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-Einleitung-

1 Einleitung

1.1 Historisches

Die Entitat der Gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) ist erst seit ungefahr 15
Jahren wissenschaftlich definiert. Aus heutiger Sicht wurden diese Tumoren friher
als Leiomyome, Leiomyoblastome, Leiomyosarkome, Neurofibrome oder
Schwannome fehldiagnostiziert. In Anknipfung an Neoplasien im Mastzellsystem
konnte Anfang der 90er Jahre des vergangenen Jahrhunderts der entscheidende
differenzialdiagnostische Parameter entdeckt werden, der es ab diesem Zeitpunkt
moglich machte, Gastrointestinale Stromatumoren in Uber 90% der Falle
immunhistochemisch zu identifizieren und von den oben genannten, verwandten
Tumoren abzugrenzen [39]. Seither sind GIST Gegenstand intensiver Forschung

in der ganzen Welt.

1.2 Epidemiologie

Gastrointestinale Stromatumoren sind die haufigsten mesenchymalen Tumore des
Gastrointestinaltraktes. Mit weniger als 1-3% aller Neoplasien im Magen-
Darmbereich stellen sie jedoch nur eine relativ kleine Entitat dar [16, 64, 73]. Die
Inzidenz wird in verschiedenen Studien mit 1,1 - 1,45 /100.000 und Jahr
angegeben [72, 110].

Hauptsachlich betroffen sind Erwachsene jenseits des 50. Lebensjahres mit einem
medianen Erkrankungsalter um das 60. Lebensjahr, es erkranken jedoch auch in
5-20% aller Falle Menschen vor der 5. Lebensdekade [69]. GIST konnen in
seltenen Fallen (< 1%) auch bei Kindern gefunden werden.

Eine klare Geschlechtspraferenz besteht nicht, jedoch deuten einzelne Studien

darauf hin, dass maligne GIST haufiger bei Mannern auftreten [69].
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1.3 Einteilung

1.3.1 Histopathologische Einteilung

Innerhalb der GIST lassen sich im Wesentlichen drei histologische Phanotypen
unterscheiden. Am haufigsten findet sich der spindelzellige Typ mit
zigarrenformigen Kernen und ,fischgratenartigem® Wachstumsmuster, seltener
sind epitheloidzellige oder gemischtzellige Typen.

Einige Autoren unterscheiden weiterhin in gastralen GIST bis zu 8 histologische
Subtypen: Sklerosierend-spindelzellige, palisadenartig-spindelzellige Typen mit
Vakuolen, hyperzellular-spindelzellige, sarkomatds-spindelzellige, sklerosierend-
epitheloidzellige mit synzytiellem Muster, epitheloidzellige mit inkohasivem Muster,
hyperzellular-epitheloidzellige und sarkomatos-epitheloidzelligen Formen. Diese

weitergehende Differenzierung hat jedoch fur die tagliche Routine keine Relevanz.

1.3.2 Einteilung nach Risikopotential

Die Beurteilung des Risikopotentials Gastrointestinaler Stromatumoren war in der
Vergangenheit zunachst schwierig, da sich Klassifikationssysteme von
Weichteilsarkomen als nicht Gbertragbar erwiesen.

Wichtigste Instrumente zur Einschatzung des Risikos einer fortschreitenden GIST-
Erkrankung sind nach aktuellem Wissensstand die Bestimmung der TumorgrofRe
und der Mitoserate [67, 70]. Die Tumorgrdlle wird dabei durch den groRten
Diameter des Tumors bestimmt. Die Mitoserate wird durch Auszahlen aller
Mitosen bezogen auf 50 High-Power-Fields (HPF, bei 400facher Vergrdlierung)
entsprechend 5mm? Tumorfliche im mitosereichsten Areal des Tumors ermittelt.
Proliferationsmarker wie MiB-1 sind in diesem Zusammenhang der Bestimmung

der Mitoserate nicht Uberlegen [21, 92].

In der Beurteilung des Risikopotentials Gastrointestinaler Stromatumoren fand
einzig die Klassifikation nach Fletcher et al. aus dem Jahre 2002 [26] Einzug in die
Routinediagnostik. Fletcher unterscheidet GIST in Abhangigkeit von TumorgrofRe

und Mitoserate (s. Tabelle 1) in die Gruppen ,Very Low", ,Low", ,Intermediate” und

_2-
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,High“ und schatzt auf diese Weise das Risiko malignen Verhaltens. Diese
Einteilung hat sich in der Routine bewahrt, zeigt jedoch auch Grenzen, da manche
Kombinationen aus Grof3e und Mitoserate nicht definiert wurden.

In Studien von Miettinen et al. wurde ab 2003 eine alternative und genauere
Klassifikation auch in groRen Studien etabliert. Diese unterscheidet zunachst
sechs Gruppen ebenfalls nach groltem Diameter und Mitoserate auf 50 HPF [65,
67, 70]. GIST des Dunndarms weisen im Vergleich zu solchen des Magens bei
gleicher Grolke und Mitoserate in der Regel ein hdheres Malignitatspotential auf.
Dies wird in der Klassifikation nach Miettinen berlcksichtigt [69].

Weiterhin ist bekannt, dass GIST mit Koagulationsnekrosen, Ulzeration oder
Invasion der Mukosa ebenfalls mit einem schlechteren Outcome assoziiert sind.
[54, 67, 70].

1.4 Molekulare Pathogenese

Gegenwartig wird davon ausgegangen, dass GIST aus den sogenannten Cajal-
bzw. ihren Vorlauferzellen im Gastrointestinaltrakt entstehen [39]. Als eine
Zwischenform zwischen einer Zelle des autonomen Nervensystems und einer
glatten Muskelzelle ist die physiologische Aufgabe dieser Zellen die Steuerung der
Motilitat und der autonomen Nervenfunktion des Gl-Traktes. Fur die Entwicklung
eines sporadischen GIST ist in circa 80% der Falle eine aktivierende
Punktmutation in c-kit, einem zentromernah lokalisiertem Gen auf Chromosom
4q12, verantwortlich [91]. c-kit codiert flr ein Tyrosinkinaserezeptorprotein mit der
Bezeichnung KIT, auch CD117 genannt. Dieses zeigt strukturelle Eigenschaften
der Typ-llI-Rezeptor-Tyrosinkinasefamilie [82]. Infolge der Mutation von c-kit, ist
eine Uberexpression von KIT mit ligandenunabhéngiger Dimerisierung und daraus
folgender konstitutioneller Aktivierung in Gastrointestinalen Stromatumoren zu
konstatieren [12, 48]. Die daraus resultierende Aktivierung von PI3K, Induktion von
JAK/STAT3 und Aktivierung des Ras/MAP-Kinase-Pathways fuhren konsekutiv zu
gesteigerter Proliferation, verringerter Apoptose und schlussendlich zur Neoplasie
[48, 91]. Im transgenen Mausmodell konnte dieser Zusammenhang demonstriert
werden; Knock-in-Mause mit aktivierenden Mutationen in c-kit zeigten im Verlauf

gesteigerte  Zellproliferation  und  entwickelten  schlussendlich  einen
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Gastrointestinalen Stromatumor [90, 104]. Haufigste Mutationen in c-kit sind
hierbei in sinkender Haufigkeit in Exon 11 (juxtamembranare Domane [23, 50]),

gefolgt von Exon 9, 13 und 17 zu finden [69].

Eine Minderheit von circa 5-8% aller GIST zeigt keine Mutation in c-kit sondern in
PDGFRA [91], einem ebenfalls auf Chromosom 4q12 lokalisiertem Gen. Auch
PDGFRA kodiert fur ein Tyrosinkinaserezeptorprotein mit strukturellen
Eigenschaften der Typ-lll-Rezeptor-Tyrosinkinasefamilie, PDGFR-a. Es wird
angenommen, dass beide Gene, also c-kit und PDGFRA, Duplikate eines
gemeinsamen Ursprungsgens sind [22]. In PDGFRA sind drei Mutationsloki
bekannt. In sinkender Haufigkeit sind dies Exon 18, 12 und 14 [13, 35, 52, 53, 60,
114, 115]

Die Folge der Mutationen ist auch bei PDGFR-a, wie bei c-kit, die
ligandenunabhangige Dimerisierung [12, 48] mit Phosphorylierung der

Rezeptortyrosinkinase mit den beschriebenen proliferativen Konsequenzen.

Weiterhin sind Sonderformen der Pathogenese von GIST bekannt. Dabei findet
sich in Mutationsanalysen in 12-15% aller Patienten in allen Exons der Wildtyp
vorliegend [91]. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang GIST bei Patienten mit
Neurofibromatose Typ | (Morbus Recklinghausen). Bei NF1-assoziierten GIST
finden sich weder Mutationen in c-kit noch in PDGFRA [2, 47, 68], was eine
differente Pathogenese nahelegt. So existieren Untersuchungen, die Mutationen in
Neurofibromin 1 als ursachlich fur die Entwicklung eines GIST bei Patienten mit
Morbus Recklinghausen beschreiben [47, 57]. Von manchen Autoren wird jedoch
auch von KIT-Mutationen in GIST bei NF1 berichtet [107, 122].

Eine Uberexpression von KIT oder PDGFR-a ist allen GIST gemeinsam.

In vielen Organen sind Zellen zu finden, die in ihren Eigenschaften den Cajal-
Zellen sehr ahnlich sind [43]. Diese werden als ,interstitial Cajal-like cells* (ICLC)
bezeichnet. Diese ICLC finden sich unter anderem im Pankreas [84], im Uterus
[11, 19], im Harntrakt [49, 103, 111], im Drisengewebe der weiblichen Brust [28,
86], im Herz [37, 38, 85] und in Blutgefallen [32, 33]. Ihre physiologische Funktion
dort ist noch nicht geklart.
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Manche Autoren diskutieren dabei einen Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von ICLC und so genannten extragastrointestinalen
Stromatumoren (eGIST) [7], da in vielen verschiedenen extragastrointestinalen
Lokalisationen wie dem Omentum oder dem Mesenterium [62], der Harnblase
[51], dem Retroperitoneum, im Pankreas [15, 81, 121] und anderen [78, 80, 120]
GIST-identische spindelzellige Tumoren gefunden wurden. Solche eGIST sind
weder zytomorphologisch noch in ihren genetischen Aberrationen von typischen

GIST des Gastrointestinaltraktes zu unterscheiden.

1.5 Immunhistochemische Marker

1.5.1 CD117 und Platelet-derived growth factor receptor a

Das Genprodukt von c-kit , auch bekannt als KIT (CD117), ist das diagnostisch
bedeutsamste Protein bei Gastrointestinalen Stromatumoren [97]. c-kit wird dabei
von uber 95% der GIST exprimiert [69].

