger und gemischter Morphologie auf. In spindelzelligen Tumoren (8,325 [£6,052])
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war die cyt-AKT-1-Expression signifikant (p=0,020) grélier als in gemischten Tumoren (5,932

[+3,759]).
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Abb. 3.3.4-3: Box-Plot-Darstellung der cyt-AKT-1-Expression in den morphologisch-unterschiedlichen

Tumoren.

Bei gemischten Tumoren zeigte die FAK-Expression in GIST mit gemischter Morphologie
(6,300 [+4,843]) signifikant (p=0,030) hohere Werte als in GIST mit spindelzelliger
Morphologie (4,601 [+£3,526]).
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Abb. 3.3.4-4: Box-Plot-Darstellung der FAK-Expression

Tumoren.
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3.3.5  Vergleich zwischen Mutationsstatus und Morphologie

Unter Berlcksichtigung des KIT-Mutationsstatus und der Morphologie ergaben sich beim
Vergleich zu den untersuchten Antikorper-Expressionen Ergebnisse fir den KIT-, den

PDGFRA- und den phospho-PKC-a-Antikdrper.

Die KIT-Expression zeigte sich signifikant (p=0,0064) erhoht in den KIT-mutierten Tumoren
mit spindelzelliger Morphologie (32,25 [£13,54]) gegenliber den PDGFRA-mutierten
Tumoren mit spindelzelliger Morphologie (9,871 [+10,05]).
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Abb. 3.3.5-1: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in spindelzelligen KIT-, PDGFRA- und Wildtyp-

mutierten Tumoren.

AuBerdem war die KIT-Expression signifikant (p=0,018) erhoht bei den epitheloiden
Tumoren mit KIT-Mutation (27,66 [£15,81]) im Vergleich zu den epitheloiden Tumoren mit
PDGFRA-Mutation (5,583 [£10,42]).
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Abb. 3.3.5-2: Box-Plot-Darstellung der KIT-Expression in epitheloiden KIT-, PDGFRA- und Wildtyp-

mutierten Tumoren.

Die PDGFRA-Expression ergab eine signifikante (p=0,0020) Korrelation zwischen den KIT-
mutierten spindelzelligen Tumoren (16,38 [+£12,35]) und den PDGFRA-mutierten Tumoren
mit spindelzelliger Morphologie (44,74 [+5,50]), wobei letztere sich durchschnittlich deutlich

groRer darstellten.
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Abb. 3.3.5-3: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in spindelzelligen KIT-, PDGFRA- und

Wildtyp-mutierten Tumoren.
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Des Weiteren konnte ein signifikanter (p=0,036) Unterschied bei den epitheloiden Tumoren

festgemacht werden. Die PDGFRA-Expression der epitheloiden Wildtyp-mutierten GIST
(25,44 [+6,778]) war deutlich hoher als bei den epitheloiden KIT-mutierten GIST (10,73

[+4,568]).
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Abb. 3.3.5-4: Box-Plot-Darstellung der PDGFRA-Expression in epitheloiden KIT-, PDGFRA- und

Wildtyp-mutierten Tumoren.

Innerhalb der KIT-mutierten GIST zeigte die phospho-PKC-a-Expression bei den gemischten
Tumoren (9,398 [£5,806]) signifikant (p=0,019) héhere Werte an als bei den spindelzelligen

Tumoren (5,902 [+5,676]).
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Abb. 3.3.5-5: Box-Plot-Darstellung der phospho-PKC-a-Expression in KIT-mutierten GIST mit

unterschiedlicher Morphologie.
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3.3.6  Tumorgrole

Teilte man das untersuchte Kollektiv in eine Gruppe mit GIST groRer bzw. kleiner 5 cm ein,
ergab sich eine signifikante (p=0,023) Korrelation fir die phospho-LYN-Antikdrper-
Expression. Die Gruppe mit den Tumoren groRer als 5 cm (4,896 [+4,493]) wies eine hohere
Expression auf als die GIST, die kleiner als funf cm waren (3,533 [+£2,590]).
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Abb. 3.3.6-1: Box-Plot-Darstellung der phospho-LYN-Expression in Tumoren kleiner und grof3er als 5 cm.

3.3.7 Mitosenanzahl

Bei einem Vergleich der Mitosenanzahl, eingeteilt in eine Gruppe mit mehr und weniger als 5
Mitosen/ 50 HPF, zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der cyt-AKT-1-
Antikorper-Expression. In der Gruppe mit weniger als 5 Mitosen/ 50 HPF (7,961 [+5,910])
war die cyt-AKT-1-Expression signifikant (p=0,043) hoher als in der Gruppe von GIST mit
mehr als 5 Mitosen/ 50 HPF (6,044 [£3,754]).
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Abb. 3.3.7-1: Box-Plot-Darstellung der cyt-AKT-1-Expression in den Gruppen </>5 Mitosen / 50 HPF.

3.4 Klinischer Verlauf

3.4.1 Klinisch-pathologische Parameter

3.4.1.1 Anatomische Lokalisation

Die anatomische Lokalisation des Tumors zeigte einen signifikanten Einfluss auf die
Gesamtlberlebenszeit der Patienten. GIST des Magens wiesen eine deutlich langere
tumorfreie Uberlebenszeit als GIST des Diinndarms (Log-Rang-Test: p=0,00098) sowie des
Extraintestinums (Log-Rang-Test: p=0,00067) auf. (Abbildung 3.4.1.1-1)
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Abb. 3.4.1.1-1: Kaplan-Meier-Kurve der anatomisch unterschiedlich lokalisierten GIST.

3.4.1.2 Tumorgroéle

Die Gesamtiberlebenszeit war signifikant mit der TumorgroRe assoziiert (Log-Rang-Test:
p=0,0000). GIST, die kleiner als funf Zentimeter waren, zeigten hierbei ein deutlich langeres
tumorfreies Uberleben. (siehe Abbildung 3.4.1.2-1)
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Abb. 3.4.1.2-1: Kaplan-Meier-Kurve der beiden TumorgréfRe-Gruppen </>5 cm.
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3.4.1.3 Mitosenanzahl

Die Mitosenanzahl/ 50 HPF hatte einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtuberlebenszeit
(Log-Rang-Test, p=0,0000). Die Patienten mit einem GIST mit weniger als 5 Mitosen/ 50
HPF, zeigten eine hohere kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit als die Patienten mit
einem GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPF. (Abbildung 3.4.4-1)
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Abb. 3.4.1.3-1: Kaplan-Meier-Kurve der Mitosezahl-Gruppen </ > 5/ 50 HPF.

