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1. Einleitung

1.1 Definition

Gastrointestinale ~ Stromatumoren  (GIST) sind mesenchymale Tumoren des
Verdauungstraktes. Charakteristisches Merkmal ist der immunhistochemische Nachweis

des Tyrosinkinase-Rezeptors KIT (CD117).

Vormals oft als Leiomyome, Leiomyoblastome, Leiomyosarkome, Neurofibrome oder
Schwannome diagnostiziert [6], konnten Mazur und Clark im Jahre 1983 zeigen, dass
diesen Tumoren sowohl das fiir Schwannome typische Oberfldchenprotein S100 als auch
die elektronenmikroskopische Ultrastruktur von glatten Muskelzellen fehlt. In der Folge
wurde dann fiir diese neue Entitit erstmalig der Begriff ,,Gastric Stromal Tumors®
eingefiihrt [70]. Retrospektiv ist davon auszugehen, dass es sich bei einer Vielzahl der
mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltraktes, welche zuvor als von glattem

Muskelgewebe ausgehend beschrieben worden waren, um GIST gehandelt hat.

1.2 Klinisches Erscheinungsbild und Diagnostik

Das klinische Erscheinungsbild von GIST ist vielfdltig und unspezifisch. Am héufigsten
treten gastrointestinale Blutungen (33%) sowie Bauchschmerzen (19%) auf. Auch eine neu
aufgetretene Andmie (9%) oder ein abdominaler Tastbefund bei der klinischen
Untersuchung (7%) sind mogliche Symptome. Seltener kommt es zu Gewichtsverlust

(4%), Dysphagie (3%) oder Zeichen einer intestinalen Obstruktion (3%) [99].

Zur Diagnostik steht ein breites Spektrum an bildgebenden Techniken zur Verfiigung.
Neben Endoskopie, konventioneller Sonographie sowie der kontrastmittelgestiitzten CT,
kommen auch MRT, PET-CT und Endosonographie zur Anwendung [4]. Die Auswahl des
bildgebenden Verfahrens ist hierbei abhingig von der vermuteten Lokalisation und der

Erfahrung des Klinikers.

1.3 Epidemiologie
GIST sind die haufigsten mesenchymalen Tumoren des Gastrointestinaltraktes. Mit 1-3%

aller Neoplasien im Magen-Darm-Trakt stellen sie jedoch im Vergleich zu den haufigeren
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epithelialen Neubildungen in der Relation eine relativ kleine Entitdt dar [24, 74, 85]. In
Studien schwankt die Inzidenz zwischen 1,1 - 1,45/100.000 und Jahr. Die Pravalenz wird
auf 12,9/100.000 geschétzt [84, 112]. GIST treten im Verlauf des gesamten Magen-Darm-
Traktes, d.h. vom Osophagus bis zum Rektum auf, ein Teil der Tumore bildet Metastasen
insbesondere der Leber. Einige GIST sind auch primir extra-gastrointestinal lokalisiert,
diese werden als eGIST bezeichnet. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Osophageal
lokalisierte GIST signifikant hdufiger bei Méannern auftreten und mit einem schlechteren
Outcome assoziiert sind [62]. In einzelnen Fallberichten sind metastatische Absiedelungen

in Scrotum [109] oder Spinalkanal [116] beschrieben.

GIST treten gehéduft jenseits des 50. Lebensjahres auf, mit einem medianen
Erkrankungsalter um das 60. Lebensjahr. 5-20% aller Erkrankungsfille finden sich jedoch
vor dem 40. Lebensjahr. In seltenen Féllen (<1%) erkranken die Patienten bereits im

Kindes- oder Jugendalter [77].

Eine eindeutige Geschlechtswendigkeit kann nicht gefunden werden. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass maligne Verldufe bei ménnlichen Patienten hiufiger auftreten [77],
und dass ein Alter <50 Jahren bei Erstdiagnose mit einer besseren Prognose einhergeht

[57].

1.4 Pathogenese

Es wird davon ausgegangen, dass GIST aus den sogenannten ,,Interstitial cells of Cajal®
(ICC) hervorgehen. ICC sind vorwiegend im Plexus myentericus sowie in der muscularis
propria des Gastrointestinaltraktes lokalisiert und nehmen eine Mittlerfunktion zwischen

autonomem Nervensystem und glatter Muskulatur ein [110].

Kliippel konnte im Jahre 1998 zeigen, dass die glatten Muskelzellen des Diinndarmes und
die ICC einen gemeinsamen Stammzellursprung haben und es erst in einem relativ spéten
Entwicklungsstadium zu einer Differenzierung in zwei Zellrethen kommt [55]. ICC sind
immunhistochemisch positiv fiir den Oberflichenmarker KIT (CD117), einen Rezeptor mit
Tyrosinkinaseaktivitit. Torihashi et al. zeigten, dass eine Unterdriickung des
entsprechenden Signals zu einer Ausdifferenzierung der ICC in glatte Muskelzellen fithren

kann [111]. Am Mausmodell fand man, dass eine konstitutionelle Aktivierung des KIT-
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Rezeptors - etwa durch Mutation - zu Zellproliferation und schlieflich zur Entstehung

eines GIST fiihren kann [106].

Auf molekularer Ebene findet sich in 75-80% der sporadischen GIST eine Mutation in c-
kit, einem zentromernah auf Chromosom 4ql2 Ilokalisierten Gen, das fiir ein
Transmembranprotein mit Tyrosinkinaseaktivitét - KIT bzw. CD117 genannt - kodiert. Am
haufigsten finden sich Mutationen in Exon 11. Diese betreffen die Juxtamembrandomaine
des Transmembranproteins, welche physiologischerweise in Abwesenheit des Liganden
die Kinase-Aktivitdt inhibiert. Bei einer Fehlfunktion kommt es zu einer konstitutionellen
Aktivierung des Rezeptors und zu einer Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege tiber

PI3K, JAK/STAT sowie RAS/MAP-Kinase.

Bei ca. 8% aller GIST findet sich eine Mutation in PDGFRa, einer Typ-III-Rezeptor-
Tyrosinkinase. Meist ist hierbei die Kinase-II-Doméne betroffen, was iiber eine
Verianderung in der Aktivierungsschlinge zu einer alterierten Bindung von ATP fiihrt. Die
damit verbundene Dysfunktion resultiert in einer Aktivierung der Signalwege von PI3K

und STAT3 und konsekutiv in einer gesteigerten Proliferation mit Inhibition der Apoptose

[95].

Bei 10-15% aller GIST findet sich innerhalb der bekannten Exons fiir ¢c-KIT und PDGFRa
eine Wildtyp-Sequenz [95]. Die molekulare Pathogenese dieser als Wildtyp-GIST
bezeichneten Neoplasmen ist derzeit noch nicht vollstdndig gekldrt. Man geht davon aus,
dass auch andere, bislang nicht erfasste Genloci fiir Mutationen in Frage kommen, z.B.
BRAF [2, 81] oder Verdanderungen im Succinat-Dehydrogenase-Komplex [78, 89]. In
diesem Zusammenhang sind auch sporadische GIST bei Patienten mit Neurofibromatose
Typ I (Morbus Recklinghausen) zu nennen. Hier finden sich i.d.R. weder Mutationen in c-
KIT noch in PDGFRa [53, 71], vielmehr ist davon auszugehen, dass mit NF1 assoziierte

GIST iiberwiegend iiber das k-RAS vermittelte Neurofibromin-Gen entstehen.



1.5 Einteilung

1.5.1 Histologische Einteilung

Im Wesentlichen werden bei histopathologischer Betrachtung drei morphologische GIST-
Varianten unterschieden. Am héufigsten findet sich ein spindelzelliger Typ (74%) mit
fischgritenartigem Wachstumsmuster, seltener treten epitheloidzellige (10%) oder

pleomorphe Typen (16%) auf [46].

Von einigen Autoren wird eine weitergehende histologische Subdifferenzierung
vorgenommen. So unterscheiden Miettinen et al. [80] bei spindelzelligen GIST des
Magens eine sklerosierende, palisadenartig-vakuolisierte, hyperzellulire und eine
sarkomatdse Form. Die epitheloiden GIST werden weiter unterteilt in sklerosierend,

dyskohisiv, hyperzelluldr und sarkomatos.

1.5.2 Einteilung nach Risikogruppen

Nachdem die Spezifizierung der Entitdt ,,GIST* in den 1980er Jahren geklart war, wurde
deutlich, dass die Prognose der Tumoren heterogen war. 2002 wurde in einer WHO-
Konsensus-Konferenz eine Risikoklassifikation vereinbart, welche sich auf die Parameter
»lumorgrofie” und ,,Mitoserate stiitzt [79-80]. Die TumorgrofBe ist dabei durch den
maximalen Tumordurchmesser in cm definiert. Die Mitoserate wird durch manuelles
Auszdhlen der Mitosen bezogen auf 50 ,high power fields* (HPF) ermittelt. Ein HPF
entspricht dabei dem Bildausschnitt eines Lichtmikroskops bei 400-facher Vergroflerung.
Die Verwendung spezieller Proliferationsmarker (z.B. Ki-67) st bei der
Prognoseabschitzung der Bestimmung der Mitoserate bezogen auf 50 HPF unterlegen [30,

96].

In der Klassifikation nach Fletcher et al. [33] werden anhand der maximalen Tumorgrdf3e
sowie der Anzahl der Mitosen pro 50 HPF vier Risikogruppen - ,,Very Low*, ,,Low",
,Intermediate” und ,,High* - gebildet, welche das Risiko eines malignen Verhaltens des
Tumors abschdtzen (sieche Tabelle 1, S. 21). Diese Einteilung hat sich im klinischen
Einsatz bewihrt, hat jedoch Grenzen. So sind durchaus Patienten mit malignen Verldufen

(Metastasierung, Rezidiv) zu beobachten, die initial in eine Gruppe mit geringem Risiko



eingeordnet wurden. Ebenso werden zusitzliche Kriterien wie Tumorruptur oder eine

Ulzeration nicht erfasst, welche mit einem erhohten Risiko einhergehen konnen.

Ab 2005 etablierten Miettinen et al. eine erweiterte Klassifikation. Diese basiert ebenfalls
auf maximaler TumorgroBe und Mitoserate, bezieht aber zusidtzlich noch die
Tumorlokalisation (Magen oder Diinndarm) mit ein. Auch hier finden sich die vier
Risikogruppen ,,Very Low*, ,,Low*, ,Intermediate” und ,,High* (siche Tabellen 2, S. 21
und 3, S. 22). Die Einteilung basiert auf empirischen Daten und trdgt der Tatsache
Rechnung, dass GIST des Diinndarms im Vergleich zu gastral lokalisierten GIST ein

hoheres Mailignitétspotenzial aufweisen.

Neben Tumorgréfe, Mitoserate und Lokalisation gelten Koagulationsnekrosen,
Ulzerationen der Oberfliche oder eine Invasion der Mukosa bei GIST als ungiinstig. Diese

Kriterien fanden Eingang in die Klassifikation nach Joensuu [47].

1.6 Immunhistochemische Marker

1.6.1 KIT und PDGFRa

Das Transkriptions- und Translations-Produkt des Gens c-kit wird als KIT (CDI117)
bezeichnet und stellt das diagnostisch wichtigste Protein bei Gastrointestinalen
Stromatumoren dar [97]. Mehr als 95% der GIST sind immunhistochemisch positiv fiir
KIT [77]. Meist kommt es bei der immunhistochemischen Farbung zu einer starken, den
ganzen Tumor durchsetzenden Féarbung, die oftmals panzytoplasmatisch nachweisbar ist.
Bei GIST-Subgruppen koénnen auch andere Féarbemuster auftreten, z.B. eine deutliche
Positivitdit  der  Zellmembranen bei  Gastrointestinalen  Stromatumoren  mit

epitheloidzelligem Wachstumsmuster [76].

Neben GIST findet sich auch in physiologisch vorkommenden Geweben eine Positivitét
fir KIT: Mastzellen, Seminome und pulmonale kleinzellige Karzinome exprimieren
iiberwiegend KIT. Bei metastatischen Melanomen, klarzelligen Karzinomen, Ewing- und

Angiosarkomen ist eine Expression von KIT fakultativ [75].



Etwa 3-5% aller GIST sind immunhistochemisch positiv fiir PDGFRa [40].
Physiologischerweise spielt dieser Tyrosinkinaserezeptor eine Rolle bei der
Zellkommunikation,  Signaltransduktion sowie insbesondere der embryonalen

Lungenentwicklung. Auch ein Einfluss auf die Entwicklung neuronaler Stammzellen wird

diskutiert [22].

1.6.2 DOG-1

Das DOG-Gen kodiert fiir ein Protein mit bislang unbekannter Funktion. FEin
diagnostischer Vorteil im Hinblick auf die Sensitivitit scheint bei immunhistochemisch
KIT-negativen GIST gegeben, welche 5% der GIST-Fille darstellen [77, 94, 114]. Nach
Liegl et al. fiihrt der monoklonale Antikdrper DOG1.1 bei etwa 36% der KIT-negativen
GIST-Tumoren [60] zur Diagnose. Dariiber hinaus sind alle KIT-positiven GIST auch
DOGT1.1-positiv. Ein weiterer Vorteil von DOGI1.1 besteht darin, dass hochspezifisch
Tumorzellen und ICC angefdarbt werden, wihrend es bei KIT auch - wie unter 1.6.1

beschrieben - gleichzeitig zu einer Anfdarbung von Mastzellen kommen kann.

1.6.3 CD34

CD34 ist ein membranstindiges Sialomuzin-Protein mit einem Molekulargewicht von
116kD. Es wird in unreifen hdmatopoetischen Stammzellen gebildet und dariiber hinaus
auf Kapillarendothelien exprimiert. CD34 ist als Oberflichenmarker seit mehr als 20
Jahren bekannt und findet klinisch im Rahmen der Transplantation von hdmatopoetischen
Stammzellen Verwendung. Die exakte Funktion des Proteins ist bislang nicht geklart [35],
es wird jedoch angenommen, dass es die Proliferation von Stammzellen férdert und deren
Differenzierung blockiert. Ebenso wird die intravaskuldre Adhision von Lymphozyten in

lymphatischem Gewebe mit CD 34 in Verbindung gebracht [83].

Bei Gastrointestinalen Stromatumoren findet sich hiufig eine Uberexpression von CD34.
82% der im Magen lokalisierten GIST sind positiv fiir CD34 [80], bei GIST des
Diinndarms findet sich in 40% der Félle eine Positivitit fiir CD34 [79]. Eine prognostische

Bedeutung kommt der Proteinexpression nicht zu.



1.6.4 Muskellzellmarker

Aktin bildet intrazelluldr dynamische Filamente und ist Bestandteil des Zytoskeletts. In
Muskelzellen ist es Teil des Kontraktionsapparats. In der nicht polymerisierten Form
handelt es sich um ein nahezu globuléres Protein mit einer Molekiilmasse von 42kDa. Von
mehreren Isoformen spielt das a-smooth-muscle-actin (SMA) die bedeutendste Rolle als
Marker fiir glatte Muskelzellen. In Gastrointestinalen Stromatumoren kommt es in ca. 25%
der Patienten zu einer Expression von SMA, in GIST des Diinndarms (34%) hiufiger als in
solchen des Magens (19%). Einzelne Daten deuten darauf hin, dass die Positivitit fiir SMA

mit einer niedrigeren tumorspezifischen Mortalitit assoziiert zu sein scheint [79-80].

Desmin ist ein Intermedidrfilament, das in glatter Muskulatur und in Skelettmuskulatur
gefunden werden kann. Es verbindet die Z-Scheiben der Skelettmuskelfasern und wird als
Marker einer myogenen Differenzierung des Gewebes verstanden. In GIST wird es selten
exprimiert, dann jedoch gehduft in gastralen Tumoren mit epitheloidem Wachstumsmuster

und einer niedrigen Mitoserate [80].

Vimentin ist als Typ-3-Intermediérfilament ebenfalls ein Bestandteil des Zytoskeletts und
hat eine Molekiilmasse von 54 kDa. Uber seine genaue Funktion ist wenig bekannt, man
findet es im Zytoplasma der meisten Zellen mesenchymaler Herkunft. Es wird in
Sarkomen vermehrt gebildet und deswegen als Marker fiir Neoplasien des Bindegewebes

verwendet. Auch in Gastrointestinalen Stromatumoren ist es regelhaft zu finden [77, 86].

1.6.5 ps3

Das fiir den Tumorsuppressor p53 kodierende Gen ist auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert.
Das translatierte Protein hat ein Molekulargewicht von 53kDa und spielt eine zentrale
Rolle in der Regulation des Zellzyklus, seine Expression ist insbesondere in
proliferierenden und maligne entarteten Zellen verdndert. Dort fiihrt es beim Auftreten von
DNA-Schidden zum Arrest des Zellzyklus und induziert Reparaturmechanismen. Der Zelle
wird so ermdglicht, bis zur néchsten Zellteilung die vorliegenden Schdden am Ergbut zu
beheben. Bei einer zu ausgeprigten Akkumulation von p53, etwa beim Auftreten

irreparabler Schiaden, wird iiber eine Signalkaskade die Apoptose eingeleitet.