Auch andere Gewebe und Tumorarten zeigen sich positiv fur KIT. Beispielsweise
exprimieren Mastzellen, Seminome und pulmonale kleinzellige Karzinome
durchweg, andere, wie metastatische Melanome, Klarzell, Ewing- und
Angiosarkome sowie andere Karzinome fakultativ KIT [66]. Aktivierende

Genmutationen sind jedoch nur in Gastrointestinalen Stromatumoren zu finden [6].

Ungefahr 3-5% aller GIST sind dagegen positiv fur PDGFR-a [35].
Physiologischerweise spielt PDGFR-a bei Zellkommunikation, Signaltransduktion

und der embryonalen Lungenentwicklung eine Rolle.

1.5.2 CD34

Bei CD34 handelt es sich um ein transmembranares, sialyliertes Glykoprotein,
welches in der Pathologie haufig als immunhistochemischer Marker flr
Stammzellen des Knochenmarks und Endothelzellen verwendet wird.
Diagnostisch wichtig ist er bei Knochenmarktransplantationen und akuten

Leukamien. Auch Uber die physiologische Funktion von CD34 ist wenig bekannt,

-5-
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jedoch scheint dem Protein eine Funktion in der Kontrolle der Hamatopoese
zuzukommen [5].

In GIST wird haufig eine Uberexpression von CD34 beobachtet. Dabei sind circa
95-100% aller GIST des Osophagus und des Rektums, 80-85% aller gastralen
GIST und 50% aller GIST des Dunndarms positiv fur diesen Marker.

Prognostische Bedeutung kommt ihm dabei nicht zu [67, 70].

1.5.3 Aktin, Desmin und andere Muskelzellmarker

Aktin ist die strukturgebende Komponente der dinnen Zellfilamente. Es handelt
sich in der singularen Form um ein annahernd globulares Protein mit einer
Molekilmasse von 42 kDa, von dem mehrere Isoformen existieren. Die Wichtigste
ist hierbei das a-smooth-muscle-actin (SMA), welches ein Marker fur glatte
Muskelzellen darstellt. Gastrointestinale Stromatumoren exprimieren SMA zu
ungefahr 30%, dabei haufiger solche des Dinndarms als solche des Magens.

Prognostisch kommt der Expression von SMA Bedeutung zu. In grolen
Langzeitstudien zeigte sich statistisch signifikant eine bessere Prognose fur
Patienten mit GIST mit SMA-Nachweis im Magen und Dunndarm als fur solche
ohne [67, 70]. Vermutlich ist hierbei die Expression von SMA als Zeichen flr

geringere Entdifferenzierung zu werten.

Eine Expression von Desmin in GIST ist selten zu beobachten, wenn aber, dann
besonders in solchen des Magens und des Osophagus. Besonders in
epitheloidzelligen Subtypen im Magen kann haufiger auch eine fokale Expression
gefunden werden [67].

Das Intermediarfilament Vimentin wird von allen GIST regelhaft exprimiert [69].

Der Volistandigkeit halber seien noch embryonale Formen von smooth-muscle-
myosin und schweres Caldesmon erwahnt, die als Marker fur glatte Muskulatur
ebenso haufig von GIST exprimiert werden [63, 95].
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1.5.4 S100

S100 ist ein in der Pathologie verwendeter Marker fur neuronales Gewebe.
Immunhistochemische Farbungen gegen S100 markieren das Zytoplasma glialer
Zellen, Schwann-Zellen, myoepithelialer Zellen, Melanozyten, Melanomzellen,
Chondrozyten, dendritischer Retikulumzellen und anderer.

In GIST ist eine Expression relativ selten, jedoch haufiger in solchen des
Dunndarms als in solchen des Magens [70].

Ob ein Einfluss von der Expression von S100 auf die Prognose besteht, ist nur
anhand kleiner Fallzahlen untersucht. Einige Ergebnisse deuten jedoch auf einen
negativ-prognostischen Wert der Expression von S100 in gastralen [67], nicht
jedoch in GIST des Dunndarms [70], hin.

1.5.5 Epidermal growth factor receptor

Bei EGFR (epidermal growth factor receptor) handelt es sich um einen
transmembranaren Rezeptor (Molekulargewicht 170 kDa) welcher von dem Gen
HER1 codiert wird. Das EGFR-Protein selbst besteht aus einer extrazellularen
Bindungsdomane, einer transmembranaren Region und einer intrazellularen
Domane mit Tyrosinkinase-Aktivitat. Aktivierende Liganden fir den Rezeptor sind
der epidermal growth factor EGF und der transforming growth factor alpha TGF-a.
EGFR ist hierdurch mitverantwortlich fur die Kontrolle von Zellwachstum,
Zelladhasion und Apoptose [123]. Daruber hinaus existieren weitere, EGFR-
homologe Rezeptoren (HER2, HER3 und HER4).

EGFR wird physiologischerweise von epithelialen Zelltypen, glatter Muskulatur,
Fibroblasten, Nervengewebe sowie von vielen epithelialen Malignomen exprimiert
[96, 116]. Betreffend GIST ist eine Uberexpression von EGFR in Uber 95% der
Falle in unterschiedlicher Intensitat vorbeschrieben, jedoch lasst sich auf
genetischer Ebene kein pathophysiologisches Korrelat nachweisen [56]. Auch
vermuten manche Autoren das Vorhandensein einer autokrinen Schleife aus
TGF-a und EGFR, die fur die Tumorgenese in zumindest einigen GIST
mitverantwortlich sein soll [8], jedoch fehlen hier genauere Untersuchungen an

grélieren Fallzahlen.
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1.5.6 P53

P53 ist das Genprodukt eines auf dem Chromosomenort 17p13 lokalisierten
Tumorsuppressorgens p53. Es handelt sich um einen nuklearen
Transkriptionsfaktoren mit kurzer Halbwertszeit, der im Falle des Auftretens
genetischer Schaden einer Zelle hochreguliert wird und eine Reihe von Zielgenen
aktiviert. In Abhangigkeit vom Ausmald des Schadens werden unter Arretierung
des Zellzyklus (G+- oder Go/M-Arrest) DNA-Reparaturmechanismen aktiviert oder
die Apoptose der Zelle eingeleitet. Mutationen in P53, besonders solche der DNA-

Bindungsdomane, sind in Tumoren des Menschen haufig zu finden.

1.5.7 P16

P16 ist ein den Zellzyklus regulierendes Protein. Es gehort zu einer Gruppe von
Proteinen, die physiologischerweise selektiv Zyklin D/CDK4 und Zyklin D/CDK6
inhibieren und als so genannte INK-Proteine bezeichnet werden (INK4a). Durch
diese Inhibierung wird im Falle gesteigerter proliferativer Prozesse die
Phosphorylierung des Retinoblastomproteins pRb unterbunden, eine Arretierung
des Zellzyklus in der Gq-Phase ist die Folge [75]. P16 fbrdert so die
Negativregulation des Zellzyklus und kann somit im weitesten Sinne als
Tumorsuppressorprotein aufgefasst werden. Ein Proteinverlust fuhrt zu einer
Aufhebung dieser Suppression und konsekutiv zu gesteigerter Proliferation. Der
zugehorige Genlokus findet sich auf Chromosom 9p21.

Alterationen im Signalweg Zyklin D—CDK4/6/INK4/Rb/E2F sind in Neoplasien des
Menschen in mehr als 80% der Falle zu finden [77]. Weiterhin zeigte sich der
Verlust von P16 in der Vergangenheit fur viele andere Tumoren als Pradiktor fur
schlechtes Outcome [24, 27, 36, 58].

1.5.8 Andere Marker

GIST sind regelhaft positiv fir Nestin, ein Intermediarfilamentprotein vom Typ VI.
Dies ist jedoch nicht spezifisch fur GIST sondern wird unter Anderem auch in
Schwannomen exprimiert. Teilweise zeigen sich die Tumoren positiv fur Keratin
18, seltener fur Keratin 8, jedoch negativ fur Keratin 7, 13, 14, 17, 19 und 20. GIST

-8-
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sind immer negativ flur saures Gliafaserprotein. Hier bietet sich ein
differentialdiagnostisches Werkzeug zur Abgrenzung gegenuber Schwannomen
des GI-Traktes, die dieses Protein typischerweise exprimieren [98].

Weiterhin existieren noch andere diagnostische Marker fur GIST, deren Spezifitat
und Sensitivitat in Studien jedoch noch nicht ausreichend belegt ist. Hier ist
beispielsweise die Proteinkinase CO zu nennen, die downstream im Signalweg
von KIT zu finden ist. Sie soll sowohl einen weiteren molekularen Therapieansatz
eroffnen [18] als auch diagnostische Bedeutung bei c-kit-negativen Tumoren
haben [3]. Ahnliches gilt fir DOG1, ein neu gefundenes Gen, welches fiir ein
Protein unbekannter Funktion codiert. Es wird in GIST unabhangig von Mutationen
exprimiert und fehlt in nicht-GIST-Tumoren [117]. Hier mangelt es jedoch an

naheren Untersuchungen und verfugbaren Antikorpern.

1.6 GIST-Syndrome

Weniger als 5% aller GIST treten im Rahmen der drei bekannten GIST-
Syndromen auf. Am haufigsten sind dabei GIST bei NF1, gefolgt von GIST im

Rahmen des sogenannten Carney-Triads sowie innerhalb familiarer Formen.

1.6.1 Familiare GIST-Syndrome

Weltweit sind mittlerweile 12 Familien mit familiarem GIST-Syndrom bekannt. EIf
davon zeigen eine aktivierende Mutation in KIT, eine in PDGFRA. Es handelt sich
dabei um autosomal-dominant vererbte Keimbahnmutationen, somit sind in diesen

Fallen alle Zellen des Korpers betroffen.

1.6.2 Carney-Triad

Die Kombination aus GIST, einem Paragangliom und einem pulmonalen
Chondrom wird nach dem Erstbeschreiber als Carney-Triad bezeichnet. Betroffen
sind mit ca. 85% Uberwiegend Frauen jungeren Alters. Der Gastrointestinale
Stromatumor findet sich dabei ausschliel3lich gastral und zeigt epitheloidzellige

Morphologie
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1.6.3 GIST und Neurofibromatose Typ 1

Schon vor einigen Jahren wurde erkannt, dass Neurofibromatose Typ 1 von
Recklinghausen uberzufallig haufig mit GIST vergesellschaftet ist [2, 65, 107]. So
wurde beispielsweise in einer Studie des Armed Forces Institute of Pathology
(Washington DC, USA) von Miettinen et al. bei 6% aller untersuchten duodenalen
GIST eine Koinzidenz mit NF1 festgestellt, was bereinigt einer 180fachen
Steigerung der Inzidenz von NF1 in diesem Kollektiv von Patienten mit
duodenalem GIST gegenuber der Normalbevolkerung entspricht [65].