3.4.1.4 Morphologie

Das tumorfreie Uberleben in Abhéangigkeit von der Morphologie zeigte bei epitheloiden
Tumoren ein lidngeres tumorfreies Uberleben als bei spindelzelligen und gemischten
Tumoren. Zwischen spindelzelligen und gemischten Tumoren konnte eine signifikante

Korrelation nachgewiesen werden (Log-Rang-Test: p=0,039).
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Abb. 3.4.1.4-1: Kaplan-Meier-Kurve der morphologisch-unterschiedlichen Tumoren.
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Bei Betrachtung des Mutationsstatus und der kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit

ergab sich die Tendenz eines deutlich schlechteren Uberlebens bei Patienten mit einer KIT-

Mutation sowohl gegeniiber den PDGFRA-mutierten (Log-Rang-Test: p=0,077) als auch

gegenuiber den Wildtyp-mutierten GIST (Log-Rang-Test: p=0,084).
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Abb. 3.4.1.5-1: Kaplan-Meier-Kurve der KIT- und PDGFRA-mutierten GIST.
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Abb. 3.4.1.5-2: Kaplan-Meier-Kurve der KIT- und Wildtyp-mutierten GIST.

3.4.2  Antikorperexpression

Im Folgenden wurden nur die signifikant-erscheinenden Ergebnisse des Vergleiches der
Expression der untersuchten Signalproteine und dem tumorfreien Uberleben dargestellt.
Insgesamt wurden folgende Signalproteine untersucht: KIT, PDGFRA, SCF, PKC-alpha,
phospho-PKC-alpha, SRC, phospho-LYN, CRKL, AKT-1, phospho-AKT-1, ERK-2, FAK,
PYK-2, cyt-PP2A. Des Weiteren wurden die Expressionen eines jeden Proteins aufsteigend in
vier gleich grofle Gruppen unterteilt, um so differenzierter den klinischen Verlauf darstellen

zu kdnnen.

3421 AKT-1

Die AKT-1-Expression im Zusammenhang mit dem tumorfreien Uberleben zeigte, dass die
GIST mit einem hohen Expressionsanteil (Gruppe 4) ein signifikant langeres, tumorfreies
Uberleben gewiahrleisten als Tumore mit einem sehr kleinen Expressionsanteil (Gruppe 1)
(Log-Rang-Test: p=0,026) oder einem mittleren Expressionsanteil (Gruppe 3) (Log-Rang-
Test: p=0,0076). (siehe Abbildung 3.4.2.1-1)
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3.4.2.1-1: Kaplan-Meier-Kurve der vier AKT-1-Gruppen.

3.4.2.2 phospho-AKT-1

Ein signifikant langeres Uberleben war bei einem hohen phospho-AKT-1-Expressionsanteil
der vierten Gruppe im Vergleich zu einem sehr kleinen (Gruppe 1) (Log-Rang-Test: p=0,042)
und einem mittleren (Gruppe 3) (Log-Rang-Test: p=0,031) Expressionsanteil auszumachen.
(Abbildung 3.4.2.4.)
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Abb. 3.4.2.2-1: Kaplan-Meier-Kurve der vier phospho-AKT-1-Gruppen.
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4 Diskussion

4.1 Einordnung und Vergleich des untersuchten Tumorkollektivs

Das aus 167 GIST bestehende Gottinger Tumorkollektiv zeigte bei der Alters- und
Geschlechtsverteilung zum Zeitpunkt der Operation ein mittleres Alter von 67,2 Jahren
(12,8 Jahre) bei Frauen und von 64,6 Jahren (x11,5 Jahre) bei ménnlichen Patienten.
Anteilig waren 89 Patienten mannlich (53%) und 78 Patienten weiblich (47%). Vergleicht
man diese Werte mit weiteren Studien, im Folgenden am Beispiel von populationsbasierten
Studien aus Westschweden (Nilsson et al. 2005), Island (Tryggvason et al. 2005) und
Nordnorwegen (Steigen et al. 2007) geschehen (siehe Tabelle 4.1-1), ergaben sich im
Hinblick auf das Durchschnittsaltersalter keine besonderen Auffalligkeiten. Wahrend das
Patientenkollektiv aus Westschweden mit einem Durchschnittsalter von 69 Jahren relativ alt
und das Kollektiv aus Nordnorwegen mit 64,8 Jahren relative jung erscheint, liegt das
Gottinger Kollektiv mit 65,8 Jahren zusammen mit dem Islandischen Kollektiv mit ebenfalls
65,8 Jahren im mittleren Bereich. Bei der geschlechtsspezifischen Altersverteilung zeigten
sich jedoch erste Unterschiede zur populationsbasierten Studie von Steigen et al. (2007) aus
Nordnorwegen. Obgleich das Alter der weiblichen Patienten im Géttinger Patientenkollektiv
deutlich Gber dem der mannlichen liegt, sind in Nordnorwegen die méannlichen Patienten zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose sogar mit 64,9 Jahren geringfugig dlter als die weiblichen
Patienten mit 64,6 Jahren (Steigen et al. 2007) (siehe Tabelle 4.1-1).

Vergleicht man weiter die anatomische Lokalisation der GIST in den untersuchten 167
Tumoren, befanden sich 101 Tumore im Magen (60,5%), 47 Tumore im Dlnndarm (28,1%),
13 Tumore im Dickdarm (7,8%) und 6 GIST im extraintestinalen Raum (3,6%). Es ergab sich
auch trotz unterschiedlicher Fallzahlen eine sehr &hnliche relative Verteilung in den anderen
GIST-Kollektiven. Bei der durchschnittlichen TumorgroRe, die im eigenen Kollektiv 6,78 cm
(x 5,19 cm) betrug, lag man hingegen im oberen Bereich verglichen mit der
populationsbasierten Studie aus Island (Tryggvason et al. 2005) mit 4,6 cm und der
norwegischen Studie (Steigen et al. 2007) mit 5,2 cm Durchschnittsgrofle. Bei der
Mitosenanzahl, die bei 109 Tumoren (65%) <5/50 HPFs und bei 58 Tumoren >5/50 HPFs
war, zeigte sich ebenfalls ein Unterschied zum nordnorwegischen Kollektiv von Steigen et al.
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(2007), das mit 80%igem relativen Anteil im Verhéltnis deutlich mehr Falle mit Mitosezahlen
<5/50 HPFs vorwies.

Morphologisch présentierten sich 98 GIST als spindelzellig (58,7%), 20 als epitheloid
(12,0%) und 49 als gemischt spindelzellig-epitheloid (29,3%). Hierbei lieR sich ein deutlicher
Unterschied zum islandischen Kollektiv von Tryggvason et al. (2005) darlegen, das eine
spindelzellige Morphologie bei 84,2% der GIST veranschlagte. Diese Abweichung lasst sich
vermutlich auch durch die relativ kleine Fallzahl der Studie (n=57) begreiflich machen. Beim
Mutationsstatus boten sich 96 GIST als KIT-Mutation (73,8%), 21 als PDGFRA-Mutation
(16,2%) und 13 als Wildtyp-Mutation (10 %) dar. Hierbei ergaben sich erneut Unterschiede
zum norwegischen GIST-Kollektiv von Steigen et al. (2007), das anteilig mehr Wildtyp-
Mutationen [n= 13 (14,6%)] als PDGFRA-Mutationen [n=9 (10,1%)] vorwies.