Eine Mutation des p53-Gens wird gehduft bei Tumorerkrankungen beobachtet und fiihrt zu
einem Verlust der proapoptotischen Wirkung. GIST sind im Mittel bei etwa 28% der
Patienten positiv fiir p53, es findet sich jedoch eine Abhdngigkeit von der Lokalisation des
Tumors. So zeigt sich bei gastralen GIST in 20% der Patienten eine Expression von p53,
bei GIST des Diinn- oder Dickdarms ist dies in 40-50% der Fall. Bei extragastralen GIST
ist eine Expression von p53 assoziiert mit einer Tumorgroe von mehr als 50 mm,
nukledren Atypien, epitheloidem Wachstumsmuster, mukosaler Invasion und einer

Mitoserate >5/50 HPF [32].

Der prognostische Wert der Expression von p53 fiir das klinische Outcome wird
kontrovers diskutiert. Er wird von einigen Autoren ausgeschlossen [21], von anderen
Autoren wiederum als nachgewiesen betrachtet [3]. Eine Metaanalyse von 9 Studien mit
insgesamt 768 Patienten aus dem Jahre 2012 zeigts, dass eine p53-Uberexpression mit

einem erhohten Risiko fiir eine Malignitit des Tumors einhergeht [120].

1.6.6 p16

pl6 ist ein Zellzyklusregulator aus der Gruppe der INK-Proteine. Das codierende Gen ist
auf Chromosom 9p21 lokalisiert. Physiologischerweise fiihrt p16 bei Expression zu einem
Arrest der Zelle in der Gi-S-Phase, dies geschieht {iber eine Inhibierung der Proteine
CDK4 und CDKS, die pRb phosphorylieren [104]. Das ebenfalls zur INK4-Familie

9ARF ist in der Lage, mit MDM2 zu interagieren und so die

gehorende Protein pl
Degradation des tumorsuppressiv wirksamen Proteins p53 zu hemmen [93].
Verdnderungen im biochemischen Signalweg von Cyclin D-CDK4/6/INK4/Rb/E2F sind
bei unterschiedlichen neoplastischen Verdnderungen in bis zu 80% der Patienten zu finden
[88], wobei die prognostische Bedeutung des Verlusts oder der Uberexpression von pl6

kontrovers diskutiert wird [31, 37, 42, 44, 66].

In GIST kommt es laut Schneider-Stock et al. in 62,8% der Patienten zu Alterationen in
der Expression von pl6, wobei ein Verlust der pl6-Expression neueren Ergebnissen
zufolge mit einer schlechteren klinischen Prognose vergesellschaftet ist [102-103].
Untersuchungen unserer eigenen Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass eine
Uberexpression von pl6 in Patienten mit High-Risk-GIST Pridiktor fiir ein ungiinstiges

Outcome [100] sein konnte.



1.6.7 S100

Die Familie der S100-Proteine setzt sich aus mindestens 21 verschiedenen Isoformen
zusammen, deren Gene nahezu sdmtlich auf Chromosom 1q21 lokalisiert sind. Die
Molekiilmasse reicht von 9-13 kDa. S100-Proteine finden sich bevorzugt in Zellen, welche
embryologisch aus der Neuralleiste hervorgehen, wie z.B. Schwannzellen, Melanozyten
oder Gliazellen. Sie werden daher als Marker fiir neuronales Gewebe eingesetzt. Dariiber
hinaus sind auch Chondrozyten, Adipozyten, Makrophagen und dendritische Zellen haufig
immunhistochemisch positiv. Physiologischerweise ist S100 an der Phosphorylierung von

Proteinen, der Calcium-Homoostase sowie an Zellwachstum und -differenzierung beteiligt.

GIST exprimieren S100 selten. Bei 5-10% der Patienten kommt es zu einer
zytoplasmatischen oder nukledren Fiarbereaktion, bei GIST des Diinndarmes in bis zu 15%
der Patienten und damit haufiger als bei gastraler Lokalisation des Tumors [79]. Einige
Untersuchungsergebnisse mit jedoch geringer Fallzahl deuten auf einen negativen
prognostischen Wert einer Expression von S100 in gastralen GIST, nicht aber in GIST des

Diinndarmes hin [77].

1.6.8 EGFR

EGFR stellt eine membranstindige Rezeptor-Tyrosinkinase aus der Familie der ErbB-
Membran-Rezeptoren dar [41]. Eine Aktivierung durch die Liganden EGF oder TGFa
fiihrt zu einer Dimerisierung des Rezeptors und durch Autophosphorylierung zu einer
Aktivierung intrazelluldrer Signalkaskaden. Hierdurch kommt es zu vermehrtem
Zellwachstum und einer gesteigerten DNA-Synthese sowie einer Inhibition der Apoptose
[87]. Diese Effekte sind potentielle Risikofaktoren fiir eine onkogene Transformation der

Zelle. Von einzelnen Autoren wird auch das Vorliegen einer autokrinen Schleife zwischen

TGFo und EGFR diskutiert [10] .

Eine vermehrte Expression von EGFR findet sich in ca. 30% aller epithelialen Tumoren, so
z.B. in Bronchialkarzinomen, Glioblastomen, Nierenzellkarzinomen und
Kolonkarzinomen. In GIST besteht immunhistochemisch in 96% der Patienten eine
Uberexpression von EGFR. Genomische Veriinderungen im Sinne einer Amplifikation des

kodierenden Gens werden hier aber im Regelfall nicht gefunden [61].



1.6.9 weitere Marker

Gastrointestinale Stromatumoren sind durchweg positiv fiir Nestin, ein Intermedidrfilament
vom Typ IV, welches in Zellen muskuldren und neuronalen Ursprungs vorkommt. Nestin
findet sich jedoch ebenso hiufig in Schwannomen des Gastrointestinaltraktes, es hat somit

keinen diagnostischen Wert bei GIST [98].

Eine Positivitét fiir Keratin 18 und - in geringerem Malle - fiir Keratin 8 wird bei einigen
GIST beobachtet. Fiir Keratin 7, 13, 14, 17, 19 und 20 sind GIST jedoch im Regelfall
negativ [77].

Die Proteinkinase C¢ (PKCg) ist eine Serin/Threonin-Kinase, welche in GIST im
Vergleich zu anderen mesenchymalen Tumoren vermehrt exprimiert wird. Untersuchungen
von Duensing et al. konnten 2004 zeigen, dass die PKCe in Gastrointestinalen
Stromatumoren unabhéngig vom Mutationsstatus und von der KIT-Expression konstitutiv

enzymatisch aktiv ist [27].

Einen diagnostischen Ansatzpunkt, insbesondere in der Abgrenzung des GIST von
Schwannomen, bietet das saure Gliafaserprotein (GFAP). Wéhrend dies in Schwannomen

regelhaft exprimiert wird, sind GIST immunhistochemisch negativ fiir GFAP.

1.7 genetische Verinderungen

In Gastrointestinale Stromatumoren sind mittlerweile Veranderungen an verschiedenen des
Erbgutes beschrieben. Am héaufigsten treten Mutationen in c-kit und PDGFRa auf. Die
klinische Relevanz derartiger Mutationen fiir die Prognose der Erkrankung ist derzeit
weiter Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Joensuu et al. wiesen zuletzt auf
das variable klinische Outcome beim Vorliegen identischer Mutationen in c-kit und

PDGFRa hin [50].

1.7.1 c-kit

c-kit ist ein aus 1306 Basenpaaren bestehendes Gen, welches auf Chromosom 4ql1-q12
lokalisiert ist. Es wurde urspriinglich als zelluldres Homolog des viralen Onkogens v-kit
(Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene) identifiziert, ein Ausloser feliner (d.h.
bei Katzen auftretender) Sarkome. Das Genprodukt stellt einen Glykoprotein-
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Transmembranrezeptor dar, der durch den Stammzellfaktor (SCF) aktiviert wird und
Tyrosinkinaseaktivitdt aufweist. Genetische Verdnderungen in c-kit finden sich bei
Gastrointestinalen Stromatumoren, Mastzellerkrankungen, akuten myeloischen Leukdmien
und Piebaldismus. Beim Piebaldismus handelt es sich um eine durch Mutation im KIT-
Rezeptor verursache Migrationsstorung von embryonalen Melanozyten. Klinisch finden

sich umschriebene Hypopigmentierungen der Haut bzw. der Haare [38].

In GIST sind bei 80-85% der Patienten aktivierende Mutationen in c-kit detektierbar [19],
welche Zellproliferation fordern und Apoptose inhibieren [63] kénnen. Uberwiegend
befinden sich diese Mutationen in vier verschiedenen Exonen des Gens. Dies sind in
absteigender Frequenz Exon 11, Exon 9, Exon 13 und Exon 17. Die meisten Mutationen
sind gegeniiber einer Therapie mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib sensibel, mit
Ausnahme von Mutationen in Exon 17, die primir resistent gegeniiber einer Therapie mit
Imatinib sind. Mutationen in Exon 9 zeigen teilweise eine verminderte Sensibilitit mit der
Notwendigkeit einer Dosisverdoppelung von Imatinib zum Erreichen einer therapeutischen

Antwort [39]. Auch die Mutation p.K642E von Exon 13 scheint Imatinib-sensibel [7].

Im Jahre 1998 konnten Hirota et al. zeigen, dass Mutationen, welche im Exon 11 und
damit im der juxtamembraniren Doméne entsprechenden Genlokus des KIT-Rezeptors
liegen, mit einer konstitutiven Aktivierung des Rezeptors einhergehen. C-kit-Exon-11-
Mutationen treten bei GIST in 66% aller Patienten auf [43]. Die Juxtamembrandomaine
inhibiert physiologischerweise eine Dimerisierung des Rezeptors in Abwesenheit von SCF.
Diese Funktion wird durch In-frame-Deletionen, Insertionen oder Punktmutationen gestort
[14, 54, 65], was zu einer ligandenunabhéngigen Dimerisierung, einer Aktivierung und

somit zu einem onkogenen Signal fiihrt.

Genetische Verdnderungen in Exon 9 finden sich in 13% der GIST-Patienten. Sie betreffen
den extrazelluldren Teil des Rezeptors und treten gehduft bei Tumoren des Diinndarms auf.
Welcher Mechanismus dieser Assoziation zugrunde liegt, konnte bislang nicht aufgeklart
werden. Gegenwaértig wird jedoch davon ausgegangen, dass Mutationen in Exon 9 ein

Antidimerisierungsmotiv der extrazelluliren Doméne storen [19].
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Mutationen in den Exonen 13 und 17 treten mit einer Frequenz von 0,8 - 4,1% bzw. 0,6%
auf. Sie betreffen die Kinase-I-Domdne bzw. die Aktivierungsschleife der Rezeptor-
Tyrosinkinase. Auch hier wird davon ausgegangen, dass es durch die Verdnderungen in der
Gen- bzw. Aminosduresequenz zu einer konstitutionellen Aktivierung des Enzyms und

einem onkogenen Signal kommt.

1.7.2 PDGFRa

PDGFRa ist ein auf Chromosom 4q11-q13 kodiertes Protein aus der Familie der Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren. Das zugehdrige Gen weist eine Grole von 3270bp auf.
Physiologischerweise wird der Rezeptor durch Liganden aus der platelet-derived-growth-
factor-(PDGF)-Familie  aktiviert, was zur Weiterleitung eines intrazelluldren
Proliferationssignals fiihrt. Neben der Entstehung von GIST ist PDGFRa auch mit dem
Hypereosinophiliesyndrom (HES) assoziiert [17].

Mutationen in PDGFRa sind mittels Sanger-Sequenzierung oder mittels eines High-
Resolution Melting Assays (HRM) detektierbar [58]. Sie finden sich bei 5-7% der GIST
[40] und betreffen mit einer Frequenz von 5,6% sédmtlicher GIST das fiir die
Aktivierungsschleife kodierende Exon 18 und mit einer Frequenz von 1,5% aller GIST-
Erkrankungen das Exon 12, welches fiir die Juxtamembrandomine kodiert [19]. Nahezu
alle GIST mit Mutationen in PDGFRa zeigen ein epitheloides Wachstumsmuster. Dariiber
hinaus sind sie hiufig mit einer schwachen bis nicht nachweisbaren Expression von KIT
vergesellschaftet. Mutationen in c-kit und PDGFRa schlieen sich nach gegenwirtiger

Kenntnis wechselseitig aus [39-40].

1.7.3 BRAF

BRAF ist Teil der RAF-Familie von Serin/Threoinin-Proteinkinasen. Diese sind wichtige
Effektoren der RAF-Aktivierung und Teil der RAS-RAF-ERK-Signalkaskade. Bei RAF-
Proteinen handelt es sich um eine Familie von Kinasen, die ein extrazelluldres Signal von
Wachstumsfaktoren in den MAPK-Signalweg {iberleiten. In gesunden Zellen fiihrt die
Bindung eines extrazelluldren Liganden zu einem intrazelluldren Signal, welches
wiederum zur Transkription von Genen fiihrt, welche an Zellwachstum, Zellproliferation
und Zelldifferenzierung beteiligt sind. Es handelt sich um eine im Laufe der Evolution

hoch-konservierte Kaskade, die fiir eine regulére Funktion der Zelle essenziell ist.
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Mutationen in BRAF sind die hdufigsten genetischen Verdnderungen in malignen
Melanomen der Haut. Gegenstand aktueller Untersuchungen ist die Fragestellung,
inwiefern BRAF auch fiir die Pathogenese von ,,Wildtyp-GIST*, die weder eine Mutation
in c-kit noch in PDGFRa aufweisen, eine Rolle spielen. So wurden von -einer
Arbeitsgruppe um Agaram et al. 61 Patienten untersucht, bei denen weder Mutationen in c-
kit noch in PDGFRa nachweisbar waren. Bei diesen Wildtyp-Patienten, die 10-15% der
GIST ausmachen, konnte in 4% der Patienten in BRAF Exon 15 die Mutation V600E
detektiert werden [2]. BRAF-Mutationen treten somit bei < 1% der GIST auf, sie scheinen
dann bevorzugt bei Frauen mittleren Alters vorzukommen und tiberwiegend im Diinndarm
lokalisiert zu sein. Auffillig sind ein hohes Malignititspotential sowie eine starke
Expression des KIT-Proteins. In der Literatur werden Mutationen in BRAF auch mit dem
Vorliegen einer primédren Resistenz gegen eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren
(TKI) in Verbindung gebracht [81]. Nicht vollstindig geklart ist bisher die Frage, ob sich
Mutationen in c-kit/PDGFRo und BRAF wechselseitig ausschlieen [1].

1.7.4 KRAS

Das kRAS-Gen kodiert fiir ein Protein aus der Familie des RAS. Bei RAS handelt es sich
um eine Familie von Proteinen, die an der intrazelluldren Signaltransduktion beteiligt sind
und bei Aktivierung proliferative und antiapoptotische Wirkung haben. Der Name RAS
leitet sich von einer Abkiirzung fiir ,,rat sarcoma* ab, da die Proteine primér in Sarkomen
der Ratte beschrieben wurden. kRAS besitzt eine GTPase-Aktivitdt und ist an vielen
intrazelluldren Signalkaskaden beteiligt. Mutationen in KkRAS haben oftmals onkogenes
Potenzial und werden in Leukdmien sowie in Karzinomen des Kolon, des Pankreas und der
Lunge gefunden. In Imatinib-resistenten Gastrointestinalen Stromatumoren konnten
Miranda et al. Mutationen des kRAS-Genes nachweisen [82]. Dem entgegen steht eine
Untersuchung aus dem Jahre 2013. Hier wurden 514 primére GIST auf Verdnderungen in
kRAS gescreened. Bei keinem der Patienten wurde eine kRAS-Mutation gefunden, so dass
man derzeit davon ausgehen muss, dass derartige Verdnderungen keine relevante Rolle in

der Pathogenese von GIST spielen [59].

1.7.5 SDH-defiziente GIST
Seit 2010 riicken vermehrt Wildtyp-GIST in den Focus der Untersuchungen [78]. Bei 7-

10% aller Gastrointestinalen Stromatumoren kann immunhistochemisch eine Defizienz des
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Succinat-Dehydrogenase-Komplexes an  der inneren  Mitochondrien-Membran
nachgewiesen werden [45, 72, 91]. Die Pathogenese dieser GIST-Subgruppe ist bislang
nicht vollstindig verstanden, es wird jedoch davon ausgegangen, dass es durch Succinat-
Akkumulation iiber HIF1-a-vermittelte Pseudohypoxie zu einem Proliferationssignal

kommt [72, 91].