GIST bei NF1-Patienten sind vor allem im Dunndarm lokalisiert, haufig multipel

auftretend, in der Mehrzahl klein, mitotisch inaktiv und klinisch indolent.

1.6.4 Gastrointestinal autonomic nerve tumours

GANT (Gastrointestinal autonomic nerve tumours) reprasentieren eine
Sonderform der Gastrointestinalen Stromatumoren. Sie entstehen aus Zellen des
Meissner- oder Auerbach-Plexus und zeigen dabei, ebenso wie GIST, regelhaft
eine Expression von CD117, CD34 und Vimentin. Auch wird von einer
inkonstanten Positivitat fur NSE, S-100, Synaptophysin und Chromogranin A
berichtet. Eine sichere Abgrenzung von GIST ist jedoch allein mittels

Untersuchung der Ultrastruktur durch Elektronenmikroskopie maoglich.

1.7 Therapie

Therapie der ersten Wahl ist die komplette chirurgische Rp-Resektion. Zusatzlich
ist die (neo-)adjuvante Gabe von z.B. 400-800 mg Imatinib (Glivec®), einem
Tyrosinkinaserezeptorinhibitor, moglich. Dieser fand zunachst Verwendung bei der
Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie [17, 46, 99]. Spater erst wurde
sein therapeutisches Potential fir GIST deutlich [4, 44, 112]. Im Falle von
Resistenzen stehen mittlerweile bereits mehrere Alternativpraparate zur

Verfugung.
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1.8 Fragestellung

Trotz einer Vielzahl an Untersuchungen zu pradiktorischen Faktoren bei GIST hat
sich neben der TumorgréfRe und Mitoserate bislang kein weiterer Parameter in der
Routinediagnostik als Pradiktor etablieren kdnnen. Die meisten der vorliegenden
Studien zu immunhistochemischen Faktoren wurden an Kollektiven von weniger
als 30 Patienten durchgefuhrt. Der Zusammenhang der Expression eines Faktors
mit der Malignitdt wird dabei meist nur in Bezug zu der etablierten
Risikoklassifikation nach Fletcher [26] beschreibbar und nicht zum tatsachlichen

Outcome, also dem konkreten klinischen Verlauf der jeweiligen Patienten.

Bis heute ist es trotz vielfaltiger Bemuihungen noch nicht moglich, das
Malignitatspotential, insbesondere sogenannter Borderline-GIST mit hoher
Vorhersagekraft zu bestimmen. So wird von Patienten berichtet, die bereits bei
Diagnosestellung ein metastatischen Befall der Leber oder des Peritoneums
aufweisen, obwohl der urspringliche Primartumor mitosearm und nur wenige
Zentimeter grol3 war. Ebenso finden sich Patienten mit kindskopfgrofien
Gastrointestinalen Stromatumoren, die nach erfolgreicher Resektion Jahrzehnte
krankheitsfreies Uberleben zeigen.

Hier gilt es, Parameter zu finden, die zur weiteren pradiktorischen Differenzierung
beitragen. Besonders die Differenzierung GIST der Hochrisikokategorie, welche
sich im biologischen Verhalten sehr inhomogen zeigen, erscheint wichtig. Dies ist
eine notwendige Voraussetzung, um eine Basis zu schaffen, die es ermdglicht,
adjuvant zu behandelnde Tumoren mit sehr hohem Risiko fur ein Rezidiv von
solchen Tumoren zu unterscheiden, bei denen ein ,watch and see“ Vorgehen

ausreichend ware.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, bestehende Ergebnisse der Literatur bezlglich des
immunhistochemischen Profils und dessen Korrelation zum Outcome innerhalb
des eigenen Patientenkollektivs mittels immunhistochemischer Untersuchungen
zu reevaluieren. Besonderer Fokus soll dabei auf den Parametern P16, P53 und

EGFR sowie der Klassifikation nach Fletcher liegen.
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In der Routinediagnostik durchgeflhrte und in der Krankenakte dokumentierte,
verfugbare Untersuchungen zur Expression von Aktin, CD34, MiB-1 werden,
soweit verfigbar, mitanalysiert. Dazu werden die Uberlebenszeitanalysen
bezlglich tumorbedingtem Tod und dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen
mit den aufgeflhrten Parametern statistisch analysiert und auf diesem Wege die

prognostische Bedeutung der einzelnen Faktoren bestimmit.
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2 Material und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Geratschaften

- Gefrierschnittmikrotom
0 Leica RM 2255; Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland
- Kduhlplatte
o Vogel PEC 3001, Firma nicht mehr existent
- Mikroskope
o Olympus BX41; Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland
0 Zeiss Axiolab; Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Deutschland
- Photodokumentation (Mikroskop / Kamera)
o Zeiss Axiophot / JVC Digital Camera KY-F750
- Pipetten
o0 Pipetman®, Gilson Inc., USA
o0 Eppendorf Research®, Eppendorf AG, Deutschland
- Trockenschrank
o Heraeus, Hanau, Deutschland
- Ultraschallwasserbad
o WB24, MEDAX Nagel GmbH Kiel, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

- Barrierestift, hydrophob

0 Mini PAP Pen Plus, ZYTOMED Systems GmbH, Berlin, Deutschland
- Deckglaser

0 Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, Deutschland
- Einmalwischtucher

o Kimtech Science, Kimberly-Clark Professional, USA
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- Flachendesinfektion
0 Iso-Septol (Isopropanol) Universitatsklinik Ulm — Apotheke
- Gefrierspray
o PSI Medizintechnik, Griunewald GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland
- Handschuhe
o Nitra-Tex®, Ansell Ltd., USA
- Klingen fur Gefrierschnittmikrotom
o Feather Microtome Blades A35, S35, R35, FEATHER Safety Razor
Co. Ltd., Japan
- Objekttrager fur Immunhistochemie
o SuperFrost®-Plus, Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig,
Deutschland
- Paraffin-Entfernungslésung (Reinigung)
0 Medite histotechnic GmbH, Burgdorf, Deutschland
- Pipettenspitzen
o Eppendorf 10uL, 200 pL, 1000 uL, Eppendorf AG, Deutschland

2.1.3 Allgemeine Chemikalien

- Haftmedium fur Deckglaser
o0 Microscopy Aquatex®, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
- Hamalaun-Lésung (nach Mayer)
o 0,1 % Hamatoxylin in 2 L a.d. I6sen, 0,02 % Natriumiodat, 5%
Kaliumaluminiumsulfat, 4% Chloralhydrat und 0,1% Zitronensaure
- PBS-Pufferlésung (pH 7,3-7,4)
0 6,48 mMol di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat, Riedel-de Haén,
Deutschland
o0 2,68 mMol Kaliumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
o 1,47 mMol Kaliumdihydrogenphosphat, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
o 136,89 mMol Natriumchlorid, Applichem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

o In 15L Aqua dest. gelost
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- TBS-Pufferlésung (pH 7,6), Dako North America, Inc., USA

2.1.4 Antikorper und Detektions-Kits

- Primarantikorper

0]

(0]

P16™** ZYTOMED Systems GmbH, Berlin, Deutschland
p53, Klon DO-7, Dako North America, Inc., USA

- Sekundarantikorper-Kit

0]

Dako REAL™ Detection System, Alkaline Phosphatase/RED
Rabbit/Mouse, Dako North America, Inc., USA

- Spezielle Detektions-Kits

o

EGFR pharmDx™, Dako North America, Inc., USA

2.1.5 Software

- Datenbank

(0]

Microsoft® Office Access 2007, Microsoft Corporation, USA

- Statistische Auswertung und Grafiken

0]

0]

Microsoft® Office Excel 2007, Microsoft Corporation, USA
WInSTAT® fur Microsoft Excel, Version 2007.1, R. Fitch Software,
Bad Krotzingen, Deutschland

SPSS 16.0.1, SPSS Inc., Chicago, USA
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2.2 Methodik

2.2.1 Patientenkollektiv

Bis 1992 zurickgehend, wurden aus mehr als 25.000 Briefen und Berichten alle
Patienten mit gesicherten oder fraglichen Gastrointestinalen Stromatumoren
identifiziert und von Herrn Sebastian Wolf zur Verflugung gestellt. Gesucht wurden
dabei sowohl in unserem Kklinikinternen EDV-System als auch in der Datenbank
der universitatseigenen Pathologieabteilung nach Schlagwoértern wie ,Leiomyom®,
,Leiomyosarkom®, ,Paragangliom® und ,Stromatumor® in Verbindung mit Begriffen
wie ,mesenchymal®, ,spindelzellig“ oder ,submukds®.

Zur  endgultigen  Diagnosesicherung war bei 36 Patienten eine
immunhistochemische Nachfarbung fir das Protein CD117, bzw. in 11 Fallen bei
Negativitat fur CD117 eine Farbung mit einem Antikorper gegen PDGFR-a
notwendig. Diese Nachfarbungen wurden freundlicherweise vom Institut fur
Pathologie der Universitat Ulm durchgefihrt und uns zur Auswertung zur

Verfligung gestellt.

2.2.2 Datenerfassung und Klassifikation

Zu allen Patienten dieses Kollektivs wurden nun alle verfugbaren Daten in einer
eigens daflr entwickelten Microsoft-Access-Datenbank teils retrospektiv, teils

prospektiv dokumentiert.

Erfasst wurden dabei neben den Daten zur Person auch Angaben zum Hausarzt,
zum Datum der Diagnosestellung, zur dabei aufgetretenen Initialsymptomatik, zur
durchgefuhrten chirurgischen und chemotherapeutischen Therapie, zum Auftreten
von Rezidiven, Metastasen und Zweitneoplasien, zur Resektionssituation sowie zu
vielen weiteren Parametern.

Die Tumornachsorge erfolgte standardisiert entsprechend internationaler

Empfehlungen, hauptsachlich durch die Spezialambulanz der Klinik fir Allgemein-,
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Viszeral- und Transplantationschirurgie, durch die Medizinisch Onkologische

Tagesklinik der Universitat UIm oder durch weiterbehandelnde Arzte.

Die Erfassung dieser klinischen Daten war nicht Gegenstand dieser Arbeit, diese

wurden freundlicherweise von Herrn Sebastian Wolf zur Verfigung gestellt.

Die Datensatze wurden nun im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit
durch Angaben zum Tumor betreffend Lokalisation, Grofle, Mitoserate und -
soweit im Voraus bestimmt - immunhistochemisches Profil unter Zuhilfenahme der
internen Datenbank der Abteilung fur Pathologie der Universitat Ulm erganzt.