Ordnet man die untersuchten Tumore in die Risikoklassifikation nach Fletcher (Fletcher et al.
2002) ein, fanden sich 20 Tumore mit sehr niedrigem (12,0%), 44 Tumore mit niedrigem
(26,3%), 42 Tumore mit mittlerem (25,2%) und 61 GIST mit hohem Risiko (36,5%).
Verglichen mit den Tumorkollektiven aus Westschweden und Island zeigt sich hierbei
deutlich die Tendenz zu einem hoheren Risiko im Gottinger Kollektiv (siehe Tabelle 4.1-1).
Wahrend bei der relativen Verteilung der grofite Anteil der Patienten in Westschweden
(33,5%) (Nilsson et al. 2005) und Island (31,6%) (Tryggvason et al. 2005) mit der Gruppe des
niedrigen Risikos assoziiert ist, ist in dem Gottinger GIST-Kollektiv der grofite Anteil in der
Hochrisiko-Gruppe (36,5%) zu finden.

Von den 139 Patienten, bei denen Daten Uber einen eventuellen Progress und die tumorfreie
Uberlebenszeit vorlagen, kam bei 99 Patienten bisher kein Progress vor und die mittlere
tumorfreie Uberlebenszeit betrug 42,5 (+36,1) Monate. 40 Patienten erlitten einen Progress
und die tumorfreie Uberlebenszeit betrug im Mittel 17,2 (+21,3) Monate. Im islandischen
Kollektiv erlitten nur 14% einen Progress und die mittlere tumorfreie Uberlebenszeit machte
bei diesem Anteil 26,4 Monate aus und war damit deutlich langer (Tryggvason et al. 2005).
Es muss jedoch berticksichtigt werden, dass in dieser Studie das Follow-up nur Uber einen
Zeitraum von 3,4 Jahren dargestellt war. Das westschwedische Tumorkollektiv wurde
hingegen Uber einen deutlich langeren Zeitraum beobachtet (129 Monate) und bestatigt auch
zusatzlich mit seiner grofRen Fallzahl bei einem Progressanteil von nur 15% (Nilsson et al.

2005) die Annahme einer deutlich hoheren Progressrate im Gottinger Patientenkollektiv.
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Urséchlich fur die hohe Anzahl an Hochrisiko-Patienten und der damit verbundenen hohen
Progressrate im Gottinger Kollektiv l&sst sich vermutlich der gewahlte Vergleich mit
populationsbasierten Studien anfuhren, die auch im Zuge der Inzidenzbestimmung ein

groleres Profil an pathologisch gutartigen GIST aufnahmen.

Insgesamt zeigte sich jedoch das Gottinger Tumorkollektiv besonders im Hinblick auf die
relative Verteilung der anatomischen Lokalisationen, der unterschiedlichen Mutationstypen,
sowie einiger weiterer klinisch-pathologischer Parameter als ein mit weiteren Studien gut
vergleichbares GIST-Patientenkollektiv. Dies stellt eine notwendige Bedingung fir
weiterfiinrende Uberlegungen und Untersuchungen unter Beriicksichtigung einer méglichen

allgemeing(iltigen Ubertragung dar.

_ Westschweden Island Nordnorwegen
Gaottingen ) )
(n=167) (Nilsson et al. (Tryggvason et (Steigen et al.
2005) (n=288) al. 2005) (n=57)  2007) (n=89)

Alter (in Jahren): 65,8 Jahre 69 Jahre 65,8 Jahre 64,8 Jahre

-Mannlich 64,6 Jahre K.A k.A 64,9 Jahre

-Weiblich 67,2 Jahre K.A K.A 64,6 Jahre
Geschlecht

-Ménnlich n= 89 (53%) n= 144 (50%) n= 33 (57,9%) n=50 (56,2%)

-Weiblich n= 78 (47%) n= 144 (50%) n= 24 (42,1%) n= 39 (43,8%)
Lokalisation

- Magen n=101 (60%) n=170 (59%) n= 35 (61,4%) n= 32 (59,5%)

-Dinndarm n=47 (28%) n=97 (34%) n=17 (29,8%) n= 23 (25,8%)

-Dickdarm n=13 (8%) n=18 (6%) n=3 (53%) k.A

-Extraintestinal n=6 (4%) n=3 (1%) n=2 (2,5%) k.A
mittl. Tumorgréfie in

] 6,8 (0,7-30) 7,0 (05-35) 46 (0,4-20) 5,2 (0,2 - 30)

cm (GroRenbereich)
Mitosenanzahl

<5/50 HPF n=109 (65%) k.A kK.A n= 71 (80%)

>5/50 HPF n=58 (35%) k.A k.A n= 18 (20%)
Morphologie

-spindelzellig n=98 (58,7%) k.A n= 48 (84,2%) k.A
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-epitheloid
-gemischt
Mutationsstatus
-KIT
-PDGFRA
- Wildtyp
Risikoklassifikation
nach Fletcher:
-sehr niedriges Risiko
-niedriges Risiko
-mittleres Risiko
-hohes Risiko
Progress
-kein Progress
-mittlere tumorfrei
Uberlebenszeit
-Progress
-mittlere tumorfrei

Uberlebenszeit

n= 20 (12,0%)
n= 49 (29,3%)
“

n= 96 (73,8%)
n= 21 (16,2%)
n= 13 (10%)

n= 20 (12,0%)
n= 44 (26,3%)
n= 42 (25,2%)
n= 61 (36,5%)

**

n= 99
42.5 Monate

n=40
17,2 Monate

K.A
K.A

K.A
K.A
K.A

n=48 (16,5%)
nN=96 (33,5%)
n=55 (19%)
n=70 (31 %)

*kk

n=221
K.A

n= 38
k.A

n=5 (8,8%)
n=4 (7%)

K.A
kK.A
kK.A

n= 13 (22,8%)
n= 18 (31,6%)
n= 10 (17,5%)
n= 16 (28,1%)

n= 49
42 Monate

n=8
26,4 Monate

k.A
k.A

n= 67 (75,3%)
n=9 (10,1%)
n=13 (14,6%)

k.A
k.A
k.A
k.A

k.A
k.A

k.A
k.A

Tab. 4.1-1: Vergleich des untersuchten GIST-Kollektivs mit populationsbasierten Studien aus
Westschweden, Island und Nordnorwegen. k.A. (keine Angabe); *(Mutationsstatuts bei 137 Patienten
bestimmt); ** (klinisches Follow-up bei 139 Patienten beobachtet); *** (klinisches Follow-up bei 259

Patienten beobachtet)

4.2 Bedeutung der klinisch-pathologischen Parameter

421

Mutationsstatus

Es zeigten sich unter Berlcksichtigung der anatomischen Lokalisation signifikante