Der SDH-Komplex ist Teil der mitochondrialen Atmungskette und besteht aus zwei
hydrophilen Untereinheiten (SDHA und SDHB) und zwei hydrophoben Untereinheiten
(SDHC und SDHD) [108]. Erstmals nachgewiesen werden konnten SDH-defiziente GIST
im Jahre 2011 [45]. Bei GIST-Wildtypen fand sich dabei eine immunhistochemisch

nachweisbare Reduktion oder ein totaler Verlust der SDHB-Expression.

Im Verlauf konnten durch Sequenzierung mehrere inaktivierende Mutationen in den
Exonen 1-15 von SDHA nachgewiesen werden [90, 92]. Alle Patienten waren junge
Frauen mit gastraler Lokalisation des Tumors, gemischtzelliger Morphologie, héufiger

Metastasierung in Lymphknoten und einer klinischen Inapparenz.

1.8 GIST-Syndrome

1.9 GIST bei Neurofibromatose Typ I

Die Neurofibromatose Typ I ist mit einer Frequenz von 1/3.000 Neugeborenen die
hiufigste autosomal-dominant vererbte Erkrankung. Sie kommt durch eine Mutation im
NF1-Gen zustande, welches auf Chromosom 17q11.2 lokalisiert ist, und wird zur Gruppe
der Phakomatosen gezdhlt. Die NF zeigt ein breites klinisches Spektrum. So sind auf der
Haut der iiberwiegenden Anzahl der Patienten Café-au-Lait-Flecken zu finden, ebenso
kommt es zu kutanen Neurofibromen. Im ZNS-Bereich ist das Auftreten von pilozytischen
Astrozytomen sowie Tumoren im Bereich der Hirnnerven, die eine chirurgische

Intervention ndtig machen konnen, typisch.
NF Typ 1 ist hdufig mit Gastrointestinalen Stromatumoren vergesellschaftet. So

beschreiben Miettinen et al. bei 6% der Patienten mit NF1 auch GIST. Dies entspricht

gegeniiber der Normalbevolkerung einer Steigerung der Inzidenz um das 180-fache [73].
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GIST in Zusammenhang mit NF1 weisen eine Prédilektion fiir den Diinndarm auf. Oftmals
treten sie multipel auf, sind klinisch inapparent und mitotisch wenig aktiv. Es kann jedoch
in einigen Féllen durchaus zu malignen Transformationen kommen, welche friiher
vermutlich hdufig als maligne Schwannome eingeordnet wurden [77]. Wenngleich auch
sporadische GIST bei NF1-Patienten vorkommen konnen, zeigen sogenannte NFI-
assoziierte GIST bei Patienten mit Neurofibromatose i.d.R. keine Mutationen in den Genen

c-kit und PDGFRa [118].

1.9.1 Carney-Triad

Eine weitere eigene Entitédt sind GIST im Rahmen einer Carney Triad. Als Carney-Triad
bezeichnet man eine Kombination aus gastralem GIST, einem extraadrenalen
Paragangliom und einem pulmonalen Enchondrom. Die Erstbeschreibung erfolgte 1983
durch J.A. Carney [12-13]. Ublicherweise weist der GIST hierbei eine Lokalisation im
Magen sowie eine epitheloidzellige Morphologie auf. Betroffen sind iiberwiegend
Patienten jlingeren Alters und mit 85% tiberwiegend Frauen. Der Grof3teil der Tumoren

zeigt einen benignen Verlauf.

1.9.2 Familidre GIST-Syndrome
Weltweit sind 34 Familien mit familidrem GIST-Syndrom bekannt [51]. Typischerweise

finden sich autosomal-dominante, aktivierende Mutationen in c-kit oder PDGFRa.
Ublicherweise kommt es bei diesen Patienten ab dem mittleren Lebensalter zur
Entwicklung von multiplen und manchmal diffusen GIST. Die Malignitdt der Neoplasien
reicht vom indolenten Tumor bis hin zu einer sarkomatdsen Entartung [77]. Haufig kommt
es zur Entstehung eines GIST auch bereits in jiingeren Jahren, etwa zwischen 25 und 45

Jahren [5].

1.10 Therapie

Die chirurgische Ro-Resektion mit priméir kurativem Ansatz ist bei nicht metastasierten
GIST die Therapie der Wahl. Bei Patienten mit lokalisierter Erkrankung kann durch
operative Entfernung des Tumors héufig eine Heilung erreicht werden [48]. Fiir Patienten
mit hohem Rezidivrisiko (,,High-Risk-GIST*) oder einer intraoperativen Tumorruptur wird
von der European Society of Medical Oncology (ESMO) eine adjuvante Chemotherapie

mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib (Gleevec®) in einer Dosis von 400 mg/Tag
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empfohlen. In dieser Patientengruppe kann die Therapie sowohl das tumorfreie Uberleben
als auch das Gesamtiiberleben verbessern [18, 49]. Bei Patienten mit niedrigem Risiko
eines Rezidives ist die adjuvante Therapie derzeit nicht empfohlen [119]. Zur
zielgerichteten Steuerung der Dosierung von Imatinib wird eine Mutationsanalytik
empfohlen. Es besteht Konsens, dass Patienten mit der Mutation PDGFRa D842V
aufgrund einer primiren Medikamentenresistenz nicht zu behandeln sind. Fiir Mutationen
in c-kit Exon 9 wird eine Verdoppelung der Tagesdosis auf 800 mg befiirwortet. Bis zu
15% der GIST werden in der Literatur als primér resistent gegeniiber einer Therapie mit
Imatinib beschrieben. Weitere 40-50% entwickeln nach einer mehr als 24 Monate

dauernden Therapie eine sekundire Resistenz [15].

Bei primdr nicht resektablen Tumoren ist ein neoadjuvanter Therapieansatz zur
Zytoreduktion zu diskutieren [28]. Sollte bereits bei Diagnosestellung eine Metastasierung
oder eine absolute Inoperabilitit bestehen, dann ist eine orale Therapie mit Imatinib Mittel
der Wahl [8, 23], ggf. kann im Verlauf eine Resektion von Metastasen erfolgen [113]. Der
optimale Zeitpunkt zur definitiven Operation mit angestrebter Ro-Resektion wird mit 6-12
Monaten nach Beginn der Imatinib-Therapie angegeben, ist jedoch sicherlich im Einzelfall
variabel und vom klinischen Verlauf abhingig. Eine Mutationsanalytik vor Therapiebeginn
ist essenziell, um primére Resistenzen zu erfassen bzw. eine Dosisadaptation vornehmen
zu konnen. Bei Therapieversagen oder Medikamenten-Unvertrdglichkeit stehen weitere

Tyrosinkinase-Inhibitoren zur Verfligung.

1.11 Fragestellung

Seit der Charakterisierung der GIST als eigene Tumor-Entitdt ist es Ziel zahlreicher
Arbeitsgruppen, eine Klassifikation zu erarbeiten, die eine FEinschitzung des
Malignitétspotenziales und damit auch eine Prognose der verschiedenen Tumore
ermoglicht. Derzeit finden im klinischen Alltag vor allem die Einteilungen nach Fletcher,

Miettinen und Joensuu Verwendung.

Auch unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit diversen Parametern, die fiir die Prognose
eines GIST relevant sind. So konnten Schmieder et al. nachweisen, dass bei Patienten mit
High-Risk-GIST eine hohe Expression von p16 mit einem schlechteren Outcome assoziiert

ist [100]. Dorn et al. zeigten den negativen prognostischen Wert von Cyclin H [26].
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Mit der zunehmenden Etablierung der Mutationsanalytik hat diese auch in der
Routinediagnostik Anwendung gefunden. Mutationen auf Ebene der DNA fiihren jedoch
nicht immer zum Austausch einer Aminosdure auf Proteinebene. Auch ist nicht jeder
Aminosdureaustausch mit einem anderen sterischen Verhalten des Rezeptorproteins
verbunden. Teilweise ist der Rezeptor auch nach Austausch mehrerer Aminosiuren noch

funktionell.

Singer et al. konstatierten 2002, dass bestimmte Mutationen in c-kit mit einem schlechteren
klinischen Outcome assoziiert sind [105]. Im Jahre 2003 gewann eine Arbeitsgruppe aus
Bonn erste Hinweise auf eine weitere Subpopulation innerhalb der c-kit-Mutanten, welche
mit einer erhdhten Malignitdt des Tumors einhergeht [115]. Es handelt sich hierbei um
Patienten, in denen die genetische Verdnderung bei c-kit in den Codons 557 (Tryptophan)
oder 558 (Lysin) vorliegt. In der damaligen Untersuchung wurden n=55 GIST-Patienten
untersucht. In 35 Fillen konnte eine Mutation in c-kit gefunden werden. In sémtlichen
metastasierten GIST-Fillen war eine Mutation in den Codons 557 oder 558 vorhanden.
Somit ergaben sich bereits zu diesem Zeitpunkt Daten, die den Mutationsstatus in den
Focus des Interesses stellten. Aufgrund der geringen Fallzahl waren aber noch keine

eindeutigen Aussagen zu treffen.

2005 konnte eine Arbeitsgruppe um Martin et al. anhand einer Untersuchung von n=162
Patienten ebenfalls zeigen, dass eine Mutation in den Codons 557 und/oder 558 mit einer
erhohten Rate an Rezidiven und Metastasen assoziiert sind [69]. Auch weitere

Untersuchungen stiitzen diese Annahme [9, 29, 67].

Ziel der vorliegenden Studie ist es, den prognostischen Wert von Mutationen in c-kit und
PDGFRa bei Gastrointestinalen Stromatumoren zu untersuchen. Ferner wird gepriift, ob
eine Mutation im kritischen Bereich der Codons 557 und 558 von c-kit Exon 11 einen
Effekt auf das krankheitsspezifische Uberleben (DSS) und das tumorfreie Uberleben (DFS)

der Patienten hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Farbeautomat

o Ames Histo-Tek Slide Stainer; Vogel Medizinische

Elektronik, Deutschland

Eindeckelautomat

o Promounter RCM 60; Medite Medizintechnik, Deutschland
Mikroskop:

o Zeiss Axiolab; Carl Zeiss Microimaging GmbH, Deutschland
Pipetten:

o Eppendorf Research; Eppendorf AG, Deutschland

o Pipetman; Gilson Inc., USA
Thermomixer

o Thermomixer 5436; Eppendorf AG, Deutschland
Zentrifugen

o Centrifuge 5417R; Eppendorf AG, Deutschland

o Centrifuge 5417C; Eppendorf AG, Deutschland

Technik und

o Centrifuge/Vortex Combi-Spin FVL 2400; peqLab Biotechnologie GmbH,

Deutschland
Reinraumwerkbank
o Clene Cab; Herolab Laborgerdate GmbH, Deutschland
PCR-Cycler
o Primus 96 plus; MWG Biotech AG, Deutschland
Elektrophorese-Systeme

o Electrophoresis Power Supply EPS300; Amersham Pharmacia Biotech,

USA
o Easy-Cast Electrophoresis System #B2
o Easy-Cast Electrophoresis System #B1A
UV-Tisch
o UV-Transilluminator 302nm; Bachhofer GmbH, Deutschland
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

- Einmalhandschuhe
o Nitra-Tex; Ansell Ltd., USA
o DermaClean; Ansell Ltd., USA

- Probengefille
o 0,2ml Eppendorf-Gefal3
o 1,5ml Eppendorf Gefal3

- Pipettenspitzen, steril
o Biosphere Filter-Tips 10ul, 100ul, 1000ul; Sarsted, Deutschland

- Objekttrager/Deckgliser
o SuperFrost-Plus 76x26mm; Menzel GmbH & Co. KG, Deutschland
o Deckglédser 24x50mm; Menzel GmbH & Co. KG, Deutschland

- DNA-Aufreinigungs-Kit
o peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit; peqLab Biotechnologie GmbH,

Deutschland

2.1.3 Allgemeine Reagenzien
- TEN-Puffer
o ImM Na-EDTA
o 10mM TRIS pH 8,0
o 0,1 M NaCl
- Agarose High Resolution Roti Garose; Carl Roth GmbH, Deutschland
- Amersham 100-Base-Pair-Ladder; GE Healthcare Life Sciences, USA

2.1.4 PCR-Reagenzien
- Illustra ANTP Polymerisation Mix; GE Healthcare Life Sciences, USA
- Illustra rTAQ-DNA-Polymerase; GE Healthcare Life Sciences, USA
- Spezifischer Primer fiir c-Kit Exon 11, 9, 13 und 17; Eurofins MWG Operon,
Martinsried, Deutschland
- Spezifischer Primer fiir PDGFRo Exon 12 und 18; Eurofins MWG Operon,
Martinsried, Deutschland
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2.1.5 Software & Tools
- Chromatogramm-Bearbeitung und -auswertung
o Chromas Version 2.33; Technelysium Pty Ltd.; http://technelysium.com.au/
- Online-Tools
o Basic Local Alignment Search Tool (B.L.A.S.T.);
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, National Library of Medicine
(NLM), USA
o Catalogue of  somatic  mutations in  cancer (COSMIC);
http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/; Wellcome Trust Sanger
Institute, UK
o Emboss Transeq; http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html;
EMBL-EBI, UK
- Datenbank
o Microsoft Office Access 2007%; Microsoft Corporation, USA
- Statistische Auswertung
o Microsoft Office Excel 2007%; Microsoft Corporation, USA
o SPSS® Statistics 17.0; SPSS Inc., USA
o WIinSTAT® fiir Microsoft Excel, Version 2007.1, R. Fitch Software,
Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Datenerfassung und -aktualisierung

Als Grundlage fiir die Erfassung und Aktualisierung der Datensétze stand eine auf
Microsoft Access® basierte Datenbank zur Verfiigung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
vorhandene Bestand ergidnzt und aktualisiert. Dokumentiert wurden von klinischer Seite
Daten zu Person und Hausarzt, zur aufgetretenen Initialsymptomatik, das Datum der
Diagnosestellung, durchgefiihrte therapeutische Mafnahmen, aufgetretene
Zweitneoplasien oder Rezidive. Basierend auf Arztbriefen und pathologischen
Befundberichten =~ wurden  Lokalisation, TumorgroBle, Mitoserate sowie das

histopathologische Profil erfasst.
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Tabelle 1: Risikoklassifikation Gastrointestinaler Stromatumoren in Abhédngigkeit von maximaler
Tumorgréfe (in cm) und Mitoserate (MR) auf 50 HPF. Darstellung nach Fletcher et al. [33].

Risiko GroBe (cm) MR pro 50
Very Low <2 <5
Low 2-5 <5
Intermediate <5 6-10

5-10 <5

>5 >5
High > 10 jede MR

jede GroBe > 10

Tabelle 2: Gruppeneinteilung Gastrointestinaler Stromatumoren in Abhédngigkeit von maximaler Tumorgrofe
(in cm) und Mitoserate (MR) auf 50 HPF. Darstellung nach Miettinen et al. [79-80].

Gruppe GroBe (cm) MR pro 50
1 <2 <5
2 >2<5 <5
3

3a >5<10 <5
3b > 10 <5
4 <2 >5
S >2<5 > 5
6

6a >5<10 >5
6b > 10 >5
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Tabelle 3: Risikoeinteilung Gastrointestinaler Stromatumoren in Abhéngigkeit von Gruppenzugehorigkeit

und Lokalisation. Darstellung nach Miettinen et al. [79-80].

Gruppe Magen Diinndarm
1 Very Low Very Low
2 Low Low

3

3a Low Intermediate
3b Intermediate High

4 Low High

5 Intermediate High

6

6a High High

6b High High

Zu samtlichen Patienten wurde im Rahmen der klinischen Tumornachsorge oder
telefonisch unter Einbezug der Hausarztbefunde Kontakt aufgenommen, um die aktuelle
gesundheitliche Situation zu erfassen. Hierbei wurde gezielt nach Rezidivsymptomen
sowie eventuell aufgetretenen Zweitneoplasien gefragt. Neben dem Datum und der Art des
Kontaktes (klinisch, telefonisch, Hausarzt) wurden sdmtliche erhobenen Daten in ein
separates Kontakt-Formular eingegeben, welches direkt mit dem korrespondierenden
Patienten in der Datenbank verkniipft war. Somit war eine liickenlose und

nachvollziehbare Dokumentation samtlicher Patientenkontakte moglich.