Es erfolgte die Risikoklassifikation der Tumoren entsprechend der Konsensus-
Kriterien nach Fletcher et al. [26] (Tabelle 1) in die Risikokategorien High,
Intermediate, Low und Very Low. Hierzu war in mehr als 60 Fallen die

Nachbestimmungen der Mitoserate auf 50 HPF nétig.

Tabelle 1: Klassifikation Gastrointestinaler Stromatumoren beziglich des Risikos malignen
Verhaltens (Risiko) nach dem maximalen Durchmesser (GroRe in Zentimetern (cm)) und
Mitoserate (MR) auf 50 high-power-fields nach Fletcher et al. [26]

Risiko Grolke (cm) | MR auf 50 HPF
Very Low <2 <5
Low 2-5 <5
Intermediate <5 6-10

5-10 <5
High >5 >5

>10 jede Rate

jede Grole >10

Das Patientengut wurde anschliellend dichotom in die Gruppen ,High“ und ,Non
High“ differenziert. Die Klassifikation ,High“ umfasste dabei alle als ,High®,
wahrend die Klassifikation ,Non High“ alle Gbrigen, d.h. alle als ,Intermediate®,
.Low“ und ,Very Low" eingestuften Tumoren, einschlie3t. Im Folgenden wird dies

als ,modifizierter Einteilung“ bezeichnet.
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2.2.3 Gewinnung der Paraffinschnitte

Von den meisten Patienten konnten im Archiv der Abteilung fur Pathologie der
Universitat Ulm reprasentative, in Paraffin eingebettete Tumoranteile gefunden
werden. Nekrotische, kalzifizierte oder eingeblutete Abschnitte wurden dabei
gemieden.

In einigen Fallen musste auf Biopsiepartikel zurlckgegriffen oder Material von
Rezidiven oder Metastasen fur die immunhistochemischen Farbungen verwendet
werden (n=5). Hierzu wurde angenommen, dass zwischen Primartumor und
Metastase bzw. Rezidiv keine weitere Entdifferenzierung stattgefunden hat und
die primaren Tumoren somit im immunhistochemischen Profil mit den gestreuten
Metastasen bzw. Rezidiven Ubereinstimmen.

Selten war aufgrund der Uberschreitungen der maximalen Lagerungsdauer von 10
Jahren oder bei fehlender Gewebeverfugbarkeit bei primar extern operierten
Patienten keinerlei Material zu beschaffen. In Einzelfallen war vorhandenes
Material, vor allem bei Zufallsbefunden, bereits durch die Routinebefundung

aufgebraucht.

Nach Kuhlung der Paraffinblécke auf -9°C wurden am Mikrotom Schnitte mit einer
Schichtdicke von 3 und 5 pm angefertigt. Nach Uberflihrung in ein
Ultraschallwasserbad konnten die Schnitte auf beschichtete Spezialobjekttrager
fur Immunhistochemie aufgebracht werden. Diesem Vorgang schloss sich eine
Trocknung im Trockenschrank bei Temperaturen unter 60°C fir mindestens drei

Stunden an.

Die so gewonnenen Paraffinschnitte wurden nun flr die verschiedenen

immunhistochemischen Farbungen unterschiedlichen Behandlungen unterzogen.
Die Durchfihrung der Untersuchungen stutzt sich auf die Genehmigung der

Ethikantrage (09 + 91/2006) durch die Ethikkomission der Universitat Ulm. Die

schriftliche Einwilligung der betroffenen Patienten wurde eingeholt.
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2.2.4 Immunhistochemische Aufbereitung

2241 Aufbereitung fiir P16 und P53

Bei allen immunhistochemischen Aufbereitungen wurde je ein Schnitt eines HPV-
induzierten Cervix-Karzinoms als Positivkontrolle fur P16 mitgefuhrt. Als
Positivkontrolle fir P53 dienten unveranderte Gewebestrukturen im Schnitt wie
beispielsweise Darmepithelien. Verwendet wurden Schnitte mit einer Schichtdicke
von 3um.

Zunachst erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte in 3 x 5 Minuten aufsteigender
Xylol-Reihe und anschlieRender, je finfminltiger Behandlung in absteigender
Ethanolreihe (100%/70%/40%). Nach kurzer Spulung in Leitungswasser wurden
die Schnitte in Citratpuffer (pH 6) UberfUhrt und in diesem fur insgesamt 20
Minuten in Abschnitten zu 3, 4, 4, 4 und 5 Minuten im Sinne einer hitzeinduzierten
Epitopdemaskierung in der Mikrowelle gekocht. Dabei erfolgte nach jedem
Abschnitt das Wiederauffullen der Kuvette mit demineralisiertem Wasser. Ein
zehnminutiges Abkuhlen in Eiswasser schloss sich an.

Nach Spulung in PBS-Puffer und Umfahrung der Gewebeproben mit einem
hydrophoben Barrierestift erfolgte das Auftragen des Primarantikérpers und
Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer. Die
Zielverdinnung des Primarantikodrpers betrug dabei fir den Antikérper gegen P16
1:400, fur den Antikérper gegen P53 1:500 und wurde mit PBS als
Verdinnungsmedium durchgefuhrt.

Nach einer weiteren Spulung in PBS-Puffer wurden je 100uL des
Sekundarantikorpers (biotinylierte Ziege-Anti-Maus- und Ziege-Anti-Kaninchen-
Immunglobuline) aufgetragen und fir 15 Minuten in der feuchten Kammer auf den
Schnitten belassen. Im Anschluss wurde, nach Spulung in PBS-Waschpuffer, das
an alkalische Phosphatase konjugierte Streptavidin aus Streptomyces avidinii auf
die Schnitte aufgebracht und wiederum in der feuchten Kammer fur weitere 15
Minuten inkubiert. Nach einer letzten Spulung in PBS-Puffer wurde die
Substratreaktion (Neo-Fuchsin) durchgeflnhrt.

Hierzu wurde die Substrat-Arbeitslosung mit 750uL Dako REAL™ AP-
Substratpuffer und je 30uL von Chromogen Red 1, Chromogen Red 2 und
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Chromogen Red 3 oder entsprechenden Volumenverhaltnissen unter
kontinuierlicher Durchmischung angesetzt. Diese Losung wurde dann wiederum in
Teilen zu 100uL auf die Gewebe aufgetragen und darauf fur 16 Minuten in der
feuchten Kammer belassen. Die Reaktion wurde schlieRlich mit Leitungswasser
abgestoppt.

Zur besseren Ubersicht wurden die Schnitte fir drei Minuten mit Hamalaun-
Ldsung gegengefarbt. Nach einer letzten Spulung mit Leitungswasser wurden die

Schnitte unter Zuhilfenahme von Aquatex® mit Deckglasern versehen.

224.2 Aufbereitung fiir EGFR

Fir die immunhistochemische Farbung gegen EGFR fanden Schnitte mit einer
Schichtdicke von 5um Verwendung.

Nach Entparaffinierung in aufsteigender Xylol- und absteigender Ethanolreihe wie
bereits in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben, erfolgte zunachst das Auftragen von
3%iger Wasserstoffperoxid-Lésung aus dem Detektionskit fir EGFR in Teilen zu
je 100 pL zur Blockade der endogenen Peroxidaseaktivitat. Diese wurde fur exakt
funf Minuten auf den Schnitten belassen. Diesem Vorgang schloss sich die
Spulung mit TBS-Puffer und Umfahrung der Gewebspartikel mit dem Fettstift an.
Nun wurden wieder je 100 L einer 0,1% Proteinase K-Losung ebenfalls aus dem
beschriebenen Kit auf das Gewebe aufgetragen und dort bis zur erneuten Spulung
in TBS-Puffer fur exakt funf Minuten belassen. Die Schnitte wurden nun mit dem
anschlie3end in Teilen zu 100 pL aufgetragenen Primarantikoérper (IgG4-Maus) 30
Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Dieser
Primarantikérper reagiert dabei spezifisch mit HER1. Kreuzreaktionen mit HER2, -
3, oder -4 wurden in der Vergangenheit nicht beobachtet.

Der anschlielenden Spulung in TBS-Waschpuffer folgte das Auftragen des
Sekundarantikérpers (mit Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Ziege-Anti-Maus-
Immunglobulin) aus dem Kit. Auch hierbei betrug die Inkubationszeit wiederum 30
Minuten. Die Substratreaktion wurde nach erneuter Spulung in TBS-Puffer mit
DAB+ Chromogen (5% 3,3‘-Diaminobenzidin) durchgefuhrt. Die Reaktionszeit
hierfir betrug 10 Minuten, danach wurde die Reaktion mit Leitungswasser

abgestoppt.
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Auch bei dieser Farbung wurden die Schnitte zur besseren Ubersicht flr drei
Minuten mit Hamalaun-Losung gegengefarbt und mit Aquatex® mit Deckglasern

versehen.

2.2.5 Auswertungsmethodik und Statistik

2.2.5.1 Immunhistochemische Auswertungsmethodik

In Anlehnung an Untersuchungen von Schneider-Stock et al. wurde zunachst eine
Positivitat fur P16 ab >20% geschatzter positiver Zellkerne in 10 HPFs mit oder
ohne zytoplasmatische Reaktion definiert. [102]. Zusatzlich wurde in Abhangigkeit
von dem Anteil positiv gefarbter Tumorzellen der Grad der Positivitat in vier

Starkegrade nach Tabelle 2 differenziert.

Tabelle 2: Semiquantitative Gradeinteilung nach prozentualem Anteil positiver Tumorzellen in
geschatzten 10 High-Power-Fields nach Schneider-Stock et al. [102] fUr immunhistochemische
Farbungen gegen P16

Grad Anteil der Zellen (%)
0 (no staining) 0-10
1 (weak) 11-20
2 (moderate) 21-50
3 (strong) >50

Analysen bezuglich krankheitsfreiem und —spezifischem Uberleben erfolgten
zusatzlich mit anderen Cut-Off-Werten. Positivitat wurde dabei ab >10% bzw.
>50% geschatzter positiver Zellkerne in 10 HPFs mit oder ohne zytoplasmatische

Reaktion definiert.
FUr den Parameter P53 wurden zunachst solche Tumoren, die keinerlei positive

Reaktion fur den Parameter P53 zeigten (,Negativ®), von jenen unterschieden, bei

denen eine immunhistochemische Reaktion nachweisbar war (,Positiv“).
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Aulerdem erfolgte eine Einteilung auf Grundlage der Definition von Sabah et al.
[94]. Der Anteil positiver Tumorzellen wurde geschatzt und nunmehr jegliche
Reaktion von mehr 210% der Tumorzellen im starksten reaktiven Areal als positiv
gewertet. Entsprechend wurden Tumoren, die in weniger als 10% der Tumorzellen

im starksten reaktiven Areal eine Anfarbung zeigten als ,Negativ” klassifiziert.