Korrelationen hinsichtlich des Mutationsstatus. Es waren signifikant mehr KIT-mutierte
Tumore im Magen (53,1%) als im Dunndarm (33,3%) sowie signifikant mehr PDGFRA-
mutierte GIST im Magen (95,2%) als im Diinndarm (0%) vorzuweisen. Gleiches prasentierte

sich bei der Verteilung zwischen PDGFRA- und Wildtypmutationen hinsichtlich einer

Magen- oder

Dinndarmlokalisation,

wobei

im Dinndarm signifikant seltener eine

Wildtypvariante (38,5%) oder eine PDGFRA-Mutation (0%) vorzufinden war als im Magen,
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in dem ein Grofiteil der Wildtypmutationen (61,5%) und bis auf einen extraintestinalen Fall
samtliche PDGFRA-mutierten GIST (95,2%) vorkamen. Diese Beobachtungen besitzen eine
groBe Ubereinstimmung mit den bisher publizierten Verteilungsmustern groRer Studien. In
einer der grofiten Studien tUber GIST mit einer Dunndarmlokalisation (Miettinen et al. 2006)
konnte bei einem Kollektiv von 145 intestinalen GISTs keine gdngige PDGFRA-Mutation in
den Exonen 18 und 12 nachgewiesen werden. Es sind zwar einige seltene Falle von
intestinalen PDGFRA-Mutationen beschrieben (Corless et al. 2005), stellen diese dennoch
eine Raritdt dar und es lasst sich auch mit den selbst erhobenen Ergebnissen eine eindeutige
Zuordnung von PDGFRA-mutierten Tumoren und einer gastralen Lokalisation herstellen.
KIT-mutierte Tumore zeigten in weiteren Studien ebenfalls ein zu den eigenen Ergebnissen
ahnlich beschriebenes Verteilungsmuster (Haller et al. 2007; Miettinen et al. 2006; Miettinen
et al. 2005). Die nachgewiesenen signifikanten Korrelationen beziiglich eines Auftretens im
extraintestinalen Raums und einer Dilnndarmlokalisation wurden aufgrund der geringen

Fallzahl im Extraintestinum (n= 5) als nicht aussagekréftig eingestuft.

Im Hinblick auf die TumorgréRe lielR sich keine signifikante Korrelation zwischen den
unterschiedlichen Mutationstypen errechnen. Es war jedoch ein eindeutiger Zusammenhang
von im Mittel groReren Tumoren und einem KIT-Mutationsstatus nachvollziehbar. Die
Mittelwerte betrugen fiir die KIT-mutierten GIST 7,50 (x 5,62) cm, fur die PDGFRA-
mutierten Tumore 5,87 (x 3,59) cm und fur die Wildtyp-mutierten GIST 5,14 (+ 2,99) cm.
Bei der Mitosenanzahl wurde ebenfalls statistisch keine Signifikanz erkennbar. Es zeigte sich
jedoch eine deutliche Tendenz zu einer im Mittelwert ansteigenden Mitosenanzahl bei KIT-
mutierten (20,77 (x 34,92) / 50 HPF) Tumoren im Gegensatz zu den PDGFRA-mutierten
(7,10 (= 16,85) /50 HPFs) und Wildtyp-mutierten (3,92 (£ 10,29) / 50 HPF) GIST. Diese
Ergebnisse einer groReren mittleren Mitosenanzahl und TumorgrélRe bei KIT-mutierten
Tumoren finden sich auch in anderen Studien wieder (Lasota et al. 2004; Miettinen et al.
2006; Miettinen et al. 2005; Steigen et al. 2007).

Vergleicht man den Mutationsstatus mit den morphologischen Kriterien, so wiesen KIT-
mutierte GIST signifikant haufiger eine spindelzellige Morphologie (68,8%) auf, wohingegen
PDGFRA-mutierte GIST signifikant mit einer epitheloiden (42,9%) oder gemischten (42,9%)
Morphologie assoziiert waren. Wildtyp-mutierte Tumoren zeigten eine Tendenz zur
spindelzelligen Morphologie (46,2%), waren jedoch auch relativ haufig von epitheloider

(23,0%) oder gemischter (30,8%) Morphologie. Verglichen mit weiteren Studien ergaben sich
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viele Gemeinsamkeiten vor allem beziiglich der klaren Zuordnung der KIT-mutierten GIST zu
einer spindelzelligen Morphologie (Steigen et al. 2007; Tryggvason et al. 2005). Es wurde
jedoch auch eine selbige Zuordnung von PDGFRA-mutierten Tumoren zu einer epitheloiden
Morphologie in friiheren Studien postuliert (Miettinen und Lasota 2006; Steigen et al. 2007;
Tryggvason et al. 2005), die sich jedoch aufgrund der hohen Zahl an Tumoren mit gemischter
Morphologie im untersuchten Kollektiv nicht eindeutig darstellen lieR3.

Betrachtet man den Klinischen Verlauf der einzelnen Mutationstypen, wurde die Tendenz
einer eindeutig besseren Prognose fur die PDGFRA- und Wildtyp-mutierten GIST im
Gegensatz zu den KIT-mutierten Tumoren deutlich. Unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse
ergibt sich zusammenfassend die Schlussfolgerung, dass die KIT-mutierten, vorrangig von
spindelzelliger Morphologie, mit héheren Mitosezahlen und gréRerer Tumorausdehnung
ausgestatteten Tumoren einen deutlich schlechteren Klinischen Verlauf nehmen als die
PDGFRA-mutierten GIST, mit ihrer epitheloid-gemischten Morphologie, den kleineren
Werten fur Mitosenanzahl und TumorgréRe sowie einer ausschliellich Magen-assoziierten
anatomischen Lokalisation. Schwierig gestaltet es sich hingegen Aussagen tber die GIST mit
einer Wildtypmutation zu treffen, da sich unter anderem keine Angaben in der Literatur tiber
die klassischen Prognosefaktoren Tumorgréfie und Mitosenanzahl fanden. Diesbeziglich
kénnen nur die eigens ermittelten Werte herangezogen werden, die durch ihre niedrigen
Werte gekennzeichnet waren und somit die gezeigte gute klinische Prognose untermauern.
Hinsichtlich ihrer uneinheitlichen morphologischen Charakteristika und anatomischen
Lokalisationen, mit einem relativ hohen Anteil von im Dinndarm vorkommenden Tumoren,

erschlie3t sich hierbei aber eine eher kritische Betrachtungsweise.