2.2.2 Erhebung und Ablage

Von allen Patienten wurde eine schriftliche Einwilligung eingeholt und mit Befunden und
Arztbriefen abgelegt. Neben der Papierform erfolgte eine EDV-gestiitzte Erfassung in der
o.g. Datenbank. Hier waren sdmtliche klinische, bildgebende und pathologische Befunde

zu dokumentieren.
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2.2.3 Gewinnung von genomischer DNA aus Paraffin-eingebettetem

Tumorgewebe
Von 121 Patienten konnte aus dem Archiv des Institutes fiir Pathologie am
Universitédtsklinikum Ulm genomische DNA aus in Paraffin eingebettetem Material
gewonnen werden. Bei sechs Patienten wurden vorliegende Ergebnisse externer

Kooperationspartner iibernommen.

Pro Patient wurden jeweils zwei gleichartige Schnitte 4 Sum Schichtdicke angefertigt, in
Xylol sowie aufsteigender Reihe Ethanol entparaffiniert und anschliefend getrocknet. Ein
Schnitt wurde mittels Firbeautomat nach Standardprotokoll mit H&matoxylin-Eosin
gefdarbt und mit einem Deckglas versehen, um die jeweilige Ausdehnung des Tumors
lichtmikroskopisch erfassen und markieren zu konnen. Nekrotische, kalzifizierte und
insbesondere stark eingeblutete Bereiche wurden hierbei im Sinne der Gewinnung eines

moglichst hohen Anteils an tatsdchlichem Tumor-Gewebe abgegrenzt.

Nach Aufbringen von 100ul TEN-Puffer auf den markierten Bereich des ungefarbten
Schnittes wurde das Gewebe in der Reinraumwerkbank an den zuvor markierten Stellen
homogenisiert und in Losung gebracht. Nach Abpipettieren des Lysats und Verfiillen in ein
Eppendorf-Schraubgefdl wurden mit einer neuen Pipettenspitze nochmals 100ul TEN-
Puffer aufgebracht um abgeloste, aber auf dem Objekttriager verbliebene Zellen aufnehmen

zu konnen. Das Lysat wurde in das selbe Eppendorf-Schraubgefal3 verfiillt.

Zur Zytolyse und Freisetzung der genomischen DNA wurden je 100ul Templatevolumen
10ul Proteinase K [107], im vorliegenden Fall also 20ul, eingesetzt. Zur Unterstiitzung der
Reaktion erfolgt die Zufuhr von Energie liber einen Thermomixer und stindiges Bewegen
der Eppendorf-Schraubgefifle liber Nacht. Danach 5-miniitiges Erhitzen auf 95°C zur
Denaturierung der Proteinase K. Vor dem FEinsatz in das PCR-Roéhrchen wurde jedes
Template fiir 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert, um eventuell noch vorhandenen
Zelldebris zu separieren. Zuletzt erfolgte das Abpipettieren unter der Reinraumwerkbank

und das Einfiillen in ein neues, zuvor sterilisiertes Eppendorf-Schraubgefal3.
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2.2.4 Amplifikation und Aufreinigung

Zum gegenwartigen Zeitpunkt ist davon auszugehen, dass sich in GIST-Primértumoren die
Mutationen wechselseitig ausschlieBen [40]. Ein Auftreten von Mutationen in mehreren
Exonen innerhalb eines Tumors wurde bisher nicht beschreiben. Aus diesem Grund
wurden nicht fiir jeden Patient simtliche Exons sequenziert. Begonnen wurde mit dem
Exon mit der hochsten Mutations-Inzidenz (Exon 11). Bei negativem Befund wurden in
einer Reihe - unter Beriicksichtigung der in der Literatur beschriebenen Haufigkeit des
Auftretens einer Mutation - weitere Exons untersucht, bis eine Mutation nachgewiesen
werden konnte. Fand sich keine der bekannten Mutationen (c-kit Exon 11, 9, 13, 17;
PDGFRa 18, 12), so wurde der Tumor als Wildtyp bezeichnet und als solcher in die

Datenbank aufgenommen.
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Abbildung 1: Abgestuftes Vorgehen bei der Mutationsanalytik Gastrointestinaler Stromatumoren unter

I/

Beriicksichtigung der Haufigkeit verschiedener Mutationsloci (nach Corless et al. [19]). Begonnen wurde die
Analytik mit der Sequenzierung von c-kit Exon 11. Wurde eine Mutation detektiert (,,+), so wurde der
Tumor unter Angabe der entsprechenden Mutation in die Datenbank aufgenommen und keine weiteren
Sequenzierungen durchgefiihrt. Wurde fiir das entsprechende Exon ein Wildtyp detektiert (,,-), so wurde das
jeweils nédchste Exon untersucht. Wurde in keinem Exon eine Mutation erfasst, so wurde der Tumor

definitionsgemaR als ,,Wildtyp* bezeichnet.
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Zur Durchfithrung einer spezifischen PCR fiir die einzelnen Exons wurden jeweils
passende Primer benutzt. Die jeweiligen Sequenzen wurden unterstiitzt durch ein im
Internet verfiigbares Tool des Herstellers Eurofins MWG Operon, Martinsried,
Deutschland generiert. Hierbei war lediglich die Eingabe des zu amplifizierenden
Exonabschnittes ndtig. Softwarebasiert wurde dann vom Hersteller ein hochspezifischer
Primer generiert, der zu einer Vervielfiltigung exakt des gewlinschten Abschnittes genutzt
werden konnte. Um nach Amplifikation des DNA-Materials eine entsprechende Bindung
des notigen Sequenzierprimers zu ermoglichen, wurden alle Vorwirts-Primer mit der

bekannten M13-Sequenz (5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'") versehen.

Tabelle 4: Tabellarische Aufstellung der fiir die einzelnen Exons verwendeten Primer. Die rot markierten
Bereiche der vorwirts (,,forward*) gerichteten Primer stellen die M13-Sequenz dar, welche in einem spéteren
Arbeitsschritt als Ankniipfpunkt fiir den Sequenzierprimer benétigt wird. In Kleinbuchstaben und fett
gedruckt der korrespondierende Ausschnitt aus dem zu sequenzierenden Exon.

Exon | forward/ | Sequenz
reverse

it 11 f 5-CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAtttgttctctctccagagtgct-3’
r 5’-acccaaaaaggtgacatgga-3’

Kt 9 f 5-CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAatgccacatcccaagtgttt-3’
T 5’-gacagagcctaaacatcccctta-3’

it 13 f 5-CGTTGTAAAACGACGGCCAGTTTTGccagttgtgctttttg-3'
r 5'-gtttataatctagcattgccaaaatca-3’

it 17 f 5’- CGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAtggtgtactgaatactttaaaacaaaa-3’
r 5’-tgcaggactgtcaagcagag-3’

PDGFRa | f 5’- CGTTGTAAAACGACGGCCAGTctctggtgcactgggacttt-3’

12 r 5’- gcaagggaaaagggagtctt-3’

PDGFRa | f 5’- CGTTGTAAAACGACGGCCAGTcagctacagatggcttgatcctg-3’

18 r 5’- actttagagattaaagtgaaggagga-3’

Sédmtliche Pipettierarbeiten wurden zur Vermeidung einer Kontamination mit Fremd-DNA
mit Handschuhen und unter der Reinraumwerkbank durchgefiihrt. Das benétigte Material
wurde vor Benutzung fiir 15 Minuten mit ultraviolettem Licht bestrahlt um eventuell

vorhandene DNA-Antragungen zu degradieren.

Zunichst wurden sdmtliche Materialen mit Ausnahme der Taq-Polymerase auf Eis gestellt,
um unspezifische Amplifikationsreaktionen wéhrend des Pipettierens zu verhindern. Nach

Vorlage von jeweils 4ul Patienten-Template in 0,2 ml PCR-Tubes wurde ein
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exonspezifischer Mastermix pipettiert. Dieser setzte sich aus den fiir die PCR nétigen

Reagenzien zusammen:

Tabelle 5: Zusammensetzung des exonspezifischen PCR-Ansatzes.

Menge (ul)
H>O 42
10x-Puffer 5
dnTP 0,5

exonspezifischer Primer | 0,5

Taq-Polymerase 0,5

gesamt 48,5

Pro PCR-Tube wurden nun 48,5 ul des Mastermix zum bereits vorgelegten Patienten-
Template zugefiigt. Nach kurzer Durchmischung des Reaktionsgemisches mit dem
Vortexgerdt erfolgte ein kurzes Abzentrifugieren, um Antragungen am Deckel bzw. am
Rand des PCR-Tubes zu verhindern. Wéhrenddessen wurde der PCR-Cycler vorgeheizt,
um den Zeitraum unspezifischer Raumtemperatur moglichst gering zu halten. Im
Anschluss an die Pipettierarbeiten wurden die PCR-Tubes in den Cycler gestellt und die
Amplifikation mittels Touch-Down-PCR gestartet (Programm-Protokoll siehe Tabelle 6).
Hierbei wird die Spezifitit der Primer-Bindung durch zyklusweise Annédherung der
Annealing-Temperatur an die Schmelztemperatur des Primers erhoht. Das Auftreten von

Primer-Dimeren und weiteren Artefakten kann so verringert werden [25].

27



Tabelle 6: Protokoll des durchgefiihrten PCR-Programms. Die grau hinterlegten Zeilen geben an, wie hdufig
der vorhergehende Abschnitt zyklisch wiederholt wird und bei welchem Schritt dieser beginnt.

Step | Temperature | Time (min) /Cycles

1 95°C 5 Initial Denaturation
2 95°C 30 Cycle Denaturation
3 62°C 30 Primer Annealing
4 72°C 30 Primer Extension

5 Go to Step 2 | 2 Times

6 95°C 30 Cycle Denaturation
7 60° C 30 Primer Annealing

8 72°C 30 Primer Extension

9 Go to Step 6 | 2 Times

10 95°C 30 Cycle Denaturation
11 58°C 30 Primer Annealing
12 72°C 30 Primer Extension
13 Go to Step 10 | 2 Times

14 95°C 30 Cycle Denaturation
15 56°C 30 Primer Annealing
16 72° C 30 Primer Extension
17 Go to Step 14 | 35 Times

18 72°C 10 Substrate Clearance
19 4°C Hold Storage

Der PCR folgte die Auftrennung des Produktes mittels Gel-Elektrophorese. Hierzu wurden
1,5g High-Resolution-Agarose in einen Erlenmeyer-Kolben eingewogen und nach Zugabe
von 110ml H>O bis zur vollstandigen Losung der Agarose erhitzt. Im Anschluss daran
erfolgte die Zugabe von 10 ml 10xTAE-Puffer sowie 2 Tropfen Ethidium-Bromid. Nach
Einbringen des fliissigen Gels in einen passenden Geltrdger und Versehen desselben mit
einem 16-Well-Kamm wurde das Gel bis zum Erstarren abgekiihlt. Anschliefend folgte
das Einbringen des 100 bp-Standards sowie von jeweils 35 ul der PCR-Produktes in die
Taschen. Mit einer Spannung von 120V erfolgte danach der Gel-Elektrophorese-Lauf tiber

den Zeitraum einer Stunde.
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Unter UV-Licht-gesteuerter optischer Kontrolle wurden dann zur spezifischen Extraktion
der passenden Fragmente die entsprechenden Banden mittels Einmalskalpell
ausgeschnitten. Hierbei wurde neben dem Schutz des Laboranten vor der UV-Strahlung
insbesondere auch versucht, die Exposition des Gels mit der enthaltenen DNA moglichst
kurz zu halten. Dies wurde durch Unterlegen eines fiir UV-Licht undurchlissigen Streifens
Aluminiumfolie bewerkstelligt. Die ausgeschnittenen Gel-Stiicke wurden in sterile 1,5ml-

Eppendorf-Gefifle verfiillt.

Die Extraktion der amplifizierten DNA aus dem Agarosegel erfolgte mittels peqGOLD

MicroSpin Gel Extraction Kits nach dem vom Hersteller vorgegebenen Protokoll:

1. Bei Gewicht von ca. 120-150 mg des Gelstiicks Zugabe von 500 pl GP-Puffer.
Erhitzen des Reaktionsgemisches im Thermomixer unter stindiger Bewegung auf
60° C. Hierdurch Auflosung des Gelstiicks.

2. Zugabe von 250 pl CP-Puffer, anschlieBend vermischen.

3. Pipettieren von 750 pl des Inhalts jeweils auf eine MicroSpin-Zentrifugensiule,
welche zuvor in ein UV-bestrahltes 2ml Sammeltube eingebracht wurde. 1-
miniitige Zentrifugation bei 10.000 g und Raumtemperatur. Verwerfen des
Séulendurchflusses.

4. 700ul des Waschpuffers CG auf die Séule pipettieren, 2-3 Minuten warten,
anschliefend fiir 1 Minute bet 10.000 g zentrifugieren. Verwerfen des
Séulendurchflusses.

5. Wiederholen von Schritt 4

6. Zentrifugensiule in das geleerte 2ml Sammel-Tube stecken und bei 10.000 g fiir
eine Minute trocknen.

7. Eluieren der DNA durch aufpipettieren von 10 pl Elutionspuffer, anschlieBendes
Inkubieren bei Raumtemperatur und zweiminiitige Zentrifugation bei 10.000 g

unter Raumtemperatur.
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2.2.5 Sequenzierung

Samtliche Sequenzierarbeiten wurden von Eurofins MWG Operon, Martinsried,
Deutschland durchgefiihrt. Die Anmeldung der Proben erfolgte digital iiber die

Internetpriasenz des Unternehmens (http://www.eurofinsgenomic.eu).

Template Hame Template Type Primer
17 ADMODTX B4exl1 PCR productpurified = S)M13uni(21) ~  delete
2 ADMODIX 65ex11 PCRproductpurified = jasabove [~ delete
3 ADMODTX 66ex11 PCR product purified =~  as above ~ delete
[ save | e | cance |

A Fertig

Abbildung 2: Screenshot der Eingabemaske fiir die Auftragssequenzierung bei Eurofins MWG Operon,
Martinsried, Deutschland. Im rot markierten Bereich sind Nummer des Barcode-Labels, Probenname

(Template Name) und -typ und gewiinschter Sequenzierprimer einzutragen.

2.2.6 Auswertung der Sequenzdaten
Das mit der Sequenzierung beauftragte Unternehmen lieferte die fertigen Sequenz- und
Chromatogramm-Daten im SCF-Format. Dieses Format konnte mittels der Software

Chromas angezeigt und die entsprechenden Daten ausgewertet werden.

Nach Identifikation der Probe und Zuordnung zum richtigen Patienten wurde die erhaltene
Sequenz zunidchst mittels B.L.A.S.T. (Basic Local Alignment Search Tool;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) an die Wildtyp-Sequenz des entsprechenden Exons

angelegt, um entsprechende Abweichung grob orientierend beurteilen zu kdnnen.
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"Alignments [ Select Al Get selected sequences NEW

>1cl|27853
Length=127

Score = 235 bits (127), Expect = 2e-67
Identities = 127/127 (100%), Gapa = 0/127 (0%)
Strand=Plus/Flus

Query 1 AR CCCATGTATGRAAGTACAGTGEARGETIGTTRAGEAGATARATEGARACRATTATGIT 40
005 0 T T
Sojct 1 A CCATETATGRAGTACAGTGERAGETTGTTRAGEAGATARATERARACARTTATGIT 40

Query 61 TACATAGACCCARCA AR CTTCCTTATGATCACARATGGEAGTITTCCCAGRRRACAGEETE 120

PEEFEFLEEEELEES EREELLPLELEECFEREELEEEERELEELEERVLED ELEEELD E
Skjet 61 TR CATAGRCC AR A AR CTTCCTTATGATCACARARTGEEAGTITCCCAGRRARCAGEETE 120

]
=]

Query 121 AGITTIIG 1
EVEEELE]
Sbjct 121 AGITTITIG 1

%)
=]

Abbildung 3: Screenshot der Ergebnisausgabe der onlinebasierten B.L.A.S.T.-Software. Im gezeigten Fall
findet sich eine Wildtyp-Sequenz fiir c-KIT Exon 11. Die Nukleotidsequenz des Patienten (untere Reihe
»Sbjct™) ist vollstindig identisch mit der Wildtyp-Sequenz (obere Reihe ,,Query®).