Die Auswertung fur die Farbung gegen EGFR erfolgte durch Einteilung nach
Starke der Reaktion in komplett negative, einfach, zweifach und dreifach positive
Tumoren nach Goldstein et al. [29]. Zusatzlich wurde auch hier der Anteil der
positiven Tumorzellen bestimmt.

Es erfolgte nun die Einteilung in die Gruppen ,Positiv und ,Negativ® unter

Annahme verschiedener Cut-Off-Werte.

Alle Farbungen wurden zusatzlich auch von einer Facharztin fur Pathologie (C.H.)

verblindet befundet.

2.2.5.2 Bildung von Subkollektiven

Fir die immunhistochemische Farbung gegen EGFR wurde ein Subkollektiv von
18 Patienten nach folgenden Kriterien ausgewahlt und in zwei Gruppen eingeteilt:
Fur Gruppe 1 wurden hochaggressive Tumoren gewahlt, die entweder bereits
initial metastasiert waren (n=2) bzw. solche, die zwar primar unifokal waren,
jedoch im Laufe der Nachbeobachtungszeit Metastasen oder grofle Rezidive
entwickelten (n=8). Gruppe 2 wurden solche GIST-Patienten zugeteilt, die
mindestens eine  Nachbeobachtungszeit von finf Jahren aufwiesen
(arithmetisches Mittel: 8,0 Jahre, Median 8,4 Jahre) und im Rahmen der
Nachbeobachtung keinerlei Anzeichen fur Rezidive oder Metastasen zeigten
(n=8).

Zum Zwecke der statistischen Auswertung fur den Parameter MiB-1 wurden nur
solche Farbungen berucksichtigt, die am Primartumor durchgefihrt wurden. Diese
Falle wurden nun in zwei Gruppen unterteilt. Als Gruppe 1 wurden diejenigen
Tumoren mit einer Proliferationsrate <10%, als Gruppe 2 diejenigen mit einer

Proliferationsrate 210% definiert.
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Da nun bereits im Rahmen der Klassifikation (s. Kapitel 2.2.2) Aussagen zur
Mitoserate erhoben wurden, wurde diese noch einmal getrennt erfasst und zum
Zwecke der Bestimmung der prognostischen Bedeutung in zwei Gruppen
unterteilt. Gruppe 1 (Mitoserate ,Low“) umfasste dabei alle Falle mit einer
Mitoserate von <5, Gruppe 2 (Mitoserate ,High“) solche Falle mit Mitoseraten >5
bezogen auf 50 High-Power-Fields. Diese wurde in Kreuztabellen und

Survivaluntersuchungen naher betrachtet.

Ebenso wurden die noch messbaren Tumoren nach GroéfRRe in zwei Gruppen
unterteilt, genauer in solche mit einer GroRe von <5cm und solche mit einer Gro3e

von 25cm. Auch diese Gruppen wurden naheren Untersuchungen zugefuhrt.

2.2.5.3 Signifikanztests, Survivalanalysen und allgemeine Statistik

Die gewahlte Studienform war eine kombiniert retro- und prospektive

Kohortenstudie.

Unabhangigkeitstests wurden via Kreuztabelle mit dem x-Test durchgefiihrt.
Waren die Voraussetzungen fir diesen Test nicht erflllt, wurde auf den exakten
Test nach Fisher zuruckgegriffen. Angenommen wurde dabei eine zweiseitige
Fragestellung, da einseitiges Testen lediglich theoretischer Natur ist und keine
praktische Relevanz aufweist. Statistische Signifikanz wurde dabei ab einem Wert

von p<0,05 angenommen (Signifikanzniveau a=0,05).
Zur Bestimmung des Risikos wurde die Odds Ratio bestimmt. Der Odds Ratio
wurde gegenuber dem relativen Risiko der Vorrang gegeben, da das relative

Risiko bei retrospektiven Studien nicht sinnvoll berechnet werden kann.

Die Angabe des Konfidenzintervalls fur die Odds Ratio (OR) bezieht sich dabei auf

ein Konfidenzintervall (KI) von 95% in folgender Schreibweise:

OR = x [KI untere Grenze; Kl obere Grenze]
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Uberlebenszeitanalysen wurden mit der Methode nach Kaplan und Meier
durchgefuhrt. Existierten mehreren Subgruppen, wurde zusatzlich der Log-Rank-
Test zur Bestimmung eines statistisch signifikanten Unterschiedes durchgefuhrt.
Fiur StichprobengréfRen wie in der hier vorliegenden Arbeit ist die Kaplan-Meier-
Analyse dabei das Mittel der Wahl.

Als Uberlebenszeit wurde dabei die Zeitspanne zwischen Datum der Erstdiagnose
und dem Exitus letalis bzw. bis zum letzten bekannten Follow-Up definiert.
Unterschieden wurde hierbei zwischen dem Overall-Survival und dem
krankheitsspezifischen Survival:

Das Overall-Survival beschreibt dabei das Uberleben aller Patienten des Kollektivs
und Todesereignis jedweder Ursache.

Im krankheitsspezifischen Survival wurden dagegen alle Patienten, deren Tod
nicht in direkten Zusammenhang mit dem GIST gebracht werden konnte, zwar
nicht aus der Analyse genommen, lhr Versterben jedoch als Beobachtungsende
und nicht als statistisches Ereignis im Sinne von Todeseintritt definiert.

Auch zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit von krankheitsfreiem Uberleben
(disease-free-survival) fand die Methode nach Kaplan-Meier Anwendung. Als
krankheitsfreie Uberlebenszeit wurde dabei diejenige Zeitspanne zwischen der
Erstdiagnose und dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen bzw. bis zum
letzten bekannte Follow-Up oder Tod definiert.

Zwar lagen beziglich der durchgefiihrten Uberlebenszeitanalysen bei insgesamt
vier Patienten Nachbeobachtungszeiten von weniger als drei Monaten vor, da
diese Patienten jedoch teils tumorbedingt teils nicht tumorbedingt verstarben,
wurden sie nicht aus der Analyse genommen. Lediglich diejenige Patientin, bei der
die Diagnose erst wahrend der Obduktion gestellt wurde und ihre
Nachbeobachtungszeit per definitionem 0 Jahre betragt, wurde aus allen Analysen

beziglich Outcome und Uberleben ausgeschlossen.

Fir die in Kapitel 2.2.2 beschriebene dichotome Modifikation der Risikoeinteilung
nach Fletcher et al. [26] wurde zur Bestimmung der Vorhersagekraft die
Sensitivitat fur ein Zeitintervall von funf Jahren berechnet. Berucksichtigt wurden
dabei nur solche Patienten, die entweder in beschriebenem Zeitraum

tumorbedingt verstarben bzw. Rezidive oder Metastasen entwickelten (Ereignisse)

-24 -



-Material und Methodik-

oder respektive langer nachbeobachtet wurden. Ereignisse, die nach mehr als funf

Jahren auftraten wurden nicht mehr berucksichtigt.

Alle Kalkulationen erfolgten durch die Statistiksoftwares WinSTAT® und SPSS®.

2.2.6 Bemerkungen

Bei Prozentangaben erfolgte konsequent die Rundung auf eine Stelle nach dem
Komma. Weiterhin wurde bei Zeitangaben in Monaten auf eine, bei Zeitangaben in
Jahren auf zwei und bei Angabe von p-Werten auf drei Nachkommastellen
gerundet.

Aufgrund des Rundungsfehlers ergibt die Summe prozentualer Anteile nicht immer
exakt 100%.

Wird im Folgenden von Aktin gesprochen, ist immer SMA gemeint.
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3 Ergebnisse

3.1 Datenbank

Im Laufe der Zeit gelang es, eine mittlerweile mehr als 400 Datensatze
umfassende Datenbank vorrangig mit GIST-Patienten im Rahmen der

multizentrischen Kooperation zu erstellen.

Die Datenbank selbst besteht aus einer zentralen Tabelle, die alle verfigbaren
Informationen verbindet, mehreren Abfragemodulen und Eingabemasken die
durch ihr Design einerseits eine schnelle Eingabe und Abfrage von Daten
ermdglichen, andererseits selbststandig Berechnungen, wie z.B. das
Erkrankungsalter, das Sterbealter, verschiedene Nachbeobachtungszeiten oder
Intervalle zwischen dem Auftreten von Rezidiven bzw. Metastasen, durchfuhren.
Getrennt voneinander konnen die pathologischen und immunhistochemischen
Profile von bis zu drei Rezidiven oder Metastasen in der Datenbank erfasst und
direkt miteinander verglichen werden. Somit ist die Ubersicht Uber den

Krankheitsverlauf jedes einzelnen Patienten gegeben.

Nach Export der Daten in eine Microsoft Excel-Tabelle ist unter Verwendung des
Plug-Ins WIinSTAT® eine statistische Auswertung inklusive Survivalanalysen
durchfuhrbar. Ebenso ist die Datenbank in der Lage, eingegebene Variable
automatisch numerisch zu kodieren und auszugeben, sodass die Auswertung mit
Statistikprogrammen wie SPSS®, die solch eine Kodierung fordern, mdglich wird.
Erganzend sind Module zum Druck von Deckblattern mit jeweils aktuellen
Patientendaten oder Ubersichten Uber Blocknummern implementiert. Eine

beliebige Erweiterbarkeit fur zuklnftige Projekte ist gegeben.

So wurde ein System etabliert, das jedem Patienten eine eindeutige
Identifikationsnummer zuweist. Diese bildet sich aus Daten des Patienten wie
Geschlecht, Initialen und Geburtsdatum. Eine Doppelteingabe ist dadurch nahezu
ausgeschlossen. Nach Umwandlung dieser Nummer in einen zweidimensionalen

Barcode vom Typ ,Quick Response Code“ kdnnen Dokumente oder Proben mit
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diesem gekennzeichnet werden. Eine Verwechslung wird dann praktisch
unmoglich. Auf Deckblattern werden diese Barcodes bereits automatisch mit
ausgedruckt. Auch im Zuge einer anonymisierten Auswertung von Patientendaten

nach den Maligaben des Datenschutzes findet dieses System Verwendung.

Abbildung 1: Quick Response Code, verschlusselt ist hier ,Gastrointestinaler Stromatumor*

Ein Auslesen der Barcodes ist dabei sowohl via Webcam oder Mobiltelefon mit

integrierter Kamera maoglich.

Weiterhin wurde ein System geschaffen, das aus der Datenbank heraus den
schnellen Zugriff auf Dokumente des aktuellen Patienten erlaubt. Dieses System

befindet sich momentan jedoch noch in der Testphase.