4.2.2 Lokalisation

Bei dem Vergleich der anatomischen Lokalisation in Zusammenhang mit der
durchschnittlichen Tumorgréfe von 6,18 (+ 4,60) cm im Magen, 7,29 (x 5,02) cm im
Dinndarm, 5,55 (+ 4,18) cm im Dickdarm und 16,17 (x 8,75) cm im Extraintestinum zeigte
sich eine signifikante Korrelation hinsichtlich der deutlich groReren extraintestinal
befindlichen Tumoren. Wenngleich dies die einzig statistisch signifikante Korrelation war,
liel? sich tendenziell eine aufsteigende TumorgroRe in der Reihenfolge Dickdarm, Magen und
Dinndarm festhalten. Diese Reihenfolge spiegelt sich im klinischen Verlauf beziehungsweise

einem moglichen Progress und der tumorfreien Uberlebenszeit wieder. Das Gesamtiiberleben
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war hochsignifikant mit der TumorgroRe (Log-Rang-Test, p<0,00001) assoziiert und auch bei
den einzelnen anatomischen Lokalisationen entsprach ein Vorkommen im Dinndarm oder im
Extraintestinum, das mit einer groen Tumorausdehnung verbunden war, einer deutlich
schlechteren Prognose. = Wahrend  die  TumorgroBe  also  einerseits  als
lokalisationsunabh&ngiger Prognoseparameter (Miettinen und Lasota 2006) bestatigt werden
kann, lasst sich auch der bereits beschriebene lokalisationsabhdangige Zusammenhang mit der
TumorgrolRe ableiten, der fur GIST > 5cm aus dem Dinndarm eine schlechtere Prognose
einrdumt als fir ebenso groRe Tumore des Magens (Emory et al. 1999). Es bleiben jedoch
auch insbesondere fiir eine Lokalisation im Dickdarm fragliche Uberlegungen im Hinblick
auf den tendenziell besseren klinischen Verlauf gegeniiber eines GIST des Dinndarms offen.
Die eigenen Ergebnisse lassen eine sowohl lokalisationabhangige als auch eine
lokalisationsunabhéngige Ursache vermuten. Die Tumoren zeigten sich durchschnittlich
deutlich Kleiner als Tumoren aus dem Magen, waren aber mit einem Klinisch schlechteren

Verlauf assoziiert.

Die Untersuchung der mittleren Mitosenanzahl ergab beim Magen 12,01 (x 24,72) / 50 HPF,
beim Dinndarm 17,30 (x 31,94) / 50 HPF, beim Dickdarm 34,23 (+ 54,06) / 50 HPF und
beim Extraintestinum 24,83 (+ 27,58) / 50 HPF. Aufgrund einiger sehr hoher Einzelwerte
ergaben sich die hohen Durchschnittswerte und Standardabweichungen und es lassen sich
infolgedessen kaum Rickschlisse auf einen sinnvollen Zusammenhang zwischen der
Mitosenanzahl und einer bestimmten anatomischen Lokalisation in dem untersuchten
Kollektiv herstellen. Unter Betrachtung des klinischen Verlaufs konnte aber zumindest die
lokalisationsunabhéngige hochsignifikante Korrelation (Log-Rang-Test, p<0,00001) zwischen
der kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit und GIST mit mehr als 5 Mitosen/ 50 HPFs

nachgewiesen werden.

Bei der morphologischen Verteilung in Bezug zur anatomischen Lokalisation zeigte sich eine
spindelzellige Morphologie jeweils anteilig zu 54,5% im Magen, zu 68,1% im Dunndarm, zu
69,2% im Dickdarm und zu 33,3% im Extraintestinum. Die epitheloide Morphologie war mit
14,9% im Magen, mit 6,4% im Dinndarm und mit 33,3% im extraintestinalen Raum
vertreten. Im Dickdarm zeigte sich keine epitheloide Morphologie. Eine gemischt
spindelzellig-epitheloide Morphologie lieR3 sich bei 30,7% der Magenfélle, bei 25,5% der
Dinndarmfalle, bei 30,8% der Dickdarmféalle und bei 33,3% der extraintestinal

vorkommenden Tumoren nachweisen. Es war weder eine statistisch signifikante Korrelation
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noch eine bestimmte Tendenz beim Vergleich von Morphologie und anatomischem
Vorkommen ersichtlich. Dennoch zeigte sich bei epitheloiden Tumoren ein langeres
tumorfreies Uberleben als bei spindelzelligen und gemischten Tumoren. Spindelzellige
Tumoren bewiesen wiederum eine sogar signifikant (Log-Rang-Test: p=0,039) bessere
klinische Prognose als GIST mit gemischter Morphologie. In der Literatur finden sich dazu
ungleiche Angaben. Wéhrend in einigen Studien kein Zusammenhang zwischen der
Morphologie und dem statistischen Uberleben gefunden wurde (Nilsson et al. 2005),
prasentierte man in anderen Studien ein geringeres Malignitatsverhalten bei epitheloiden
GIST (Fletcher et al. 2002; Singer et al. 2002). Dies wiederum wurde von Miettinen im
Magen bestétigt (Miettinen et al. 2005), zeigte er jedoch wenige Zeit spater den umgekehrten
Fall im Dunndarm auf (Miettinen et al. 2006). In dieser Studie war eine epitheloide
Morphologie im Dinndarm signifikant mit einem malignen Verhalten assoziiert und
unterschied sich Kklinisch deutlich von den epitheloiden Tumoren des Magens. Es besteht der
Verdacht, dass es sich bei epitheloiden und gemischten Tumoren des Dinndarms nicht um
eigenstandige morphologische Subtypen, sondern vielmehr um eine morphologische
Manifestation einer Form der Tumorprogression handelt (Miettinen und Lasota 2006). Es
wurden viele Félle beobachtet, in denen innerhalb eines Tumors Anteile mit niedriger
Zelldichte von spindelzelliger Morphologie und Anteile mit hoher Zelldichte sowie grofl3er
Mitosenanzahl von epitheloider Morphologie gepragt waren (Miettinen et al. 2006). Im
Dinndarm scheint die epitheloide Morphologie somit eine maligne Transformation

spindelzelliger Tumore darzustellen.

Etwa 20 - 25% aller GIST im Magen und 40 — 50 % aller GIST aus dem Dinndarm
manifestieren sich im Laufe der Zeit mit einem klinisch malignen Verhalten (Miettinen und
Lasota 2006). Es konnte zwar die prognostische Bedeutung der Mitosenanzahl, der
TumorgrélRe und auch der Morphologie nachgewiesen werden, muss dabei jedoch noch
genauer differenziert werden, ob es sich in Bezug zur Lokalisation um klar
lokalisationsabhangige oder lokalisationsunabhéngige Parameter handelt. Zudem bedarf der
intestinale Subtyp einer weiteren Differenzierung besonders in Bezug auf die deutlich

unterschiedliche Prognose zwischen GIST im Dunndarm und im Dickdarm.
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4.3 Bedeutung der Expression der untersuchten Signalproteine in Bezug auf die
klinisch-pathologischen Parameter

Es hat sich gezeigt, dass fur die Prognoseaussagen von GIST insbesondere die Parameter der
anatomischen Lokalisation, der Mitosenanzahl und der Tumorgrofle ausschlaggebend
erscheinen. Bisher konnten jedoch noch nicht ausreichend die molekularbiologischen
Hintergriinde dieser unterschiedlichen Verhaltensweisen geklért werden. Vor allem die neuen
Zusammenhdange zwischen den Rezeptormutationstypen und der unterschiedlichen Prognose

lenken den Blick auf die nachgeschalteten Signaltransduktionswege und Proteinexpressionen.