In einem zweiten Schritt wurde eine manuelle Uberpriifung und Analyse jedes einzelnen
Chromatogramms durchgefiihrt. Bei komplexeren Mutationen, wie etwa Insertionen oder
groBBeren Deletionen wurde auch ein manuelles Alignment der Sequenzen durchgefiihrt.
Punktmutationen stellen sich hierbei dadurch dar, dass im Chromatogramm ein deutlich
sichtbarer zusitzlicher Peak erscheint. Bei Deletionen oder Insertionen kommt es zu einer
kompletten Verschiebung des Rasters, so dass ab dem Basenpaar, an dem die Verdnderung

lokalisiert ist, keine Einzelpeaks mehr zu erkennen sind.
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Abbildung 4: Ausschnitt eines Sequenz-Chromatogramms mit Wildtyp-Sequenz. Das Hintergrundsignal

(siehe beispielhaft roter Pfeil) ist nur minimal vorhanden, fiir jedes dem Patienten zuzuordnende Basenpaar

ist ein einzelner Signalpeak abgrenzbar.
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Abbildung 5: Ausschnitt eines Sequenz-Chromatogramms mit Punktmuftation. Bei Auftreten einer Mutation

(siche roter Kreis) kommt es zur Abbildung von zwei Peaks. Ein Peak représentiert die im amplifizierten

Material vorhandenen Zellen mit Wildtyp-Sequenz, der andere die mutierten Tumorzellen.
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Abbildung 6: Ausschnitt eines Sequenz-Chromatogramms mit einer Deletion. Beginnend an der Stelle der

Mutation (siehe roter Kreis) kommt es zu einer Verschiebung des Rasters, so dass ab diesem Zeitpunkt keine

einzelnen Peaks mehr erkennbar sind.
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Die Auswertung samtlicher Sequenzchromatogramme erfolgte standardisiert auf einem
Formblatt. Dort wurde die ID-Nummer des Patienten, der Name des amplifizierten Exons,
die gemessene Basensequenz inklusive Benennung der Mutation sowie auch die daraus
berechnete Aminosduresequenz dokumentiert. Des Weiteren wurde ein Screenshot mit

einem Teil des Chromatogramms eingefligt, anhand dessen die Mutation ersichtlich wird.

2.3 Statistische Methoden

Sadmtliche Kalkulationen erfolgten unter Verwendung der Statistiksoftware SPSS® sowie

des Plugins Winstat® fiir Microsoft Excel.

Die Beschreibung des Kollektivs erfolgte durch statistische Betrachtung der
Nachbeobachtungszeit sowie der Alters- und Geschlechtsverteilung. Bei der
Nachbeobachtungszeit wurde das arithmetische Mittel als ,mittlere
Nachbeobachtungszeit® angegeben, erginzend Minimun und Maximum. Beim
Erkrankungsalter erfolgte neben der Angabe des arithmetischen Mittel auch die Angabe

des Medians sowie der Spannweite vom jiingsten zum dltesten Patienten.

An weiteren Parametern wurde die Tumorlokalisation und das Auftreten etwaiger
Zweitneoplasien ebenso beschrieben wie die Haufigkeit eines GIST-Rezidivs und einer
GIST-Metastasierung. Hierbei wurde neben der absoluten Anzahl auch die prozentuale
Anzahl berechnet. Ebenso erfolgte die Auswertung der pathologischen Befunde im

Hinblick auf TumorgroBe, Mitoserate und immunhistochemische Parameter.

Uberlebenszeitanalysen wurden anhand der Methode nach Kaplan und Meier durchgefiihrt,
bei Vorhandensein mehrerer Gruppen wurde der Log-Rank-Test durchgefiihrt. Statistische
Signifikanz fiir das Auftreten von Unterschieden wurde hierbei entsprechend den gidngigen
Konventionen bei  p<0,05 angenommen. Unterschieden = wurde  zwischen
krankheitsspezifischem Uberleben (DSS) und krankheitsfreiem Uberleben (DFS). Das
krankheitsspezifische Uberleben (DSS) ist hierbei definiert als Zeitspanne von
Erstdiagnose bis zum tumorbedingten Tod bzw. zum letzten bekannten Follow-Up. Das
krankheitsfreie Uberleben (DFS) ist als Zeitspanne von Erstdiagnose bis zum Auftreten

eines Rezidives oder einer Metastasierung festgelegt.
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Erginzend wurde fiir die einzelnen Gruppen von Mutationen das Risiko mittels der Odds

Ratio bestimmt. Das 95%-Konfidenzintervall wurde dabei wie folgt angegeben:

OR = X [KI untere Grenze; KI obere Grenze].
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3. Ergebnisse

Die Grundlage der vorgelegten Untersuchung bildet das Ulmer GIST-Register. Erfasst
werden dort sdmtliche GIST-Erkrankungen des Universititsklinikums Ulm sowie
zahlreicher umliegender Kooperationspartner. Von 127 Patienten innerhalb dieses
Registers waren Gewebeproben vorhanden und wurden wie oben beschrieben
mutationsanalytisch untersucht. Die Ergebnisse der Sequenzierungen wurden anschlieBend
mit den epidemiologischen Daten des Registers gemeinsam ausgewertet. Insbesondere der
Zusammenhang zwischen den erfassten Mutationen und dem krankheitsspezifischen
Uberleben (DSS) bzw. dem krankheitsfreien Uberleben ohne Tumorrezidiv oder

Metastasierung (DFS) waren Gegenstand der Untersuchung.
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Tabelle 7: Ubersicht ausgewihlter epidemiologischer sowie pathologischer Daten

Kollektivs aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

des untersuchten

n %
Geschlecht (nwi=127)
weiblich 72 56,7
maénnlich 55 43,4
Lokalisation (nw=127)
Magen 73 57,5
Diinndarm 36 28.3
Colon/Rectum 7 5,5
Andere 7 5,6
Diffus 4 3,1
TumorgroBe (niw=127)
<5 60 48
5-10 35 28
>10 32 25,6
Mitoserate (Niwu=122)
<5/50 HPF 69 56,6
5-10/ 50 HPF 27 22,1
>10/50 HPF 26 21,3
Risikoklassifikation (n. Fletcher) (niw=127)
Very Low 16 12,6
Low 35 27,6
Intermediate 29 22.8
High 47 37,0
Zweitneoplasien (nio=39) 39 30,7
Prostatakarzinom 11 8,7
Mammakarzinom 6 4.7
Nierenzellkarzinom 5 3.9
Pankreaskarzinom 4 3,1
Kolonkarzinom 3 2,4
Osophaguskarzinom 3 2,4
Andere 7 5,5
Mittlere Nachbeobachtungszeit 49,68 Monate
Medianes Erkrankungsalter 66,25 Jahre
Gesamtiiberleben (OS) 1 Jahr | 93,7%
3 Jahre | 78,0%
5 Jahre | 70,8%
Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) 1 Jahr 96,3%
3 Jahre | 87,3%
5 Jahre | 84,3%
Krankheitsfreies Uberleben (DFS) 1 Jahr 82,3%
3 Jahre | 79,9%
5 Jahre | 76,6%
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3.1 Kollektiv, Epidemiologie

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mutationsanalyse-Ergebnisse von 127 GIST-
Patienten samt den korrespondierenden klinischen Daten ausgewertet. Die mittlere
Nachbeobachtungszeit des Kollektivs betrug 4,14 Jahre, entsprechend 49,68 Monaten. Das
Minimum lag bei 0, das Maximum bei 14,61 Jahren (siche Abbildung 7).
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Abbildung 7: Nachbeobachtungszeit des untersuchten Kollektivs aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-

2010 als Sdulendiagramm. ny =127 Patienten.

3.2 Altersverteilung

Das Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung betrug im arithmetischen Mittel
63,91 Jahre bei einer Standardabweichung von 12,80 Jahren (siche Abbildung 8).
Insgesamt zeigt sich eine rechtsschiefe Verteilung mit einem Median von 66,25 Jahren.
Der jiingste Patient war zum Zeitpunkt der Ersterkrankung 14,91 Jahre alt, der élteste
94,09 Jahre. Somit ergibt sich eine Spannweite von 79,18 Jahren.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren 17,3% der Patienten jlinger als 50 Jahre und 9,4%
der Patienten jlinger als 40 Jahre.
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Abbildung 8: Patientenalter bei Erstdiagnose als Box-Whiskers-Plot. Der obere Whisker gibt das 97,5%-
Quantil an, der untere Whisker dass 2,5%-Quantil. Zwei Patienten mit geringem Alter bei Auftreten des
GIST (,91 und ,,115%) sind als Ausreifler separat angegeben. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von
1988-2010. nw=127.

3.3 Geschlechtsverteilung

Die Analyse des Geschlechtes zeigte ein geringgradig hdufigeres Auftreten von GIST bei
weiblichen Patienten: bei einer Gesamtzahl von n=127 Patienten waren 56,7% (n=72)

weiblich und 43,3% (n=55) ménnlich (siche Abbildung 9).
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Abbildung 9: Geschlechtsverteilung innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs (now=127) aus dem
Ulmer GIST-Register von 1988-2010 als Kreisdiagramm. neot=127.

3.4 Klinische Parameter

3.4.1 Lokalisation

Bei 57,6% (n=73) fand sich eine Tumorlokalisation im Magen. Im Diinndarm waren
28,3% (n=36) der GIST nachweisbar, hiervon lagen 5,5% im Duodenum, 9,4% im
Jejunum und 13,4% im Ileum. In 4,7% (n=6) fand sich der GIST im Colon, bei 0,8% (n=1)
im Rectum und bei weiteren 1,6% (n=2) im Osophagus (sieche Abbildung 10).

Bei 2,4% (n=3) befand sich der Primdrtumor im Mesenterium, bei 0,8% (n=1) im
Ligamentum falciforme hepatis und bei 0,8% (n=1) retroduodenal. Diese werden
definitionsgemél als extraintestinale GIST bzw. eGIST (3,9%; n=5) bezeichnet. Bei 3,1%
(n=4) lag zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits eine ausgedehnte Metastasierung vor, die

eine klare Lokalisation des Primarius nicht mehr ermdéglichte.
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Aus diesen Zahlen ergibt sich folgende graphische Verteilung.

1,6%

0,8%

Gaster
B Duodenum
H Jejunum
H lleum
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28.3% 57 694 M Rectum
’ (]

Osophagus
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diffus

Abbildung 10: Lokalisation des gastrointestinalen Stromatumors bei Erstdiagnose als Kreisdiagramm. Daten

aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010. niow=127.

3.4.2 Zweitneoplasien

Bei 30,7% (n=39) der Patienten kam es vor Diagnose des GIST oder im weiteren
klinischen Verlauf zum Auftreten einer malignen Zweitneoplasie. Am héufigsten wurden
dabei Prostatakarzinome mit 8,7% (n=11) und Mammakarzinome mit 4,7% (n=6)
vorgefunden, aullerdem fanden sich Karzinome des Kolon (n=3), des Pankreas (n=4), der
Niere (n=5), oder des Osophagus (n=3). Bei jeweils 0,8% (n=1) der Patienten fand sich ein
Angiosarkom der Mamma, ein Magenkarzinom, Endometrium-Karzinom, malignes B-

Zell-Lymphom, Larynx-Karzinom, Schilddriisen-Karzinom oder ein Osteosarkom.
Sekundirneoplasien benigner Natur fanden sich bei 20,5% (n=26) der Patienten, hier am

haufigsten Adenome der Kolonschleimhaut, Leiomyome des Uterus oder benigne

Hyperplasien der Prostata.
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3.4.3 allgemeine Uberlebenszeitanalyse

Von den insgesamt in die Studie aufgenommenen Patienten (n=127) waren zum Zeitpunkt
der Auswertung noch 73,2% (n=93) am Leben und 26,8 % (n=34) bereits verstorben. Das
Gesamtiiberleben (OS) sdmtlicher Patienten ohne Riicksicht auf die Todesursache lag nach
1 Jahr bei 93,7%, nach 3 Jahren bei 78,0% und nach 5 Jahren bei 70,8%. Von den
Verstorbenen wurden 47,1% (n=16) als tumorbedingte Todesereignisse klassifiziert. Die
restlichen Patienten 52,9% (n=18) verstarben im Rahmen einer Zweitneoplasie oder

unabhingig von einer onkologischen Erkrankung.

Es zeigte sich eine GIST-tumorspezifische 1-Jahres-Ubetlebensrate (DSS) von 96,3%, eine
3-Jahres-Uberlebensrate von 87,3% und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 84,3% (siehe

Abbildung 11).
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Abbildung 11: Allgemeines krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) des untersuchten Kollektivs aus dem
Ulmer GIST-Register von 1988-2010 nach Diagnosestellung (now=127).
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3.4.4 Rezidive und Metastasierung

Daten zur Rezidiven und Metastasen konnten bei 90,6% (n=115) der Patienten erhoben
werden. Bei 21,3% (n=27) der Patienten fand sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose oder im
Verlauf ein Rezidiv oder eine Metastasierung. 69,3% (n=88) waren zum Zeitpunkt des

letzten Folllow-Ups tumorfrei.

Die mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Ereignisses (Rezidiv oder Metastasierung) betrug
3,69 Jahre. Die Rate tumorfreier Patienten betrug nach 1-, 3- und 5 Jahren 82,3%, 79,9%
bzw. 76,6% (siche Abbildung 12).

krankheitsfreies Uberleben (%)
o
[e)}

Jahre

Abbildung 12: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) bis zum Auftreten eines Rezidives
oder einer Metastasierung. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010. neow=127.

Angaben zur Ausbreitung des Tumors bei Erstdiagnose lagen von allen Patienten vor.

Hierbei zeigte sich bei 86,6% (n=110) ein unifokaler Befall. Bei 1,6% (n=2) lag initial eine
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hepatische Metastasierung, bei 9,4% (n=12) eine peritoneale und bei 2,4% (n=3) eine

Absiedelung sowohl in Leber als auch im Peritoneum vor.

3.5 Pathologische Basisparameter
Bei 98,43% (n=125) der Patienten war es moglich, die GroBe des Primértumors zu

erfassen. Dabei wiesen 48% (n=60) der Tumore eine Grofle von kleiner als 5 cm auf, die

restlichen 52% (n=65) waren gréfer als 5 cm.

Legt man als Cut-Off eine GréBle von 10 cm zu Grunde, so waren 74,4% (n=93) bis 10 cm
grof3. 25,6% (n=32) der diagnostizierten GIST waren folglich bei Erstdiagnose grof3er als
10 cm. Die mittlere GroBe betrug 7,16 cm (siehe Abbildung 13).
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50,0
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W kleiner

Anzahl (%)

30,0 1 W groRer
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10,0 -

TumorgréBe (cm)

Abbildung 13: Grofle des Primdrtumors (nwowi=125) als Sdulendiagramm. Das linke S&ulenpaar zeigt, dass
52% der Neoplasmen bei Diagnosestellung groBer als Scm sind. Aus dem rechten Séulenpaar ldsst sich
entnehmen, dass bei Diagnosestellung 25,6% der GIST einen Durchmesser >10cm aufweisen. Daten aus dem

Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
Ein weiterer prognostisch relevanter Parameter ist die Mitoserate. Hier konnte bei 96,1%

(n=122) der Patienten im Kollektiv die entsprechenden Daten erhoben werden. Dabei

waren bei 56,6% (n=69) jeweils weniger als 5 Mitosen/50 HPF zu finden, bei 43,4%
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(n=53) konnten mehr als 5 Mitosen/50 HPF gezéhlt werden. Bei 21,3% (n=26) der
erhaltenen Datensitze lag die Zahl der Mitosen/50 HPF {iber 10 (siche Abbildung 14).
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Abbildung 14: Mitoserate der Primdrtumore von nww=122 Patienten als Saulendiagramm. Wie im linken
Saulenpaar dargestellt, zeigen bei Diagnosestellung 43,4% (rote Sdule, linkes Paar) eine Mitoserate von
>5/50 HPF. Das rechte Sdulenpaar zeigt, dass bei 21,3% (rote Séule, rechtes Paar) der Patienten der GIST
eine Mitoserate von >10/50 HPF aufweist. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

Bei 92,9% (n=118) der Patienten lag eine differenzierte histomorphologische
Subtypisierung vor. In 83,1% (n=98) der Félle war mikroskopisch ein spindelzelliges
Aussehen zu erkennen, in 16,9% (n=20) waren die Tumoren von epitheloider Morphe. In
11,0% (n=14) der Patienten war makro- oder mikroskopisch eine Ulceration des Tumors
zu erkennen. Ein teilweiser nekrotischer Zerfall des Gewebes fand sich in 6,2% (n=8) der

Fille.
3.6 Risikoklassifikation nach Fletcher (ROM)

Bei der Einteilung der Patienten in die von Fletcher et al. festgelegten Risikogruppen ergibt

sich fiir das Kollektiv dieser Studie folgende Verteilung:
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Es konnten 12,6% (n=16) in die Gruppe ,,Very Low Risk* eingeordnet und 27,6% (n=35)
in ,,Low-Risk*. Weitere 22,8% (n=29) wurden der Gruppe ,,Intermediate Risk* und 37%
(n=47) der Gruppe ,,High-Risk* zugeordnet (siche Abbildung 15).