3.2 Patientenkollektiv und Epidemiologie

Insgesamt konnten fir diese Studie 101 Patienten mit Gastrointestinalen
Stromatumoren identifiziert werden. Von 97 Patienten lag dabei ein Follow-Up von
mehr als 3 Monaten vor.

Die durchschnittiche Nachbeobachtungszeit dieser Patienten betrug in dieser
Studie 53,6 Monate entsprechend 4,47 Jahren, die mediane 3,85 Jahre
entsprechend 46,2 Monaten. Die Range erstreckte sich dabei von 0,25 Jahren bis
19,06 Jahren. Von 4 Patienten lag bis zum Abschluss der Datenaufnahme kein
Follow-Up von mehr als 3 Monaten vor. Dies lag darin begrindet, dass diese vier

Patienten bereits kurz nach Diagnosestellung teils tumorbedingt, teils nicht
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tumorbedingt verstarben bzw. die Diagnose erst in der durchgefiihrten Obduktion
gestellt wurde.
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Abbildung 2: Histogramm der Nachbeobachtungszeiten der Patienten, dargestellt in Abschnitten zu
zwei Jahren mit absoluten Werten der Patientenanzahl.

In der Gruppe der Uberlebenden ergab sich fiir die mittlere Nachbeobachtungszeit
ein Wert von 5,06 Jahren entsprechend 60,7 Monaten, fir die mediane
Nachbeobachtungszeit ein Wert von 49,6 Monaten entsprechend 4,13 Jahren.

Hierbei lag die Range zwischen 0,62 und 19,06 Jahren.

In der Geschlechterverteilung zeigte sich im Kollektiv eine leichte Praferenz fir
das weibliche Geschlecht. Diese war mit 53,5% (n=54) gegenuber 46,5% (n=47)

beim mannlichen Geschlecht zu konstatieren.

4 N

B Mannlich
mWeiblich

- J

Abbildung 3: Geschlechterverteilung im Patientenkollektiv, die Anteile mit absoluten und
prozentualen Werten beschriftet
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In der Analyse des Erkrankungsalters ergab sich eine rechtsschiefe Verteilung.
Das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten unseres Kollektivs betrug
dabei 64,11 Jahre, der Median 66,28 Jahre, die zugehdrige Standardabweichung
der Stichprobe s5=13,38 Jahre. Die jungste Patientin war dabei bei
Diagnosestellung 17,46 Jahre alt, die Alteste 94,09 Jahre.

Insgesamt waren 13,9% (n=14) der Patienten bei Diagnosestellung junger als 50
Jahre, 4 % (n=4) junger als 40 Jahre. Diese Verteilung ist, aufgeschlisselt nach
Lebensdekade in Abbildung 4, und als Box & Whiskers-Plot in Abbildung 5,
graphisch dargestellt.

( 40 - - 100% h
35 - - 90%
- 80%
30 -
= - 70%
g 2 - 60%
g 20 - - 50%
_% 15 - 40% === Haufigkeit
o - 30% —id—Kumuliert %
10 - 20%
51 - 10%
0 - - 0%
2. 3. 4. 5 6. 7. 8. 9. 10
Lebensdekade
- J

Abbildung 4: Abbildung des Erkrankungsalters der Patienten im Histogramm, aufgeschlisselt nach
Lebensdekade mit absoluten Werten, die prozentual kumulierten Werte als geglattete Kurve
darUbergelegt
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Abbildung 5: Graphische Abbildung des Erkrankungsalters der Patienten in Jahren als Box &
Whiskers-Plot

3.3 Klinisches Erscheinungsbild

3.3.1 Lokalisierung und weitere Parameter des Primartumors

Bezuglich der Lokalisation von 99 Gastrointestinalen Stromatumoren befanden
sich 60,6% (n=60) der Tumoren im Magen und 33,3% (n=33) im Dinndarm, davon
54,5% (n=18) im lleum, 30,3% (n=10) im Jejunum und 15,2% (n=5) im Duodenum.
Bezlglich der Gesamtzahl waren somit 5,1% dem Duodenum, 10,1% dem
Jejunum und 18,2% dem lleum zuzuordnen.

Im Weiteren konnten 2% (n=2) der GIST dem Osophagus sowie 1% (n=1) dem
Colon sigmoideum zugeordnet werden. Bemerkenswerter Weise fand sich in drei
Fallen (3%) der Tumor retroduodenal, in der Bursa omentalis oder vom
Ligamentum falciforme hepatis ausgehend, ohne dabei Kontakt zum GI-Trakt zu
zeigen, sodass es sich hierbei am ehesten um sogenannte eGIST handelt.

Bei zwei Patienten konnte der Ursprung des Primarius nicht sicher definiert
werden. Bei diesen war bereits eine multiple, diffuse Metastasierung zu
konstatieren.

Werden die zwei Falle, bei denen keine Zuordnung mehr maoglich war, aul3er Acht

gelassen, zeigt sich die in Tabelle 3 dargestellte Verteilung.
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Tabelle 3: Verteilung der Lokalisation der Tumoren in dieser Studie (eGIST = extragastrointestinale
Stromatumoren)

Lokalisation Anzahl Anteil (%)
Magen 60 60,6%
Dinndarm 33 33,3%
Osophagus 2 2,0%
Colon 1 1,0%
eGIST 3 3,0%

Die unten stehende grafische Darstellung (Abbildung 6) ergibt sich daraus:

4 )
5:5,1%
H Gaster
. 0,
A H Andere
4 Duodenum
L Jejunum
H |[leum
\ J

Abbildung 6: Lokalisation Gastrointestinaler Stromatumoren in dieser Studie mit absoluten Werten
und prozentualen Anteilen. Die rot gefarbte Flache stellt dabei die Gesamtheit aller Tumoren im
Dinndarm dar und ist in rechts stehender Teilgrafik weiter aufgeschlusselt.

Im arithmetischen Mittel betrug der maximale Durchmesser der noch messbaren
Tumoren bei Diagnosestellung d=7cm, der zugehorige Median 5cm, die
Standardabweichung der Stichprobe ss=5,9cm. Patienten mit diffuser
Metastasierung wurden dabei nicht in die Berechnung miteinbezogen.

46,8% (n=44) waren einer Grofle von <5cm zuzuordnen, 53,2% (n=50) zeigten
eine Grofle von = 5cm. Hierbei konnte sowohl in der Kreuztabelle als auch im in
den Survivaluntersuchungen, wie in Tabelle 4 dargestellt, signifikant der negativ-

pradiktorische Wert der Tumorgrofie gezeigt werden.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen Tumorgrofie
=5cm gegenlber Tumorgrofle <5¢cm bezliglich tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von
Rezidiven oder Metastasen als Ereignis (rechts) mit Angabe der Ergebnisse des Fisher's Exakt-
Tests, der Odds Ratio (mit Angabe des 95%-Konfidenzintervalls (Kl)), der krankheitsspezifischen
(DSSP, links) und krankheitsfreien (DFSP, rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir 1, 3 und 5
Jahre (a) sowie der Ergebnisse der vergleichenden Log-Rank-Tests.

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen

GroRe

25cm

<5cm

25cm

<5cm

Fisher's Exakt

p=0,005

p<0,001

Odds Ratio [KI]

12,1 [1,5; 98,3]

14,0 [3,0; 64,5]

1-a-DSSP/DFSP 93,8% 100,0% 69,5% 97,7%
3-a-DSSP/DFSP 86,8% 96,8% 64,7% 97,7%
5-a-DSSP/DFSP 77,9% 96,8% 59,3% 97,7%
Log-Rank-Test p=0,008 p<0,001

3.3.2 Sekundarneoplasien

Bemerkenswert erschien die grolde Anzahl an Zweit- oder sogar Drittneoplasien.
Bei n=8 (7,9%) Patienten musste zusatzlich zum GIST eine gutartige Neubildung,
bei n=26 Patienten (25,7%) ein bosartiger Tumor konstatiert werden. Zwei
bdsartige Tumoren fanden sich bei n=3 (3%) Patienten, n=6 (5,9%) Patienten
wiesen sowohl eine benigne als auch eine maligne Neoplasie auf. Eine Patientin
(1%) schlieBlich zeigte einen gutartigen und zwei bdsartige Tumoren.

Der Anteil der GIST-Patienten mit zusatzlichen Malignomen betrug 35,6% (n=36),
der Prozentsatz derer mit einer Zweitneoplasie jedweder Dignitat 43,6% (n=44).

3.3.3 Rezidive und Metastasen

Insgesamt wurden bei n=28 (28%) Patienten bereits initial oder im Verlauf der
Nachbeobachtungszeit Rezidive oder Metastasen festgestellt. Die Halfte dieser
Patienten (n=14) (14%) wiesen bereits initial Metastasen auf. Bei n=4 Patienten
war dabei der Tumor bereits bei Diagnosestellung peritoneal und hepatisch, bei
n=9 Patienten rein peritoneal und bei n=1 Patient rein hepatisch metastasiert.
Nach durchschnittlich 2,94a (Median=1,93a, ss=2,73a) entwickelten die Patienten
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aus jener Gruppe, die bei Diagnosestellung lediglich unifokalen Befall zeigten,

Rezidive oder Metastasen (n=14).

Die Wahrscheinlichkeit von krankheitsfreiem Uberleben beziiglich aller Patienten
dieser Studie (n=100) wurde wie folgt berechnet: Die 1-Jahres-DFSP betrug
80,8%, die 3-Jahres-DFSP 77,1% und die 5-Jahres-DFSP 72,2%. Diese
Ergebnisse sind auch Abbildung 7 zu entnehmen.

4 )
100%
. 80%
5 60% + Ausfalle
= 0
2 40% ——DFSP
E 20%
©
= 0% . . .
0 5 10 15
\_ Nachbeobachtungszeit (Jahre) Y,

Abbildung 7: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFSP) aller Patienten als
Kaplan-Meier-Kurve, zensierte Falle sind dabei als Kreuze dargestellt

Nimmt man zusatzlich Patienten, die bereits initial metastasiert waren (n=14), aus
der Wertung, ergeben sich flir n=86 Patienten folgende Werte: Die 1-Jahres-DFSP
betrug dann 94%, die 3-Jahres-DFSP 89,6% und die 5-Jahres-DFSP 83,9%.

Diese Ergebnisse sind als Zusammenschau in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Wahrscheinlichkeit des krankheitsfreien Uberlebens (DFSP) initial nicht
metastasierter Patienten als Kaplan-Meier-Kurve, zensierte Falle sind dabei als Kreuze dargestellt

3.3.4 Allgemeine Uberlebenszeitanalyse

Nach Abschluss der Datenaufnahme waren n=30 Patienten verstorben, davon
n=14 Patienten GIST-bedingt und n=16 Patienten aufgrund anderer Ursachen.
Alle tumorbedingt verstorbenen Patienten hatten dabei zuvor Rezidive oder
Metastasen entwickelt.