431 KIT

Die quantitative KIT-Expression zeigte sich den Erwartungen und der Literatur (Kang et al.
2005; Subramanian et al. 2004) entsprechend signifikant (p<10®) erhéht in GIST mit einer
KIT-Mutation gegenuber den PDGFRA- und Wildtyp-mutierten Tumoren. Des Weiteren war
die KIT-Expression ebenfalls in Dinndarm- und Dickdarm-lokalisierten GIST im Vergleich
zu einer Lokalisation im Magen (p=0,0041) oder im Extraintestinum (p=0,0022) gesteigert.
Diese neben der mutationsabhéngigen auch lokalisationsabhéngigen KIT-Expression wurde
bereits von Haller et al. beschrieben (Haller et al. 2007) und ergibt weitere Hinweise zum
Verstandnis der lokalisationabhangigen klinischen Prognose von GIST, demnach die
intestinal erhohte KIT-Expression mit der eher klinisch malignen Prognose dieser Tumoren

assoziiert ist.

Unter Beriicksichtigung morphologischer Kriterien zeigte sich eine deutliche Korrelation
zwischen einer erhdhten KIT-Expression und einer spindelzelligen Morphologie. Die
quantitative KIT-Expression war in spindelzelligen Tumoren (31,72 [£16,26]) signifikant
(p=0,036) groler als in gemischten Tumoren (25,51 [£17,30]) und ebenfalls signifikant
(p=0,00) groRer als in epitheloiden Tumoren (8,583 [+12,71]). Zudem wiesen die gemischten
Tumoren wiederum gegentiiber den epitheloiden Tumoren eine signifikant (p=0,00035) hohere
KIT-Expression auf. Diese Ergebnisse zeugen von groBer Ubereinstimmung mit den
bisherigen Untersuchungen anderer Autoren (Wardelmann et al. 2002; Wasag et al. 2004) und
der Zusammenhang zwischen KIT-Mutationen und einer spindelzelligen Morphologie kann

somit auch auf Proteinebene quantitativ bestatigt werden.
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432 PDGFRA

Die quantitative PDGFRA-Expression war, den Vermutungen und Literaturangaben (Haller et
al. 2007; Kang et al. 2005; Subramanian et al. 2004) entsprechend, bei den PDGFRA-
mutierten GIST signifikant gegeniiber den KIT- (p=0,000076) und Wildtyp- (p=0,00016)
mutierten Tumoren deutlich erhoht. Die lokalisationsabhdngige, quantitative PDGFRA-
Expression zeigte ebenfalls Ubereinstimmend mit den eigenen und in der Literatur
beschriebenen Angaben hoher Anteile PDGFRA-mutierter Tumore im Magen (Corless et al.
2004; Lasota et al. 2004; Miettinen und Lasota 2006) eine signifikante Korrelation
hinsichtlich dieser anatomischen Lokalisation gegenuber einer PDGFRA-Expression im
Dinndarm (p=0,000003) oder im Dickdarm (p=0,026) (Haller et al. 2007). Diese vom Magen
lokalisationsabhéngige und mutationsunabhangige Protein-Expression wird unterstrichen von
signifikant erhdhten Werten der PDGFRA-Expression im Magen innerhalb der Gruppe der
alleinig KIT-mutierten (p=,00053) oder Wildtyp-mutierten GIST (p=0,010) gegenuber

intestinalen Tumoren.

Als weitere signifikante Korrelation ergab sich der ebenfalls schon beschriebene
Zusammenhang (Wardelmann et al. 2004; Wasag et al. 2004) zwischen einer PDGFRA-
Mutation und einer epitheloiden Morphologie auch auf quantitativer Expressionsebene. Die
PDGFRA-Expression in epitheloidzelligen GIST war gegenuber den spindelzelligen Tumoren
signifikant (p=0,013) erhoht.

433 CRKL

Die quantitative CRKL-Expression zeigte in Abh&ngigkeit zur anatomischen Lokalisation eine
signifikante Korrelation (p=0,033) bezlglich eines GIST-Auftretens im Dunn- und Dickdarm.
Die Tumoren des Dickdarms (5,901 [+5,408]) wiesen auf deutlich hohere Werte als die aus
dem Dinndarm (3,131 [+2,742]) stammenden Tumoren hin. Zuséatzliche liel sich innerhalb
der KIT-mutierten Tumoren eine quantitative Erhdhung der CRKL-Expression im Magen
(5,115 [£3,622]) gegenliber dem Dinndarm (3,128 [£2,960]) signifikant (p=0,033) festhalten.
Dies konnte ein auf unterschiedliche Gewichtung bestimmter Signaltransduktionswege

beruhender Hinweis bezuglich der lokalisationsabh&ngigen potenziellen Prognosen sein.
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CRKL stellt ein regulierendes Adapterprotein dar, das gemeinsam mit dem Komplex aus
Rezeptortyrosinkinase und PI3K einen groBen Einfluss auf die nachfolgenden
Signaltransduktionswege im PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg hat (Birge et al. 2009; Feller
2001; Sattler et al. 1997). Bisher sind eine groRe Anzahl von biologischen Prozessen, von
Zellproliferation, Zelladhdsion bishin zu Apoptoseprozessen bekannt, in denen CRKL eine
Rolle zu spielen scheint (Feller 2001). Da die quantitative CRKL-Expression einerseits im
Dickdarm und andererseits in der Gruppe der KIT-mutierten GIST im Magen signifikant
erhoht war, liegt die Schlussfolgerung einer auf die Prognose positiv einflussnehmenden
Wirkung nahe. Es bedarf weiterer Untersuchungen, insbesondere unter Bericksichtigung der
immensen Vielzahl von Wechselwirkungen von CRKL, um genauere Aussagen (ber die

Wirkweise einer verstarkten CRKL-Expression zu treffen.

4.3.4  AKT-1und phospho-AKT-1

Die AKT-1-Expression stellte sich hinsichtlich der Morphologie bei den spindelzelligen
(8,325 [£6,052]) GIST signifikant (p=0,020) erhoht gegenlber den prognostisch
ungunstigeren, gemischten (5,932 [£3,759]) GIST dar. Zudem zeigte sich bei dem Vergleich
der Proteinexpression und des klassischen Prognoseparameters der Mitosenanzahl eine
signifikante Korrelation beziliglich der AKT-1-Expression und der Gruppe der Tumoren mit
weniger als 5 Mitosen/ 50 HPF (7,961 [£5,910]) gegenlber den GIST mit einer
Mitosenanzahl von mehr als 5 Mitosen/ 50 HPF (6,044 [+3,754]). Diese Ergebnisse passen zu
dem ebenfalls ermittelten Zusammenhang zwischen einer sehr hohen AKT-1-Expression und
einem signifikant langeren tumorfreien Uberleben. GIST mit einem sehr hohen
Expressionsanteil (Gruppe 4) gewahrleisteten ein signifikant langeres, tumorfreies Uberleben
als Tumore mit einem sehr kleinen Expressionsanteil (Gruppe 1) (Log-Rang-Test: p=0,026)
oder einem mittleren Expressionsanteil (Gruppe 3) (Log-Rang-Test: p=0,0076) in dem

untersuchten Tumorkollektiv.