H Very Low
Low
27,6% Intermediate

B High

22,8%

Abbildung 15: Risikoverteilung nach Fletcher et al. [33] als Sdulendiagramm (niw=127). Daten aus dem
Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

Wird die tumorspezifische Uberlebenszeit (DSS) bei Patienten mit High-Risk-GIST den
Tumoren sémtlicher anderen Risikogruppen (Very Low, Low, Intermediate)
gegeniibergestellt, ergibt sich ein hoch signifikanter Zusammenhang (p<0,001) zwischen
tumorspezifischem Uberleben (DSS) und dem Vorliegen einer High-Risk Konstellation. So
findet sich bei High-Risk-GIST ein tumorspezifisches Uberleben nach 1 Jahr von 89,9%,
nach 3 Jahren von 69,2% und nach 5 Jahren von 65,5%. In den Gruppen mit niedrigem
oder intermediirem Risiko zeigt sich eine 1- und 3-Jahres-Uberlebensrate von 98,1%, nach

5 Jahren eine Uberlebensrate von 95,6% (siehe Abbildung 16).
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Die Odds Ratio fiir einen tumorbedingten Tod betrug fiir die Gruppe ,,High-risk* in
Relation zur Gruppe ,,Non-High-Risk® 16,54 mit einem 95%-Konfidenzintervall von
[3,56; 76,91], das Risiko eines tumorbedingten Todes in Gruppe ,,High-Risk* ist damit
statistisch gesehen in etwa 16fach erhoht (siehe Tabelle 8).

Noch deutlicher zeigt sich ein erhohtes Risiko fiir Rezidiv/Metastase in Gruppe ,,High-
Risk*. Die Odds Ratio betrdgt hier 31,11 mit einem 95%-Konfidenzintervall von [8,42;
114,98]. Metastasen oder Rezidive sind damit in der Gruppe ,,High-Risk* etwa um Faktor
31 haufiger als in der Gruppe der ,,Non-High-Risk* Patienten.

Es bestitigt sich, dass Patienten der Gruppe ,,High-Risk* ein signifikant hoheres Risiko
aufweisen, ein Rezidiv oder eine Metastase zu erleiden. Bereits zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung gelten in der Gruppe ,,High-Risk* lediglich 67,5% der Patienten als
tumorfrei, so dass die Darstellung nach Kaplan-Meier hier bereits einen ersten Drop
anzeigt (siche Abbildung 17). Die Wahrscheinlichkeit eines ereignisfreien (tumorfreien)
Uberlebens fiir Patienten mit High-Risk GIST liegt in unserem Kollektiv nach 1 Jahr bei
58,4%, nach 3 Jahren bei 52,3%, nach 5 Jahren bei 44,7%. Alle anderen Patienten (,,Very
Low*, ,,Low*, , Intermediate* sind nach 1, 3 bzw. 5 Jahren mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95,6% tumorfrei. Es ergibt sich ein hoch signifikanter Unterschied p<0,001 (High-
Risk vs. Non-High-Risk).

Tabelle 8: Krankheitsspezifisches Uberleben (,,DSS*) und krankheitsfreies Uberleben (,,DFS*) nach 1, 3 und
5 Jahren, jeweils in Abhédngigkeit von der Einteilung in ,,High Risk* und ,,Non-High Risk* nach Fletcher et
al. Zusitzlich angegeben wurde das Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer
Einordnung in die Gruppe ,,High Risk* tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden
(ni=127). Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
Non-High- Non-High-
High-Risk High-Risk

Risk Risk
1-a-DSS/DFS 89,9 98,1 58,4 95,6
3-a-DSS/DFS 09,2 98,1 52,3 95,6
5-a-DSS/DFS 65,5 95,6 44,7 95,6
OR 16,54 [3,56; 76,91] 31,11 [8,42; 114,98]
Log-Rank-Test p<0,001 p<0,001
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Abbildung 16: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit hohem
Risiko (,,High-Risk®) vs. sdmtliche andere Risikogruppen (,,Non-High-Risk*) (nww=127). Nach 5 Jahren
zeigt sich eine deutliche Divergenz der Kurven, die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit High-Risk-
GIST liegt bei 65,5%. Von Patienten mit Non-High-Risk-GIST sind nach 5 Jahren noch 95,6% am Leben.
Bei einem p-Wert von <0,001 ist der Unterschied statistisch hoch signifikant. Daten aus dem Ulmer GIST-
Register von 1988-2010.
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Abbildung 17: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) fiir Patienten mit hohem Risiko

(,,High-Risk*) vs. simtliche andere Risikogruppen (,,Non-High-Risk®) (nw@i=127). Die initiale Divergenz der

Kurven zum Zeitpunkt O ist durch eine bereits bei Diagnosestellung vorliegende Metastasierung bei etwa

30% der High-Risk-Patienten zu erkldren, welche somit bereits per definitionem bei Aufnahme in das

Register als nicht-tumorfrei gelten. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.7 Immunhistochemie
Im Rahmen der Erhebung wurden die verfiigbaren immunhistochemischen Parameter

erfasst. Im Folgenden werden diese nun einzeln dargestellt (siche Abbildung 18).

100% -
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30% -
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Vimentin DOG-1 CD34 PDGFRa pl6 Aktin  Desmin  S100
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Abbildung 18: Gestapeltes Sdulendiagramm der erhobenen immunhistochemischen Parameter mit
prozentualem Anteil von positiven (blau) und negativen (rot) Ergebnissen. Daten aus dem Ulmer GIST-

Register von 1988-2010.

3.7.1 KIT und PDGFRa

Bei 92,9% (nwwa=118) der Patienten wurden Daten zur Expression von KIT eindeutig
dokumentiert. Davon waren 99,2% (n=117) der Proben positiv fiir KIT. Allein 0,8% (n=1)

war negativ.

Fiir den Marker PDGFRo waren von newi=15 Patienten Ergebnisse verfiigbar. In 73,3%
(n=11) der Fille konnte dabei PDGFRa immunhistochemisch nachgewiesen werden, in

26,7% (n=4) der Proben nicht.

3.7.2 CD34

Eine Expression von CD34 (nww@=95) fand sich in 88,4% (n=84) der Tumore, in 11,6%
(n=11) war diese nicht nachweisbar. Bei GIST des Magens war CD34 in 97,9% (n=47)
nachweisbar, bei GIST des Diinndarmes in 80,0% (n=24). Im Log-Rank-Test fand sich

kein signifikanter Einfluss einer immunhistochemischen Expression von CD34 auf das
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Gesamtiiberleben (DSS) (p=0,166). Fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) zeigte sich
ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,295).

3.7.3 p16

Von nia=90 Patienten lagen Daten zum Férbeverhalten von pl16 vor. Dabei wurde eine
Anfarbung von mehr als 10% der Zellen als positiv gewertet. In 40% (n=36) fand sich p16-
Positivitit, 60% (n=54) waren negativ. Im Log-Rank-Test fand sich sowohl fiir das
Gesamtiiberleben (p=0,822) als auch fiir das krankheitsfreie Uberleben (p=0,725) in den

beiden Gruppen kein statistisch signifikanter Einfluss einer Positivitit von p16.

3.7.4 Muskelzellmarker

Aktin konnte bei 17,3% (n=14) der Tumore immunhistochemisch nachgewiesen werden,

negativ waren 82,7% (n=67) des untersuchten Subkollektivs. (nep@=81).

Ahnliche Zahlen fanden sich fiir das Intermediirfilament Desmin (niw=61). In 6,6% (n=4)
konnte dies mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden, in 93,4% (n=57) waren die

untersuchten Proben negativ.

Von nwi=40 Patienten lagen auch Daten {iber das Vorhandensein von Vimentin vor. In

100% (n=40) fand sich hier ein positiver Befund.

3.7.5 S100

Fiir niota=71 Patienten konnte das Féarbeverhalten von S100 dokumentiert werden. 95,8%

(n=68) der Tumore waren negativ, lediglich 4,2% (n=3) waren positiv flir diesen Marker.

3.7.6 NSE

Ein homogenes Bild zeichnete sich fiir die neuronenspezifische Enolase. Bei geringer
Fallzahl (nwwi=11), waren 54,5% (n=6) Patientenproben immunhistochemisch positiv und

45,5% (n=5) negativ.
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3.7.7 DOG-1

Immunhistochemische Ergebnisse fiir den den Marker DOG-1 lagen lediglich in nwi=2
Patienten vor. In beiden GIST und somit in 100% konnte DOG-1 immunhistochemisch

nachgewiesen werden.

3.8 Mutationsanalytik und spezielle Uberlebenszeitanalysen

Fiir n=127 Patienten wurde eine Mutationsanalytik der hiufigsten Exons von c-kit und
PDGFRa durchgefiihrt bzw. aus vorhandenen Daten entnommen. Wenn sich in der
Sequenzierung der bekannten Exons von c-kit und PDGFRa keine Mutation detektieren

lie, dann wurde der Tumor definitionsgemill als Wildtyp gewertet. Es ergab sich die

folgende Verteilung:
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Abbildung 19: Séulendiagramm der Haufigkeit des Aufiretens der Mutationen von niwi=127 Patienten. Daten

aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

Bei 88,2% (n=112) der Patienten fand sich eine Mutation in den bekannten Exons von c-kit
oder PDGFRa. 11,8% (n=15) wurden als Wildtyp klassifiziert. Mit einer Frequenz von

67,7% (n=86) fanden sich am hdufigsten Mutationen in c-kit Exon 11. Am zweithéufigsten
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ergaben sich mit 10,2% (n=13) Verdnderungen in PDGFRa Exon 18, gefolgt von der
Wildtypsequenz mit 11,8%. Mutationen in c-kit Exon 9 waren in 5,5% (n=7) und in c-kit
Exon 13 oder 17 in 1,6% (n=2) der Patienten apparent. In je 0,8% (n=1) fanden sich
Mutationen in PDGFRa Exon 12 oder 14 (siche Abbildung 19).

3.8.1 Vergleich Mutation vs. Wildtyp

Zuniachst wurde anhand n=127 Patienten untersucht, ob das Auftreten einer Mutation -
ganz gleich welchen Typs - im Vergleich zum Vorliegen einer Wildtyp-Sequenz einen
eigenstidndigen Risikofaktor darstellt (siche Tabelle 9). Bei Patienten mit Wildtyp-GIST
fand sich nach 1, 3 und 5 Jahren ein Uberleben von 91,7% der Patienten. War eine
Mutation in einem der Exons von c-kit oder PDGFRa nachgewiesen worden, fand sich
eine 1-Jahres-Uberlebensrate von 96,9% und eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 86,6%.
Nach 5 Jahren fand sich bei Patienten mit Mutation eine Uberlebenrate von 83,1%. Im
Log-Rank-Test errechnet sich ein p-Wert von p=0,433, statistisch ergibt sich somit kein
signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 20).

Fiir das Auftreten von Metastasen zeigte sich ein dhnliches Bild. Nach 1, 3 und 5 Jahren
waren von den n=15 Patienten mit Wildtyp-GIST jeweils zwei Drittel (66,7%) tumorfrei.
Bei Patienten mit einer detektierten Mutation lag diese Rate nach 1 Jahr bei 80,2%, nach 3
Jahren bei 77,5% und nach 5 Jahren mit 73,6% auf dhnlichem Niveau wie bei Wildtyp-
Patienten. Bei p=0,202 findet sich auch hier kein statistisch signifikanter Unterschied.

Tabelle 9: Krankheitsspezifisches Uberleben (,,DSS*) und krankheitsfreies Uberleben (,,DFS*) nach 1, 3 und
5 Jahren, jeweils in Abhédngigkeit vom Vorhandensein einer Mutation oder dem Vorliegen eines Wildtyps
(nwo=127). Zusitzlich angegeben wurde das Quotenverhiltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall,
bei einer Einordnung in die Gruppe ,,Mutation“ tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu
erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
Mutation Wildtyp Mutation Wildtyp
1-a-DSS/DFS 96,9 91,7 80,2 66,7
3-a-DSS/DFS 86,6 91,7 77,5 66,7
5-a-DSS/DFS 83,1 91,7 73,6 66,7
OR 2,165 [0,265; 17,686] 1,603 [0,329; 7,808]
Log-Rank-Test p=0,433 p=0,202
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Abbildung 20: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit
nachgewiesener Mutation in einem der sequenzierten Exone von c-kit oder PDGFRa (,,Mutation®) in
Gegeniiberstellung zu Patienten mit Wildtyp-Sequenz (,,Wildtyp®) (nww=127). Daten aus dem Ulmer GIST-
Register von 1988-2010.

3.8.2 Vergleich c-kit vs. non-c-kit

Untersucht wurden insgesamt n=127 Patienten. Bei Patienten ohne Mutation in c-kit ergab
sich nach 1, 3 und 5 Jahren Jahren ein Uberleben von 96,0%. War hingegen eine Mutation
in c-kit nachgewiesen worden, fand sich eine 1-Jahres-Uberlebensrate von 96,4%, eine 3-
Jahres-Uberlebenrate von 84,9% und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 81,0%. Im Log-
Rank-Test errechnet sich fiir den Unterschied ein p-Wert von p=0,113 (siche Abbildung
21). Fiir das Auftreten von Metastasen zeigt sich ein dhnliches Bild. Nach 1 Jahr waren
von den Patienten ohne Mutation in c-kit 95,7% tumorfrei, nach 3 Jahren 90,6% und nach
5 Jahren 90,6%. Bei den Patienten mit Mutation in c-kit lag diese Rate nach 1 Jahr bei
78,6%, nach 3 Jahren bei 77,1% und nach 5 Jahren bei 73,0%. Mit p=0,202 liegt auch hier

kein statistisch signifikanter Unterschied vor.

53



Tabelle 10: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in c-kit (,,c-kit) mit dem Rest des Kollektivs ohne
Mutation in c-kit (,,non-c-kit*) (new=127). Zusitzlich angegeben wurde das Quotenverhéltnis (Odds Ratio)
incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,c-kit* tumorbedingt zu versterben oder
Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
c-kit non-c-kit c-kit non-c-kit
1-a-DSS/DFS 96,4 96,0 78,6 95,7
3-a-DSS/DFS 84,9 96,0 77,1 90,6
5-a-DSS/DFS 81,0 96,0 73,0 90,6
OR 5,305 [0,671; 41,959] 1,802 [0,560; 5,804]
Log-Rank-Test p=0,113 p=0,202
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Abbildung 21: Wabhrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit

Mutationen in c-kit (,,c-kit) im Vergleich zu Patienten ohne Mutation in c-kit (,,non-c-kit*) (niwu=127).

Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.8.3 Vergleich PDGFRa vs. non-PDGFRa

Analog zum voranstehenden Punkt wurde bei n=127 Patienten in der Auswertung ein
Zusammenhang zwischen Uberleben bzw. Metastasierung/Rezidiv in Abhingigkeit vom
Vorliegen einer Mutation in PDGFRa gesucht. In der Kontrollgruppe ohne Mutation in
PDGFRa zeigte sich nach 1 Jahr ein Uberleben von 95,7%, nach 3 Jahren ein Uberleben
von 85,7% und nach 5 Jahren eine Uberlebensrate von 82,3%. War dagegen eine Mutation
in PDGFRa nachgewiesen worden, fand sich eine 1/3/5-Jahres-Uberlebensrate von 100%,
eine statistische Signifikanz ergibt sich aufgrund der mit n=15 geringen Fallzahl PDGFRa-
positiver Patienten nicht, der errechnete p-Wert liegt bei p=0,155 (siche Abbildung 22).

Fiir das Auftreten von Metastasen oder eines Rezidives zeigt sich: Nach 1 Jahr waren von
n=111 Patienten der Vergleichsgruppe 80,9% tumorfrei, nach 3 Jahren 79,6% und nach 5
Jahren 76,0%. Bei den Patienten mit Mutation in PDGFRa lag diese Rate nach 1 Jahr bei
92,3% und nach 3 sowie 5 Jahren bei 82,1%. Bei einem im Log-Rank-Test berechneten

p=0,579 ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied (siehe Tabelle 11).
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Tabelle 11: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in PDGFRa (,,PDGFRa“) mit dem Rest des
Kollektivs ohne Mutation in PDGFRa (,,non-PDGFRa*) (nww=127). Zusétzlich angegeben wurde das
Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,PDGFRoa*
tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register

von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
PDGFRa non-PDGFRa PDGFRa non-PDGFRa
1-a-DSS/DFS 100 95,7 92,3 80,9
3-a-DSS/DFS 100 85,7 82,1 79,6
5-a-DSS/DFS 100 82,3 82,1 76,0
OR 0,856 [0,793; 0,924] 0,507 [0,106; 2,420]
Log-Rank-Test p=0,155 p=0,579
1,2
p=0,155
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Abbildung 22: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS)

fir Patienten mit

Mutationen in PDGFRa (,,PDGFRa“) im Vergleich zu Patienten ohne Mutation in PDGFRa (,,non-

PDGFRa*) (nww=127). Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.8.4 Vergleich c-kit vs. PDGFRa

Es wurde in einem Subkollektiv von n=112 Patienten das krankheitsspezifische Uberleben
(DSS) von Patienten mit nachgewiesener Mutation in c-kit und Patienten mit Mutation in
PDGFRa untersucht. Fiir die c-kit-Gruppe fand sich eine Uberlebensrate nach 1 Jahr von
96,4%, nach 3 Jahren von 84,9% und nach 5 Jahren von 81,0%. Erkrankte, deren GIST
eine Verdnderung in PDGFRa aufwies, zeigten nach 1, 3 und 5 Jahren jeweils ein
Uberleben von 100%. Mit einem p-Wert von 0,140 ist dieser Unterschied nicht statistisch
signifikant (siche Abbildung 23).