Fir das Overall-Survival betrug die 1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit 91,9%,
die  3-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit 80,8% und die 5-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit 69,5%.

Berucksichtigt man nur GIST-bedingte Todesfalle, so betrug, wie in Abbildung 9
dargestellt, die krankheitsspezifische 1-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir
n=100 Patienten 95,9%, die 3-Jahres- Uberlebenswahrscheinlichkeit 89,7% und
die 5-Jahres- Uberlebenswahrscheinlichkeit 84,9%.
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Abbildung 9: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischnen Uberlebens (ULW) als Kaplan-Meier-
Kurve, zensierte Falle sind dabei als Kreuze dargestellt

3.4 Pathologie

3.4.1 Zellmorphologie

Der Grofiteil der in dieser Studie untersuchten Tumoren wies einen spindelzelligen
Typus auf (n=84, 84,6%). Deutlich seltener waren gemischtzellige Typen zu finden
(n=12, 12,4%), ein rein epitheloidzelliges Wachstumsmuster konnte nur in einem
Fall ausgemacht werden (1,0%). In vier Fallen konnte aufgrund nicht mehr
zuganglichen Gewebematerials bzw. fehlenden naheren Informationen zum
Primartumor keine Zuordnung getroffen werden.

Im durchgefiihrten exakten Test nach Fisher bzw. im x*-Test konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppen der Patienten mit spindelzelligen
Tumoren und der Gruppe mit Tumoren mit epitheloidzellartiger Komponente
bezlglich tumorbedingten Tod oder dem allgemeinen Auftreten von Rezidiven
oder Metastasen hergestellt werden (p=0,596 bzw. p=0,071) Ebenso zeigten die
durchgefuhrten  Survivalanalysen bezuglich  krankheitsspezifischem oder
krankheitsfreiem Uberleben keine signifikanten Unterschiede (p=0,915 bzw.
p=0,102, Log-Rank-Test)
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3.4.2 Risikostratifikation

3.4.2.1 Klassifikation nach Fletcher et al.

Bei der Bestimmung des Malignitatspotentials nach Fletcher et al. [26] fand sich
folgende Verteilung:

Bei 38,9% (n=37) wurde das Risiko fur eine malignes Verhalten des Primartumors
als ,High®, bei 21,1% (n=20) als ,Intermediate®, bei 23,2% (n=22) als ,Low“ und
bei 16,8% (n=16) als ,Very Low" bezogen auf n=95 Patienten definiert. Aufgrund
nicht erhebbarer Befunde zur Mitoserate war in zwei, beziehungsweise aufgrund
unbekannter GroRRe in vier Fallen keine Bestimmung des Risikos nach Fletcher et

al. [26] moglich.

# High
H |[ntermediate
M| ow

HVery Low

- J

Abbildung 10: Risikoklassifikation Gastrointestinaler Stromatumoren in dieser Studie nach Fletcher
et al. [26] mit absoluten Werten und prozentualen Anteilen

In der beschriebenen dichotomen Aufteilung waren somit n=37 Patienten der
Gruppe ,High“ und n=58 Patienten der Gruppe ,Non-High“ zugeordnet. In der
Kreuztabelle konnte ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden
Gruppen bezuglich tumorbedingtem Tod (p<0,001) sowie dem allgemeinen
Auftreten von Rezidiven oder Metastasen gefunden werden (p<0,001). Die Odds
Ratio betrugen fur die Gruppe ,High“ gegentiber der Gruppe ,Non-High“ OR= 30,9
[3,8; 249,4] fur tumorbedingten Tod und OR= 93,6 [11,6; 753,9] fur das allgemeine

Auftreten von Rezidiven oder Metastasen.
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92,9% aller tumorbedingt Verstorbenen und 95,8% aller der Patienten, die im
Verlauf Rezidive oder Metastasen entwickelten, waren dabei der Kategorie ,High-

Risk® nach Fletcher et al. [26] zuzuordnen.

In der Survivalanalyse bezuglich des Overall-Survivals zeigten n=37 Patienten mit
einem High-Risk-GIST nach Fletcher et al. [26] eine 1-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 86,1%, eine 3-Jahres-ULW von 73,4% und eine
5-Jahres-ULW von 59,2%.

Patienten mit einem Non-High-Risk-GIST (n=57) hatten dagegen eine 1-Jahres-
ULW von 94,7%, eine 3-Jahres-ULW von 83,4% und eine 5- Jahres-ULW von
73,4%.

Betrachtet man nur das krankheitsspezifische Survival von n=94 Patienten so
ergibt sich in der Gruppe der High-Risk-GIST eine 1-Jahres-ULW von 88,7%, eine
3-Jahres-ULW von 75,5% und eine 5-Jahres-ULW von 64,5%. In der Gruppe der
Non-High-Risk-GIST betrug dagegen die 1-Jahres-ULW 100%, die 3- und 5-
Jahres-ULW je 97,7%. Der mitgefiihrte Log-Rank-Test zeigte dabei einen hoch
signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe mit High-Risk-Tumoren und deren

mit Non-High-Risk-Tumoren von p<0,001.

Auch die Wahrscheinlichkeit krankheitsfreien Uberlebens DFSP der Gruppen
,High“ und ,Non-High“ betreffend, liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen im Log-Rank-Test feststellen (p<0,001).

Werte fur 1-, 3- und 5-a-DFSP betrugen hierbei 50,2%, 43,9% und 37,7% in der
High-Gruppe, und je 98,2% in der Non-High-Gruppe.
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Tabelle 5: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen ,High-Risk"
gegenuber der Gruppe ,Non-High-Risk®, modifiziert nach Fletcher et al. [26] bezlglich
tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen als Ereignis
(rechts) mit Angabe der Ergebnisse des Fisher's Exakt-Tests, der Odds Ratio (mit Angabe des
95%-Konfidenzintervalls (Kl)), der krankheitsspezifischen (DSSP, links) und krankheitsfreien
(DFSP, rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fiir 1, 3 und 5 Jahre (a) sowie der Ergebnisse der
vergleichenden Log-Rank-Tests.

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen
Gruppe High-Risk Non-High-Risk High-Risk Non-High-Risk
Fisher's Exakt p<0,001 p<0,001
Odds Ratio [KI] 30,9 [3,8; 249,4] 93,6 [11,6; 753,9]
1-a-DSSP/DFSP 88,7% 100,0% 50,2% 98,2%
3-a-DSSP/DFSP 75,5% 97,7% 43,9% 98,2%
5-a-DSSP/DFSP 64,5% 97,7% 37,7% 98,2%
Log-Rank-Test p<0,001 p<0,001
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Abbildung 11: Wahrscheinlichkeit des krankheitsspezifischen (Teilgrafik A) und krankheitsfreien
Uberlebens (Teilgrafik B) der Gruppen ,High“ und ,Non-High“, modifiziert nach Fletcher et al. [26]
als Kaplan-Meier-Kurve, zensierte Falle sind dabei als Kreuze dargestellt
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Zur Bestimmung der Vorhersagekraft wurde die diagnostische Sensitivitat und
Spezifitat sowie der positive und negative Vorhersagewert der Klassifikation ,High-
Risk (gegenuber ,Non-High-Risk“) berechnet. Fir einen 5-Jahres-Zeitraum

ergaben sich folgende Werte:

Tabelle 6: Berechnete Malzahlen zur Zuverlassigkeit des modifizierten Klassifikationssystems
nach Fletcher et al. [26] (,High“ gegentber ,Non-High®), bezlglich tumorbedingtem Tod (TBEL)
und dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen (R/M)

TBEL R/M
Sensitivitat 91,7% 100,0%
Positiver Vorhersagewert 52,4% 60,0%
Spezifitat 64,3% 75,0%
Negativer Vorhersagewert 94,7% 100,0%

3.4.3 Immunhistochemie

3.4.3.1 CD117 und PDGFR-a

In dem beschriebenen Patientenkollektiv von n=101 Patienten mit
Gastrointestinalen Stromatumoren waren beziglich n=100 Patienten n=97
Patienten (97,0%) positiv fur CD117, n=3 Patienten entsprechend (3,0%) zeigten
dagegen Positivitat fur PDGFR-a. Lediglich fur eine Patientin war nicht
abschlieend zu klaren, ob der bei ihr vorbeschriebene GIST diagnostisch nun auf

Expression von CD117 oder PDGFR-a zurtickzufiihren war.

3.4.3.2 Nebenbefundlich erhobene Parameter

In der vorliegenden Studie fanden sich fur die nebenbefundlich erhobenen
immunhistochemischen Parameter folgende Konstellation: CD34 exprimierten
84,6% (n=66), 15,4% (n=12) waren dafur negativ (3> =78). Positiv fur Aktin zeigten
sich 20,6% (n=14) der GIST gegenuber 79,4% (n=54) die negativ fir diesen
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Marker waren (3> =68). Fur Desmin ergab sich eine Positivitat in 8,3% (n=4) der
Falle gegenuber 91,7% (n=44) die sich negativ zeigten (3 =48).

Vimentin wurde erwartungsgemaf von allen untersuchten GIST exprimiert (n=32).
Nahezu alle, genauer 98,2% (n=56), erschienen negativ fur S100, allein ein
singularer Fall (1,8%) war positiv fur diesen Parameter (> =57).

Fir NSE fand sich eine Positivitéat in 58,3% (n=7) der Falle gegenuber 41,7%
(n=5) die sich negativ zeigten (3 =12). Zusammengefasst sind die Ergebnisse

auch Abbildung 12 zu entnehmen.
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Abbildung 12: Zusammenschau der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen der
nebenbefundlich erhobenen Parameter mit prozentualen Anteilen der Positivitat bzw. Negativitat,

darunter die absoluten Zahlen in Tabellenform (CD=cluster of differentiation, NSE =
Neuronenspezifische Enolase, Neg = Negativ, Pos = Positiv,)
Vom eigentlichen Primartumor konnten in 70 Fallen Aussagen zum

Proliferationsmarker MiB-1 gefunden werden. Gruppe 1 (Proliferationsraten <10%,
sieche Kapitel 2.2.5.2) war dabei mit 84,3% (n=59) gegenuber Gruppe 2

(Proliferationsraten = 10%) mit 15,7% (n=11) starker vertreten.