AKT-1 spielt eine entscheidende Rolle bei der Zellproliferation und beeinflusst u.a. die
Translation von Cyclin D1, einem starken Wachstums- und Proliferationssignal (Ruggero und
Sonenberg 2005) und wirkt inhibierend auf das pro-apoptotisch wirkende Protein Bad
(Blume-Jensen et al. 1998). Bisher ist AKT-1 im Zusammenhang mit GIST in der Literatur

vor allem bei Imatinib-resistenten Tumoren durch eine erhéhte Expression als Hauptziel im
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PI3K-Signaltransduktionsweg auffallig gewesen (Bauer et al. 2007; Maleddu et al. 2009; Tarn
et al. 2006). Es erscheint widerspruchlich, dass das Protoonkogen AKT-1 bei hoher
Expression zu einer signifikant besseren kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit fiihrt und
es muss die Vermutung weiterer bisher nicht berticksichtigter Interaktionen zwischen AKT-1
und nachgeschalteter Proteine oder die Beeinflussung anderer Signaltransduktionswege bei
sehr hoher Expression postuliert werden. Gestutzt wird diese Vermutung durch die
gleichwohl ermittelte sehr hohe Expression der phosphorylierten Form von AKT-1, die
ebenfalls bei GIST mit sehr hoher phospho-AKT-1-Expression (Gruppe 4) signifikant mit
einer hoheren kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit gegeniiber den Gruppen mit sehr
kleinem (Gruppe 1) (Log-Rang-Test: p=0,042) oder mittlerem (Gruppe 3) (Log-Rang-Test:

p=0,031) Expressionsanteil korreliert war.

435 FAK

Bei GIST wies die quantitative FAK-Expression in GIST mit gemischter Morphologie (6,300
[£4,843]) signifikant (p=0,030) hohere Werte auf als in GIST mit spindelzelliger
Morphologie (4,601 [+3,526]). Da das morphologische Kriterium der gemischtzelligen
Morphologie im untersuchten Kollektiv mit einer deutlich schlechteren kumulierten
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert war, wird das Selbige auch beziglich der FAK-

Expression angenommen.

FAK wird in der Literatur als eine oft hochregulierte Non-Receptor-Tyrosin-Kinase in einer
Vielzahl maligner Geschehen angegeben und seine Uberexpression geht sowohl mit einer
erhdhten Progressionsrate als auch mit einer schlechteren Prognose einher (Sakurama et al.
2009). In malignen GIST konnte eine erhdhte Genexpression bereits nachgewiesen werden
(Koon et al. 2004) und es wurden erste potentiell-therapeutische Strategien einer Hemmung
von FAK in Imatinib-resistenten GIST vorgeschlagen (Sakurama et al. 2009). Es konnte
aufgezeigt werden, dass das Tumorwachstum in GIST unterdriickt und die Apoptoserate der
Zellen erhoht wurde, in denen die FAK-Aktivitdt mittels eines speziellen Inhibitors
(TAE226), ungeachtet des Mutationstypes oder einer etwaigigen Imatinib-Resistenz,
supprimiert wurde (Sakurama et al. 2009). FAK stellt sich ebenso wie AKT-1 in Imatinib-
resistenten Tumoren als hochexprimiert dar (Sakurama et al. 2009), jedoch lasst sich aufgrund
der groRen Bandbreite an direkten und indirekten Interaktionen von FAK, u.a. mit Vertretern

der Src-Familie, dem PI3K/Akt- und dem Ras/Erk-Signaltransduktionsweg (Schlaepfer et al.
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1999; Xing et al. 1994), keine eindeutige Zuordnung bezlglich eines bestimmten
Signaltransduktionswegs vornehmen. Es zeigt sich vielmehr wiederholt der Umstand eines
vermutlich hochkomplexen Interaktionsmusters von Kombinationsmdglichkeiten zwischen

und innerhalb der verschiedenen Signaltransduktionswege.

43.6 PKC-0 und phospho-PKC-a

Die quantitative PKC-a-Expression ergab innerhalb des Dinndarms signifikant (p=0,029)
erhdhte Werte fur die Wildtyp-mutierten GIST (10,37 [+7,801]) gegeniiber den KIT-mutierten
GIST des Dinndarms (4,496 [+3,790]). Die phosphorylierte Form von PKC-a wies ebenfalls
mutationsabhéngig signifikant (p=0,046) erhohte Werte bei den PDGFRA-mutierten Tumoren
(10,52 [+5,879]) im Gegensatz zu den KIT-mutierten GIST (6,939 [£5,869]) auf. Letztendlich
zeigte sich auch die quantitative phospho-PKC-a-Expression innerhalb der KIT-mutierten
GIST hinsichtlich einer gemischtzelligen Morphologie (9,398 [+5,806]) signifikant erhéht
(p=0,019) gegenuber den spindelzelligen Tumoren (5,902 [+5,676]).

Die Heterogenitat dieser Ergebnisse macht eine Zuordnung im Hinblick auf bestimmte
klinisch-pathologischen Faktoren sowie beziliglich Aussagen Uber eine potentielle Prognose
nur schwer mdoglich. Wenngleich PKC-o im PLCy-Signaltransduktionsweg eine
entscheidende Rolle am Ende der Signalkaskade einnimmt und eine Vielzahl mitogener
Transkriptionsfaktoren positiv beeinflusst (Roskoski 2005a), ist ebenfalls eine negative
Rickkopplung mittels direkter Phosphorylierung der beiden Serinreste Ser741 und Ser746 in
der Kinase-Insert-Doméne des KIT/ SCF-Komplexes und eine folgliche Hemmung dieses
Signalweges moglich (Blume-Jensen et al. 1993; Blume-Jensen et al. 1995). Diese Ergebnisse
legen den Schluss einer modulierenden Funktion von PKC-a im Hinblick auf die Zellantwort
einer SCF-induzierten Kinase-Aktivitdt nahe. Dementsprechend konnte die signifikant
erhohte Expression in PDGFRA-mutierten Tumoren mittels negativer Rickkoppelung die
bessere Prognose und im Gegenzug die signifikant erhdhte Expression in gemischtzelligen,
KIT-mutierten GIST durch eine vermehrte Beeinflussung und Initiierung zellproliferatorischer
Vorgéange die schlechtere Prognose dieser Tumoren erkldren. Es bedarf dringend weiterer
Untersuchungen fir das Verstandnis der modulierenden Funktionen von PKC-o und

maoglicher beeinflussender Faktoren.
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4.3.7  phospho-Lyn

Die quantitativ-ermittelte, phosphorylierte Lyn-Expression wies eine signifikante Korrelation
zu dem klassischen Prognosefaktor der TumorgroRe auf. Die Gruppe mit den Tumoren groRer
als 5 cm (4,896 [£4,493]) zeigte eine signifikant (p=0,023) hohere Expression auf als die
GIST, die Kkleiner als fiinf cm waren (3,533 [+2,590]).