Ebenso wurde das krankheitsfreie Uberleben (DFS) analysiert. Bei Patienten mit c-kit-
mutierten GIST zeigten sich 1-, 3- und 5-Jahres-Raten eines krankheitsfeien Uberlebens in
78,6%, 77,1% bezichungsweise 73,0%. Bei PDGFRo-mutierten GIST betrug DFS nach 1
Jahr 92,3% und nach 3 sowie 5 Jahren jeweils 82,1%. Eine statistische Signifikanz ist bei

einem im Log-Rank-Test berechneten p=Wert von 0,444 nicht nachweisbar.
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Tabelle 12: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in c-kit (,,c-kit*) mit dem Vorliegen einer Mutation
in PDGFRa (,,non-PDGFRa*) (nww=112). Zusitzlich angegeben wurde das Quotenverhéltnis (Odds Ratio)
incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,c-kit* tumorbedingt zu versterben oder
Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
c-kit PDGFRa c-kit PDGFRa
1-a-DSS/DFS 96,4 100 78,6 92,3
3-a-DSS/DFS 84,9 100 77,1 82,1
5-a-DSS/DFS 81,0 100 73,0 82,1
OR 0,835 [0,764; 0,912] 2,091 [0,435; 10,054]
Log-Rank-Test p=0,140 p=0,444
1,2
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Abbildung 23: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit

Mutationen in PDGFRa (,,PDGFRa) im Vergleich zu Patienten mit Mutation in c-kit (,,c-kit™) (niowi=112).
Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.8.5 Vergleich c-kit vs. Wildtyp

Untersucht wurde anhand eines Subkollektivs von n=112 Patienten das
krankheitsspezifische Uberleben (DSS) mit Mutation in c-kit im Vergleich mit Patienten
mit der c-kit Wildtyp-Sequenz. In der Gruppe mit nachgewiesener Mutation in c-kit zeigte
sich eine 1-Jahres-Uberlebensrate von 96,4%, nach 3 Jahren betrug diese 84,9% und nach
5 Jahren 81,0%. Bei an Wildtyp-GIST erkrankten Patienten ergab sich eine Uberlebensrate
nach 1,3 und 5 Jahren von 91,7%. Eine statistische Signifikanz ldsst sich mit einem p-Wert

von 0,362 nicht nachweisen (siche Abbildung 24).

Das krankheitsfreie Uberleben (DFS) lag bei Patienten mit c-kit-Mutation nach 1 Jahr bei
78,6%, nach 3 Jahren bei 77,1 % und nach 5 Jahren bei 73,0%. Patienten mit Wildtyp-
Sequenz waren nach 1,3 und 5 Jahren zu jeweils 66,7% tumorfrei. Auch hier ergibt sich

mit p=0,194 statistisch keine Signifikanz.
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Tabelle 13: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in c-kit (,,c-kit*) mit dem Vorliegen eines Wildtyps
ohne Mutation in einem der sequenzierten Exons (nww=112). Zusidtzlich angegeben wurde das
Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,c-kit*
tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register

von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
c-kit Wildtyp c-kit Wildtyp
1-a-DSS/DFS 96,4 91,7 78,6 66,7
3-a-DSS/DFS 84,9 91,7 77,1 66,7
5-a-DSS/DFS 81,0 91,7 73,0 66,7
OR 0,390 [0,048; 3,195] 0,583 [0,119; 2,858]
Log-Rank-Test p=0,362 p=0,194
1,2
p=0,362
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Abbildung 24: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit

Mutationen in c-kit (,,c-kit*) im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-Sequenz (,,Wildtyp*) (nwwi=112). Daten
aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.8.6 Vergleich PDGFRa vs. Wildtyp

Analog dazu wurde eine Subkollektiv von n=30 Patienten mit genetischer Verdnderung in
PDGFRa mit Wildtyp-GIST verglichen. Fiir PDGFRa-mutierte GIST ergab sich bei
eingeschrinkter Beurteilbarkeit aufgrund geringer Fallzahl ein krankheitsspezifisches
Uberleben (DSS) von 100% nach 1, 3 und 5 Jahren. Fiir Wildtyp-GIST lag dieses jeweils
bei 91,7%. Der p-Wert dieser Untersuchung ist mit p=0,280 nicht signifikant (siche
Abbildung 25).

Das krankheitsfreie Uberleben (DFS) lag fiir die Gruppe mit Mutationen in PDGFRa nach
1 Jahr bei 92,3% sowie nach 3 und 5 Jahren bei je 82,1%. Bei Wildtyp-GIST waren nach
1, 3 und 5 Jahren jeweils 66,7% der Patienten tumorfrei. Ein statistisch signifikanter

Unterschied ergibt sich mit p=0,152 auch hier nicht.
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Tabelle 14: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in PDGFRa (,,PDGFRa) mit dem Vorliegen eines
Wildtyps ohne Mutation in einem der sequenzierten Exons (nwow=30). Zusétzlich angegeben wurde das
Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe

»PDGFRo tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer
GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
PDGFRa Wildtyp PDGFRa Wildtyp
1-a-DSS/DFS 100 91,7 92,3 66,7
3-a-DSS/DFS 100 91,7 82,1 66,7
5-a-DSS/DFS 100 91,7 82,1 66,7
OR 0,467 [0,318; 0,684] 1,200 [0,142; 10,119]
Log-Rank-Test p=0,280 p=0,152
1,2
p=0,280
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Abbildung 25: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit

Mutationen in PDGFRa (,,PDGFRa) im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-Sequenz (,,Wildtyp*)

(nw@=30). Daten aus dem Ulmer GIST-Register von 1988-2010.
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3.8.7 Vergleich c-kit vs. non-c-kit in High-Risk-GIST

In einer weiteren Untersuchung wurde ein Subkollektiv untersucht, welches sich aus n=44
Patienten zusammensetzte, die nach Fletcher et al. als High-Risk GIST zu bezeichnen
waren. Patienten mit ,,Very Low Risk®, ,Low Risk® oder ,Intermediate Risk*“ GIST

wurden nicht mit einbezogen.

Es zeigte sich in Bezug auf das krankheitsspezifische Uberleben (DSS) ein statistisch nicht
signifikanter Unterschied. Bei High-Risk-Patienten mit Mutationen in c-kit fand sich eine
1-Jahres-Uberlebensrate von 90,6%, eine 3-Jahre-Uberlebenrate von 63,4% und eine 5-
Jahres-Uberlebsrate von 58,9%. In der Gruppe von High-Risk-Patienten ohne Nachweis
einer Mutation in c-Kit lebten nach 1, 3 bzw. 5 Jahren noch 88,9% der Patienten. Bei
einem p-Wert von 0,180 findet sich lediglich eine Tendenz in Richtung eines fritheren
tumorbedingten Todes bei Mutationen in c-kit bei High-Risk-GIST. Das statistische
Signifikanzniveau wird jedoch nicht erreicht (sieche Abbildung 26).

Bei der Untersuchung des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) ohne Rezidiv und/oder
Metastasierung zeigt sich eine dhnliche Verteilung. High-Risk-Patienten mit Mutationen in
c-kit sind nach 1 Jahr zu 50,8%, nach 3 Jahren zu 46,9% und nach 5 Jahren zu 36,9%
tumorfrei. In der Gruppe von High-Risk-Patienten ohne Mutation in c-kit sind dies nach 1
Jahr 87,5% und nach 3 bzw. 5 Jahren zu 72,9%. Mit einem p-Wert von 0,176 besteht keine

statistische Signifikanz.
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Tabelle 15: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5

Jahren. Eingeschlossen wurden ausschlieBlich Patienten, deren Tumor nach Fletcher et al. als ,,High-Risk-

GIST* einzustufen war (nwwi=44). Verglichen wurde das Vorliegen einer Mutation in c-kit (,,c-kit HR®) mit

dem Rest des Kollektivs ohne Mutation in c-kit (,,non-c-kit HR*) . Zusitzlich angegeben wurde das

Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,c-kit HR*

tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Daten aus dem Ulmer GIST-Register

von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
c-kit HR non-c-kit HR c-kit HR non-c-kit HR
1-a-DSS/DFS 90,6 88,9 50,8 87,5
3-a-DSS/DFS 63,4 88,9 46,9 72,9
5-a-DSS/DFS 58,9 88,9 36,9 72,9
OR 4,875 [0,555; 42,844] 1,923 [0,434; 8,522]
Log-Rank-Test p=0,108 p=0,176
1,2
p=0,108
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Abbildung 26: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit High-
Risk-GIST (nwwi=44). Verglichen wurden High-Risk-Patienten mit Mutationen in c-kit (,,c-kit HR®) mit

High-Risk-Patienten ohne Mutation in c-kit (,,non c-kit HR*). Daten aus dem Ulmer GIST-Register von

1988-2010.
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3.8.8 Vergleich c-kit Codon 557/558 vs. Non- c-kit Codon 557/558

Ein weiterer Schritt beinhaltete die Untersuchung von Patienten mit einer Mutation in den
Codons 557 und 558 von c-kit. Diese kodieren fiir die Aminosdure Tryptophan und Lysin
und werden von manchen Autoren mit einem gehduften Auftreten von Rezidiven in
Verbindung gebracht [56]. In unserem Kollektiv fand sind bei 17,3% (n=22) der Patienten
eine derartige Mutation. Die restlichen 105 Patienten wurden als Vergleichsgruppe

gegentibergestellt.

Analysiert wurde zunichst das krankheitsspezifische Uberleben (DSS). Bei Patienten mit
Mutationen in Codon 557 und/oder 558 fand sich eine 1-Jahres-Uberlebensrate von 95,2%,
nach 3 Jahren betrug diese 76,2% und nach 5 Jahren 60,6%. Im Vergleich dazu lag die 1-
Jahres-Uberlebensrate in der Gruppe ohne Mutation der Codons 557/558 bei 96,5% sowie
nach 3 und 5 Jahren bei 89,6%. Bei einem p-Wert von 0,027 zeigt sich eine statistische
Signifikanz fiir die Annahme, dass Patienten mit einer Mutation in Codon 557 und/oder

558 von c-kit ein hoheres Risiko fiir tumorbedingten Tod aufweisen (sieche Abbildung 27).

Fiir das krankheitsfreie Uberleben (DFS) findet sich fiir GIST mit Mutationen in Codon
557/558 nach 1 und 3 Jahren eine Rate von 63,3%, nach 5 Jahren sind noch 56,6% der
Patienten tumorfrei. Liegt eine derartige Mutation nicht vor, so sind nach 1 Jahr noch
86,4%, nach 3 Jahren noch 83,5% und nach 5 Jahren 81,1% der Patienten tumorfrei. Mit
einem p-Wert von 0,064 ergibt sich zwar ein Trend hin zu einem gehduften Auftreten von
Metastasen und Rezidiven bei Mutationen in den Codons 557/558, ein statistisches

Signifikanzniveau wird jedoch nicht erreicht.
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Tabelle 16: Krankheitsspezifisches Uberleben (DSS) und krankheitsfreies Uberleben (DFS) nach 1, 3 und 5
Jahren. Verglichen wurden Patienten mit nachgewiesener Mutation in c-kit Codon 557/558 (,,Codon
557/558%) mit dem Rest des Kollektivs (,,non-Codon 557/558%) (nwwi=127). Zusétzlich angegeben wurde das
Quotenverhéltnis (Odds Ratio) incl. 95%-Konfidenzintervall, bei einer Einordnung in die Gruppe ,,Codon
557/558 tumorbedingt zu versterben oder Rezidiv/Metastasierung zu erleiden. Fiir die Gruppe ,,Codon
557/558% ergab sich ein um Faktor 3,563 erhohtes Risiko eines tumorbedingten Todes. Daten aus dem Ulmer
GIST-Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
non-Codon non-Codon
Codon 557/558 Codon 557/558
557/558 557/558
1-a-DSS/DFS 95,2 96,5 63,3 86,4
3-a-DSS/DFS 76,2 89,6 63,3 83,5
5-a-DSS/DFS 60,6 89,6 56,5 81,1
OR 3,563 [1,137; 11,165] 2,429 10,881; 6,699]
Log-Rank-Test p=0,027 p=0,064
1,2
_ p=0,027
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Abbildung 27: Wabhrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen Uberlebens (DSS) fiir Patienten mit
Mutationen in Codon 557/558 (,,Codon 557/558%) im Vergleich zu Patienten bei denen eine Mutation an
diesem Genort nicht vorliegt (,,non Codon 557/558%) (nww=127). Daten aus dem Ulmer GIST-Register von
1988-2010.
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3.8.9 Gesamtiibersicht der durchgefiihrten Untersuchungen

In der vorliegenden Arbeit wurden Gastrointestinale Stromatumoren in Bezug auf Thren

Mutationsstatus untersucht. AnschlieBend wurden das krankheitsspezifische und

krankheitsfreie Uberleben der Patienten in verschiedenen Gruppen verglichen.

Tabelle 17: Gesamtiibersicht der 1-,3- und 5-Jahres-Uberlebensraten (,DSS*) sowie der 1-,3- und 5-Jahres-
Tumorfreiheitsraten (,,DFS®) in Abhéngigkeit vom ermittelten Mutationsstatus. Daten aus dem Ulmer GIST-
Register von 1988-2010.

DSS (%) DFS (%)
Mutation vs. Wildtyp Mutation Wildtyp Mutation Wildtyp
(ntota=127) (n=112) (n=15) (n=112) (n=15)
1-a-DSS/DFS 96,9 91,7 80,2 66,7
3-a-DSS/DFS 86,6 91,7 77,5 66,7
5-a-DSS/DFS 83,1 91,7 73,6 66,7
Log-Rank-Test p=0,433 p=0,202
c-kit vs. non-c-kit c-kit non-c-kit c-kit non-c-kit
(Neoa=127) (n=97) (n=30) (1=97) (n=30)
1-a-DSS/DFS 96,4 96,0 78,6 95,7
3-a-DSS/DFS 84,9 96,0 77,1 90,6
5-a-DSS/DFS 81,0 96,0 73,0 90,6
Log-Rank-Test p=0,113 p=0,202
PDGERA vs. non- PDGFRo | non-PDGFRa | PDGFRo | non-PDGFRa
PDGFRA (n=15) (n=112) (n=15) (n=112)
(Ntota=127)
1-a-DSS/DFS 100 95,7 92,3 80,9
3-a-DSS/DFS 100 85,7 82,1 79,6
5-a-DSS/DFS 100 82,3 82,1 76,0
Log-Rank-Test p=0,155 p=0,579
c-kit vs. PDGFRa c-kit PDGFRa c-kit PDGFRa
(Ntotar=112) (n=97) (n=15) (n=97) (n=15)
1-a-DSS/DFS 96,4 100 78,6 92,3
3-a-DSS/DFS 84,9 100 77,1 82,1
5-a-DSS/DFS 81,0 100 73,0 82,1
Log-Rank-Test p=0,140 p=0,444
c-kit vs. Wildtyp c-kit Wildtyp c-kit Wildtyp
(Ntotar=112) (n=97) (n=15) (n=97) (n=15)
1-a-DSS/DFS 96,4 91,7 78,6 66,7
3-a-DSS/DFS 84,9 91,7 77,1 66,7
5-a-DSS/DFS 81,0 91,7 73,0 66,7
Log-Rank-Test p=0,362 p=0,194
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DSS (%) DFS (%)
PDGFRa vs. Wildtyp PDGFRa Wildtyp PDGFRa Wildtyp
(No=30) (n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
1-a-DSS/DFS 100 91,7 923 66,7
3-a-DSS/DFS 100 91,7 82,1 66,7
5-a-DSS/DFS 100 91,7 82,1 66,7
Log-Rank-Test p=0,280 p=0,152
:I;ZE-\;SE?E;;FEIEE) c-kit HR non-c-kit HR c-kit HR non-c-kit HR
(=44 (n=35) (n=9) (n=35) (n=9)
1-a-DSS/DFS 90,6 88,9 50,8 87,5
3-a-DSS/DFS 63,4 88,9 46,9 72,9
5-a-DSS/DFS 58,9 88,9 36,9 72,9
Log-Rank-Test p=0,108 p=0,176
Codon 557/558 vs. Codon non-Codon Codon non-Codon
non-Codon 557/558 557/558 557/558 557/558 557/558
(Neota=127) (n=22) (n=105) (n=22) (n=105)
1-a-DSS/DFS 95,2 96,5 63,3 86,4
3-a-DSS/DFS 76,2 89,6 63,3 83,5
5-a-DSS/DFS 60,6 89,6 56,5 81,1
Log-Rank-Test p=0,027 p=0,064

68



4. Diskussion

Bei GIST-Tumoren werden derzeit in der Routine vor allem die GroBBe des Neoplasmas
sowie die ermittelte Mitoserate, hdufig auch die Lokalisation des Primadrtumors verwendet,
um das Risiko eines malignen Verhaltens einzuschitzen. Daneben sind auch
immunhistochemische Parameter, wie z.B. p16 [101] hilfreich. In der vorliegenden Arbeit

wurde der Stellenwert der haufigsten Mutationen in c-kit und PDGFRa untersucht.

Zusammenfassend zeigt sich, dass das Vorliegen einer Mutation in Codon 557/558 von c-
kit mit einem signifikant hoheren Risiko eines tumorbedingten Todes sowie eine Tendenz
hin zum hiufigeren Auftreten eines Rezidives oder einer Metastasierung einhergeht.
Dariiber hinaus ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede beim Vorliegen
von Mutationen in c-kit oder PDGFRa. Die Ergebnisse werden nun im Weiteren in den

einzelnen Abschnitten diskutiert.

4.1 Allgemeine Uberlebenszeitanalyse und krankheitsfreies Uberleben

In der vorliegenden Untersuchung fand sich in einem Kollektiv von n=127 Patienten mit
Gastrointestinalem Stromatumor eine 1-Jahres-Uberlebensrate (DSS) von 96,3%. Nach 3
Jahren waren noch 87,3% und nach 5 Jahren 84,3% der Patienten am Leben. Bei selektiver
Betrachtung einer Subpopulation mit ,,High-Risk-GIST* (n=47) waren in dieser Gruppe
nach 1 Jahr 89,9%, nach 3 Jahren 69,2% und nach 5 Jahren 65,5% der Patienten noch nicht
tumorbedingt verstorben. Eine ,,High-Risk“-Eingruppierung des Tumors anhand der
Klassifikation nach Fletcher [34] ist hochsignifikant (p<0,001) mit einem erhdhten Risiko

eines tumorbedingten Todes assoziiert.

Das krankheitsfreie Uberleben (DFS) der untersuchten GIST-Patienten betrug nach 1 Jahr
82,3%, nach 3 Jahren 79,9% und nach 5 Jahren 76,6%. Auch waren nach Fletcher als
,,High-Risk-GIST* bezeichnete Tumore hochsignifikant (p<0,001) mit einem erhohten
Risiko fiir das Auftreten eines Rezidives oder einer Metastasierung verbunden. So waren in
der Gruppe ,,High-Risk-GIST* nach 1 Jahr 58,4%, nach 3 Jahren 55,3% und nach 5 Jahren
lediglich 44,7% der Erkrankten weiterhin tumorfrei.

Die vorliegenden Daten unterstiitzen das bereits etablierte Klassifikationssystem, das

Malignitétsrisiko anhand der Tumorgrole sowie der Mitoserate abzuschitzen. Je groBer
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der Primértumor und je hoher die Mutationsrate, desto hoher ist auch in der vorliegenden
Untersuchung das Risiko eines tumorbedingten Todes oder des Auftretens von Rezidiv

und/oder Metastasierung.

4.2 Mutationsfrequenz

Bei den Patienten unseres Kollektivs war in 88,2% (n=112) der Tumore eine Verdnderung
der genetischen Sequenz an den bekannten Exonen nachweisbar. In 76,4% (n=97) waren
dies Mutationen in c-kit, in 11,8% (n=15) war PDGFRa betroffen. Bei 11,8% (n=15) der
Patienten fanden sich an den untersuchten Stellen keine Verdnderungen, so dass diese

GIST als Wildtyp zu bezeichnen sind.

Mutationen in c-kit werden in der Literatur mit einer Haufigkeit von 70-80% der GIST [20,
29] angegeben, Mutationen in PDGFRa treten in 5-15% der dokumentierten GIST auf [20,
29]. Unsere Ergebnisse liegen innerhalb dieses Bereiches. Wir konnten somit vorhandene

Mutationen mit hoher Sensitivitit detektieren.

4.3 Mutationsanalytik und spezielle Uberlebenszeitanalysen

Ziel unserer Untersuchung war die Gewinnung von Daten zur Kldrung der Frage, ob eine
Mutation in c-kit oder PDGFRa einen prognostischen Parameter einer GIST-Erkrankung
darstellt. Hierzu wurden von n=127 Patienten die bekannten Exons von c-kit und PDGFRa
untersucht. AnschlieBend wurde der Mutationsstaus mit dem krankheitsspezifischen
Uberleben (DSS) sowie dem krankheitsfreien Uberleben (DFS) korreliert. In der Literatur
wird der prognostische Wert des Mutationsstatus unterschiedlich gesehen. Kern et al.
gehen nicht von einem Einfluss der Mutation auf den Grad der Malignitét aus [52]. Martin
et al. hingegen sehen insbesondere in Mutationen der Codons 557/558 von c-kit einen

Faktor, der mit einer signifikant schlechteren Prognose einhergeht [68].

4.3.1 Nachweis einer Mutation als prognostischer Faktor

Mutationen in den Rezeptoren c-kit und PDGFRa gehen meist mit einer konstitutionellen
Aktivierung des Proteins und den nachgeschalteten Signalwegen einher. Neben GIST wird
dieses pathogenetische Modell auch bei akuten myeloischen Leukdmien (c-kit) oder dem

Hypereosinophiliesyndrom (PDGFRa) diskutiert [16].
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Wir untersuchten n=112 Patienten mit Mutationen in c-kit oder PDGFRa. Im Vergleich
mit n=15 Patienten, bei denen der GIST eine Wildtyp-Sequenz aufwies, zeigten sich keine
Hinweise auf das Vorliegen eines erhohten Risikos in der Gruppe mit nachgewiesener
Mutation. Das krankheitsfreie 5-Jahres-Uberleben unterschied sich mit einem p-Wert von
0,433 statistisch nicht signifikant. Das Konfidenzintervall der Odds-Ratio fiir DSS reichte
von 0,057 bis 3,773 und ergab somit ebenso keinen Hinweis auf ein erhohtes Risiko eines

tumorbedingten Todes in der Gruppe mit nachgewiesener Mutation.

Das krankheitsfreie Uberleben, d.h. die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidives oder einer
Metastasierung unterschied sich innerhalb der beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant.
Patienten mit Mutation in c-kit oder PDGFRa waren nach 5-Jahren mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 73,6% tumorfrei, Patienten mit Wildtyp-GIST zu 66,7%. Im Log-
Rank-Test ergab sich mit einem p-Wert von 0,202 keine statistische Signifikanz.

Es ist somit zu konstatieren, dass das fiir das vorliegende Kollektiv das Auftreten einer
Mutation in c-kit oder PDGFRa keinen signifikanten Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit
eines tumorbedingten Todes oder eines Rezidives bzw. einer Metastasierung hat. Diese
Annahme deckt sich mit dem Ergebnis der Untersuchung von Kern et al. aus dem Jahre
2011 [52]. Seine Arbeitsgruppe sequenzierte c-kit und PDGFRa bei 63 Patienten mit
immunhistochemisch nachgewiesenen GIST. In einer multivariaten Analyse zeigten sich
Mutationen in c-kit oder PDGFRa nicht als unabhédngige Variablen, die mit einer
schlechteren Prognose in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben (DFS) einhergehen.
Prinzipell wird derzeit davon ausgegangen, dass in Wildtyp-GIST ebenfalls aktivierende
Mutationen vorliegen, die mit den bislang durchgefiihrten Untersuchungen noch nicht
detektiert werden (z.B. BRAF, kRAS, SDH), die aber ebenfalls durch die Aktivierung
intrazelluldrer Signalkaskaden ein Proliferationssignal erzeugen und somit onkogenetisch

wirksam sind. Hier befinden sich Ansatzpunkte fiir weitere Untersuchungen.

4.3.2 Mutationen in c-Kkit als prognostischer Faktor

Mutationen in c-kit treten bei GIST in 80-85% der Patienten auf [20]. Ihr Stellenwert in der
Prognose der Erkrankung wird kontrovers diskutiert, wenngleich sich Anhaltspunkte dafiir
ergeben, dass eine Mutation in c-kit mit einer schlechteren Prognose assoziiert sein kann

[36]. Der konstitutionellen Aktivierung des mutierten Rezeptors sowie des
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nachgeschalteten Pathways kommt im pathogenetischen Modell des GIST eine zentrale
Rolle zu. Durch Tyrosinkinaseinhibitoren wie Imatinib ergibt sich nicht zuletzt auch ein

wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt.

Wir untersuchten n=97 Patienten mit Mutationen in c-kit, einbezogen wurden die Exons
11,9, 13 und 17. Zunéchst verglichen wir hierzu die n=97 Patienten mit Mutation in c-kit
mit dem Rest des Kollektives, bei denen Mutationen in PDGFRa oder ein Wildtyp
vorlagen. Das krankheitsspezifische 5-Jahres-Uberleben (DSS) lag bei 81,0% bei Mutation
in c-kit bzw. bei 96,0% bei non-c-kit. Im Log-Rank-Test ergab sich ein p-Wert von 0,113,
ein statistisch signifikanter Unterschied besteht somit nicht. Ebenso findet sich in Bezug
auf das krankheitsfreie Uberleben (DFS) bei einem p-Wert von 0,202 keine signifikante
Differenz. In der Gruppe der Patienten mit c-kit-Mutation sind nach 5 Jahren 73,0% der

Patienten tumorfrei, simtliche weiteren Patienten zu 90,6%.

Ein Vergleich von GIST mit Mutationen in c-kit und PDGFRa sowie ein Vergleich von
Mutationen in c-kit mit GIST bei Wildtyp-Sequenz erbrachten ebenfalls statistisch nicht-

signifikante Unterschiede.

Ein Einzelvergleich der Exons 11, 9 13 und 17 von c-kit mit der Kontrollgruppe erbrachte
ebenfalls keinen Hinweis darauf, dass eine derartige Mutation mit einer hoheren Malignitét
des GIST einhergeht, krankheitsspezifisches und krankheitsfreies Uberleben differieren
jeweils nur in statistisch nicht-signifikantem AusmalBl. Die Aussagekraft dieser
Untersuchung ist bei kleinen Fallzahlen aufgrund nochmaliger Untergruppierung allerdings

stark eingeschrénkt.

Zusammenfassend ist somit festzuhalten, dass sich in der vorliegenden Untersuchung keine
Hinweise fiir ein erhdhtes Risiko fiir tumorbedingten Tod oder Metastasierung/Rezidiv bei

Vorliegen einer beliebigen Mutation in c-kit ergeben.

4.3.3 Mutationen in PDGFRa als prognostischer Faktor

Untersucht wurden n=15 Patienten mit Mutationen in PDGFRa. Als Vergleichsgruppe

wurden die Patienten mit Mutation in c-kit oder einer Wildtypsequenz gegeniibergestellt.
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Das krankheitsfreie Uberleben (DFS) nach 5 Jahren lag in der Gruppe mit Mutation in
PDGFRa bei 82,1%, in der Vergleichsgruppe waren zu diesem Zeitpunkt noch 76,0% der
Patienten tumorfrei. Bei einem p-Wert von 0,579 im Log-Rank-Test ergibt sich kein

statistisch signifikanter Unterschied.

In Bezug auf das krankheitsspezifische Uberleben (DSS) ergab sich ebenfalls kein
statistisch signifikanter Unterschied. So bestand bei Patienten mit nachgewiesener
Mutation in PDGFRo. eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 100%, in der Kontrollgruppe
waren zu diesem Zeitpunkt noch 82,3% der Patienten am Leben bzw. nicht-tumorbedingt
verstorben. Aufgrund der sehr kleinen Fallzahl weist der Log-Rank-Test mit einem p-Wert

von 0,155 auch hier keine Signifikanz aus.

4.3.4 Mutationen in Codon 557/558 von c-kit als prognostischer Faktor

Martin et al. publizierten im Jahre 2005 erstmals Ergebnisse, die Mutationen in den
Codons 557 oder 558 von c-kit mit einem schlechteren Uberleben bzw. einer héheren
Rezidivrate in Zusammenhang brachten [68]. Die Arbeitsgruppen von Wozniak [117] und
Calibasi [11] stiitzen diese Annahme. Die o.g. Bereiche kodieren fiir die Aminosduren
Tryptophan und Lysin und spielen eine zentrale Rolle in der Phosphorylierung des KIT-
Rezeptors. Ma et al. zeigten im Modell eine spontane Aktivierung des Rezeptors bei

Austausch einer der beiden Aminosduren [64].

Wir untersuchten, ob in unserem Kollektiv bei n=22 Patienten mit Mutationen in den
Codons 557 oder 558 Hinweise auf ein erhdhtes Risiko fiir tumorbedingten Tod oder das
Auftreten eines Rezidives oder einer Metastasierung vorlagen. In der Gruppe mit
nachgewiesener Mutation in einem der Codons 557/558 lag die 5-Jahres Uberlebensrate
bei 60,6%, in der Kontrollgruppe ohne Mutation an einem dieser Loci betrug die 5-Jahres-
Uberlebensrate 89,6%. Der Log-Rank-Test ergab einen p-Wert von 0,027. Der gefundene
Unterschied ist somit dergestalt statistisch signifikant, dass das Auftreten einer Mutation in
den Codons 557 oder 558 von c-kit mit einem erhdhten Risiko eines GIST-bedingten
Todes assoziiert scheint. In der Kreuztabelle findet sich eine Odds-Ratio von 3,563, das
95%-Konfidenzintervall reicht von 1,137 bis 11,165. Im Mittel ist somit eine Mutation in
den Codons 557/558 von c-kit mit einem 3,5-fach erhohten Risiko eines tumorbedingten

Todes assoziiert.
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Fiir das tumorfreie Uberleben ergibt sich bei einem p-Wert von 0,064 ein Trend in
Richtung eines schlechteren Outcomes bei Vorliegen einere Mutation in Codon 557/558.
Die 5-Jahres-Tumorfreiheit bei Patienten mit Mutation in Codon 557/558 betragt 56,5%, in
der Vergleichsgruppe 81,1%.
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5. Zusammenfassung

Trotz konstanter Bemiihungen ist die Vorhersage der Malignitdt eines Gastrointestinalen
Stromatumors (GIST) bislang nicht mit ausreichender Sicherheit moglich. Die etablierten
Klassifikationssysteme stiitzen sich auf die Variablen ,,Tumorgrofe, ,,Mitoserate und
,Lokalisation“. Nichtsdestotrotz ergeben sich Konstellationen mit GIST, die anhand der
gegebenen Parameter als Neoplasmen mit niedrigem Malignitétsrisiko klassifiziert werden
aber dennoch im klinischen Verlauf ein malignes Verhalten zeigen. Ebenso finden sich
High-Risk-GIST, die trotz hohem Malignititspotenzial keinen Einfluss auf das Uberleben

der Patienten aufweisen.

Ziel der Arbeit war, die prognostische Relevanz von Mutationen im Stammzellfaktor-
Rezeptor (c-kit) und platelet-derived growth factor receptor o (PDGFRa)
herauszuarbeiten. Von insgesamt 127 Patienten wurde daher in Paraffin eigebettetes
Tumormaterial zur Untersuchung gebracht. Simtliche Proben wurden auf Mutationen in c-
kit und PDGFRa untersucht. Die hieraus generierten Daten wurden mit den klinischen
Verlaufsdaten der Patienten in Verbindung gebracht. Insbesondere wurden hierzu
Uberlebenszeitanalysen in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben sowie das

krankheitsspezifische Uberleben durchgefiihrt.

In einer Subgruppe mit Mutationen in den Codons 557/558 von c-kit Exon 11 lieB sich ein
Unterschied in Bezug auf das krankheitsspezifische Uberleben zeigen. Das Auftreten einer
Mutation in diesem Bereich geht mit einer signifikant hoheren Wahrscheinlichkeit eines
tumorbedingten Todes einher. Im Verlauf kann diskutiert werden, ob Patienten mit
nachgewiesener Mutation in den Codons 557/558 unabhingig von der klinischen

Risikobeurteilung von einer Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren profitieren.

Mutationen in c-kit und PDGFRa sind bekannt, vergleichsweise gut verstanden und in der
Pathogenese von GIST etabliert. Ein besonderes Augenmerk ist in weiteren Arbeiten auf
die Erforschung der Pathogenese von Wildtyp-GIST zu richten. Neben den Targets BRAF,
ein Proto-Onkogen, und dem ,,Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog® (kRAS) ist
auch der in den letzten Jahren in den Focus geriickte Succinat-Dehydrogenase-Komplex

Gegenstand weiterer Untersuchungen.
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