Lyn und seine phosphorylierte Form stellen wichtige Vertreter der SFK-Familie dar, die durch
ihre Bindung an regulierende Rezeptorregionen der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (Lennartsson
et al. 1999; Timokhina et al. 1998) sowie ihre Wechselwirkungen mit anderen
Signaltransduktionswegen (Lennartsson et al. 1999; Lennartsson et al. 2005; Roskoski 2005a;
Timokhina et al. 1998), eine entscheidende Bedeutung in dem SCF/ KIT-
Signaltransduktionweg zugute kommt. Aufgrund der hohen Expression in grofieren Tumoren

muss von einem prognostisch negativen Einfluss ausgegangen werden.
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5 Zusammenfassung

GIST stellen die haufigsten mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltraktes dar, wobei
20 - 25% der GIST aus dem Magen und 40 — 50 % der GIST aus dem Dinndarm im Verlauf
mit einem Kklinisch malignen Verhalten assoziiert sind. Ihre Besonderheit liegt dabei einerseits
biologisch in der besonderen Pathophysiologie der Tumorentstehung und andererseits klinisch
in der nur schwer zu ermittelnden Dignitatsabschatzung. In der vorliegenden Arbeit wurden
zunachst klinisch-pathologische Parameter eines GIST-Kollektivs von 167 Patienten
miteinander verglichen, um anschlieBend mittels der neuen Aufbereitungsmethodik der
Tissue-Microarray-Technologie,  folgender  immunhistochemischer ~ Farbung  und
computergestutzter Auszahlung, bestimmte quantitative Proteinexpressionen zu ermitteln, um

mdgliche Hinweise auf den molekularbiologischen Hintergrund zu gewinnen.

Im untersuchten Tumorkollektiv ergab sich im Hinblick auf die klinisch-pathologischen
Parameter die signifikante Assoziation von KIT-mutierten Tumoren mit einer spindelzelligen
Morphologie, einer gréReren Tumorausdehnung, einer hoheren Mitosezahl sowie einem
deutlich schlechteren klinischen Verlauf, wéhrend sich die PDGFRA-mutierten GIST mit
einer epitheloid-gemischten Morphologie, kleineren Werten fiir Mitosezahl und TumorgroRe,
einer ausschliellich Magen-assoziierten anatomischen Lokalisation sowie einer klinisch guten
Prognose darboten. Die Wildtyp-mutierten GIST wiesen ein als kritisch zu hinterfragendes
Bild mit vergleichsweise geringen Werten fiir TumorgrofRe und Mitosenanzahl sowie einem
dazu passenden, relativ guten klinischen Verlauf auf, bei jedoch sehr uneinheitlichen

morphologischen und die anatomische Lokalisation betreffenden Charakteristika.

Im Folgenden wurden Anhaltspunkte in den nachgeschalteten Signaltransduktionswegen
gesucht. Dabei  zeigten zundchst die quantitativen KIT- und PDGFRA-
Proteinexpressionsanalysen eine dem bisherigen Wissensstand experimentell bestatigende
Gegebenheit. Die KIT-Expression wies mutationsabhangig in KIT-mutierten Tumoren sowie
lokalisationsabhdngig im Intestinum eine signifikant erhohte Korrelation auf, wahrend eine
gesteigerte PDGFRA-Expression mit einer Lokalisation im Magen und einer nachgewiesenen
PDGFRA-Mutation vergesellschaftet war. Einen ersten auf unterschiedliche Gewichtung

bestimmter Signaltransduktionswege beruhenden Hinweis ergab die lokalisationsabhangige
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CRKL-Expression. CRKL stellt ein regulierendes Adapterprotein im PI3K/AKT-
Signaltransduktionsweg dar und ist an einer Vielzahl zytobiologischer Prozesse beteiligt. Da
die quantitative CRKL-Expression einerseits im Dickdarm und andererseits in der Gruppe der
KIT-mutierten GIST im Magen signifikant erhoht war, liegt die Schlussfolgerung einer auf

die Prognose positiv einflussnehmenden Wirkweise nahe.

Als weiteres Ergebnis lieB sich der ermittelte Zusammenhang einer sehr hohen AKT-1-
Expression und einem signifikant langerem tumorfreien Uberleben festhalten. Es erscheint
widerspruchlich, dass das Protoonkogen AKT-1 bei hoher Expression zu einer signifikant
besseren kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit fihrt und es muss die Vermutung
weiterer bisher nicht bericksichtigter Interaktionen zwischen AKT-1 und nachgeschalteter
Proteine oder die Beeinflussung anderer Signaltransduktionswege bei sehr hoher Expression
postuliert werden. Gestutzt wird diese Vermutung durch die gleichwohl ermittelte sehr hohe
Expression der phosphorylierten Form von AKT-1, die ebenfalls bei GIST mit sehr hoher
phospho-AKT-1-Expression signifikant mit einer héheren kumulierten

Uberlebenswahrscheinlichkeit korreliert war.

Zudem wurde eine signifikant erhéhte quantitative phospho-Lyn-Expression in der Gruppe
groRer Tumoren nachgewiesen. Phospho-Lyn stellt einen wichtigen Vertreter der SFK-
Familie dar und es wird insgesamt von einem prognostisch negativen Einfluss dieses
Signaltransduktionswegs ausgegangen. Die quantitative PKC-a- und phospho-PKC-a-
Expression lieferte hingegen duRerst inhomogene Ergebnisse, die eindeutige Aussagen
beziiglich einer potentiellen Wirkweise nur schwer mdglich machen und vielmehr den
Schluss einer modulierenden Funktion im Hinblick auf die Zellantwort einer SCF-induzierten

Kinase-Aktivitat nahe legen.

Wenngleich  sich  keine eindeutige  Zuordnung  bezuglich  eines  bestimmten
Signaltransduktionswegs vornehmen l&sst, so zeigte sich auch bei der FAK-Expression die
Assoziation hinsichtlich einer negativ kumulierten Uberlebenswahrscheinlichkeit. Es
verdeutlicht sich hierbei der allgemeingultige Umstand eines vermutlich hochkomplexen
Interaktionsmusters innerhalb der unterschiedlichen Signaltransduktionswege, die im

Einzelnen und in ihrer wechselseitigen Beeinflussung dringend weiterer Aufklarung bedirfen.
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