Bezlglich der erhobenen Mitoserate auf 50 High-Power-Fields und der in Kapitel
2.2.5.2 beschriebenen Gruppeneinteilung ergaben sich folgende Ergebnisse: Der
Gruppe 1 (Mitoserate ,Low“, <5/50HPF) waren n= 55 (59,8%) zuzuordnen, der
Gruppe 2 (Mitoserate ,High“, = 5/50HPF) n= 37 (40,2%).
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3.4.3.3 Expression von Epidermal growth factor receptor

Fir das im Kapitel 2.2.5.2 beschriebene Subkollektiv ergaben sich folgende
Ergebnisse: 44,4% der Proben (n=8) waren negativ fur EGFR, 55,6% (n=10)
zeigten positive Reaktion.

Bezuglich der beiden vorausgewahlten Gruppen zeigte sich eine sehr heterogene
Verteilung der Farbereaktionen. Aufgrund der geringen Anzahl der Falle seien hier

alle Farbungen in tabellarischer Form aufgefuhrt:

Tabelle 7: Tabellarische Aufstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung gegen
EGFR (Epidermal growth factor receptor). Aufgetragen sind die Identifikationsnummer der
Patienten (ID-Nr.), der Prozentsatz positiver Tumorzellen (pTZ %), die Beurteilung der Starke der
Reaktion nach Goldstein et al. [29] (Grading), Tumorbedingter Tod (Exitus), die
Nachbeobachtungszeit bis zum letzten Follow-Up bzw. bis zum Tod (DSS) in Jahren (a), das
Auftreten von Rezidiven oder Metastasen (R/M) und diejenige Zeit bis zum Auftreten von Rezidiven
oder Metastasen bzw. bis zum letzten Follow-Up oder tumorbedingtem Tod (DFS) angegeben in
Jahren (a)

ID-Nr. | pTZ % |Grading| Exitus |DSS(a)| R/M | DFS (a)

Ulm079 0 0 Nein 1,32 Ja 0

Ulm025 50 ++ Ja 0,85 Ja 0

UIm035 70 +++ | Nein 3,69 Ja 0,46
Uim030 50 + Ja 3,82 Ja 0,63
UlmQ77 40 ++ Nein 1,02 Ja 0,64
Uim020 0 0 Nein 5,04 Ja 0,75
Uim038 0 0 Nein 4,70 Ja 1,91
UIm092 0 0 Ja 3,37 Ja 1,94
Ulm031 0 0 Ja 3,58 Ja 3,01
Uim004 0 0 Nein 7,99 Ja 6,07
Uim018 10 + Nein 5,34 Nein -
Ulm022 20 + Nein 5,74 Nein -
Ulm074 100 +++ [ Nein 7,73 Nein -
UIm068 0 0 Nein 8,20 Nein -
Ulm027 5 + Nein 8,59 Nein -
Uim088 40 +++ | Nein 8,99 Nein -
Ulm037 50 ++ Nein 9,49 Nein -
Ulm073 0 0 Nein 10,03 Nein -

Bei Tumoren mit positiver Reaktion war hauptsachlich eine zytoplasmatische
Anfarbung zu konstatieren, lediglich in einem Fall war die Markierung definitiv nur

auf die Zellmembran beschrankt. Es wurden zwischen 10% und 100% der
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Tumorzellen positiv markiert, alle drei Starkegrade konnten beobachtet werden.
Genauer zeigten sich in der Halfte der positiven Falle weniger als 50%, in der

anderen Halfte = 50% der Tumorzellen markiert

3.4.3.4 Expression von P53

Von n=87 Patienten konnten Proben zum Parameter P53 immunhistochemisch
gefarbt werden. Davon zeigten n=57 (65,5%) Proben positive Tumorzellen, in den
restlichen n=30 (34,5%) Proben war keinerlei Reaktion zu erkennen. Nach
Bestimmung des Anteils angefarbter Tumorzellen und Einteilung nach Sabah et al.
[94] ergaben sich folgende Befunde: Negativ fur P53 waren n=59 (67,8%)
gegenuber n=28 (32,2%) die als positiv (210% positive Tumorzellen) definiert

wurden.

3.4.3.5 Expression von P16

Insgesamt liegen fur n=95 Patienten Daten zur immunhistochemischen Farbungen
gegen P16 vor.

In der Klassifikation nach Schneider-Stock et al. [102] ergaben sich in
Abhangigkeit vom Prozentsatz positiv markierter Tumorzellen die in Tabelle 8

gefundenen Ergebnisse.

Tabelle 8: Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen gegen P16 (Antikorper P16™,
Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland, Verdinnung 1:400, Detektion Alkaline
Phosphatase/RED (Dako)), unterteilt nach dem Anteil positiv markierter Tumorzellen (pTZ %) im
starksten reaktiven Areal nach Schneider-Stock et al. [102]

Grad pTZ % Anzahl Anteil
0 (no staining) 0-10 54 56,8%
1 (weak) 11-20 3 3,2%
2 (moderate) 21-50 23 24,2%
3 (strong) >50 15 15,8%
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Nach der Definition von Positivitat nach Schneider-Stock et al. [102] (Cut-Off 20%)
sind n=57 (60,0%) als negativ, n=38 (40,0%) als positiv zu werten.

Nimmt man einen Cut-Off von 10% an, findet sich Positivitat in n=41 (43,2%) und
Negativitdt in n=54 (56,8%) Tumoren. Bei einem Cut-Off von 50% waren
entsprechend n=80 (84,2%) GIST als negativ und n=15 (15,8%) Falle als positiv

Zu werten.

Abbildung 13: Reprasentativer Anteil eines Gastrointestinalen  Stromatumors in

immunhistochemischer Farbung gegen P16 (positiver Befund) in 400facher Vergrof&erung mit
teilweiser Anfarbung der Zellkerne und des Zytoplasmas, Primarantikdrper P16 (Zytomed
Systems GmbH, Berlin, Deutschland, Verdinnung 1:400), Detektion Alkaline Phosphatase/RED
(Dako)

3.4.4 Prognostische Korrelationen

3.4.4.1 Nebenbefundlich erhobene Parameter

Fur den Parameter Aktin konnte in Kreuztabellen keinerlei signifikante Korrelation
zwischen Negativitat fur Aktin und tumorbedingtem Tod (p=1,0) oder dem
allgemeinen Auftreten von Metastasen oder Rezidiven (p=0,319) gefunden
werden. Die dennoch durchgefiihrten Uberlebensanalyse zeigten keinen

signifikanten Unterschied der Gruppen Aktin positiv vs. Aktin negativ, weder
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bezlglich des krankheitsspezifischen (p=0,611, Log-Rank-Test) noch des
krankheitsfreien Uberlebens (p=0,236, Log-Rank-Test).

Ebenso verhielt es sich mit dem Parameter CD34: In den durchgeflhrten
Kreuztabellen ergaben sich keinerlei signifikante Unterschiede der Gruppen
CD34-positiv. und CD34-negativ bezuglich tumorbedingtem Tod oder dem
Auftreten von Rezidiven oder Metastasen (jeweils p=1,0). Ebenso erbrachte die
durchgefiihrten Uberlebensanalysen keine signifikanten Unterschiede beziglich
krankheitsspezifischen  (p=0,670, Log-Rank-Test) oder krankheitsfreien
Uberlebens (p=0,590, Log-Rank-Test).

Auf die Untersuchung von Desmin, Vimentin, S100 und NSE hinsichtlich Ihrer
prognostischen Bedeutung wurde entweder aufgrund der zu geringen Fallzahl

oder der absoluten Homogenitat der Gruppe verzichtet.

Far den Proliferationsmarker MiB-1 lieR sich fur n=70 Patienten bei Durchfuhrung
der Survivalanalyse konstatieren, dass Patienten der Gruppe 2, also solche mit
Proliferationsraten 210 %, signifikant haufiger tumorbedingt verstarben als solche
der Gruppe 1 (Proliferationsraten <10 %) (p<0,001, Log-Rank-Test).

Im krankheitsspezifische Survival ergab sich in Gruppe 1 eine 1- Jahres-ULW von
98,3%, eine 3-Jahres-ULW von 96,1 und eine 5-Jahres-ULW von 93,5%,
wohingegen in Gruppe 2 lediglich eine 1-Jahres-ULW von 90,9% und eine 3-
Jahres-ULW von 56,8% erreicht wurde Die 5-Jahres-ULW war dabei nicht
bestimmbar.

Auch in der Betrachtung des krankheitsfreien Uberlebens ergaben sich
signifikante Ergebnisse. So hatten Patienten der Gruppe 1 deutlich hdéhere
Chancen auf krankheitsfreies Uberleben als solche der Gruppe 2 (p<0,001, Log-
Rank-Test).

Es ergaben sich Werte fur 1-, 3- und 5-a-DFSP von 88,0%, 85,9% und 85,9% in
Gruppe 1, bzw. 36,4% und 24,2% in Gruppe 2. Dabei war die 5-a-DFSP in Gruppe

2 nicht bestimmbar.

-44 -



-Ergebnisse-

Tabelle 9: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen 1 und 2,
eingeteilt nach Proliferationsindex MiB-1 in Gruppe 1 (<10% der Tumorzellen) und Gruppe 2 (210%
der Tumorzellen) bezlglich tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von Rezidiven oder
Metastasen als Ereignis (rechts) mit Angabe der Ergebnisse des Fisher's Exakt-Tests, der Odds
Ratio (mit Angabe des 95%-Konfidenzintervalls (Kl)), der krankheitsspezifischen (DSSP, links) und
krankheitsfreien (DFSP, rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir 1, 3 und 5 Jahre (a) sowie der
Ergebnisse der vergleichenden Log-Rank-Tests (Signifikanzniveau a=0,05).

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen

MiB-1

210%

<10

210%

<10%

Fisher's Exakt

p<0,001

p<0,001

Odds Ratio [KI]

22,4 [4,3; 117,9]

22,1 [4,1; 117,9]

1-a-DSSP/DFSP 90,9% 98,3% 36,4% 88,0%
3-a-DSSP/DFSP 56,8% 96,1% 24.2% 85,9%
5-a-DSSP/DFSP - 93,5% - 85,9%
Log-Rank-Test p<0,001 p<0,001
Auch die Uberlebensanalysen die Mitoserate betreffend erreichten
Signifikanzniveau. So verstarben Patientin mit einer Mitoserate =5/50HPF
(Mitoserate ,High“) im Vergleich mit Patienten mit Mitoseraten <5/50HPF

(Mitoserate ,Low") signifikant haufiger krankheitsbedingt (p=0,005, Fisher's
exakter Test). Werte fUr 1-, 3- und 5-a-ULW betrugen hierbei 91,6%, 78,9% und
72,2% in der Mitoserate-High-Gruppe, und 98,1%, 95,6% und 92,1% in der
Mitoserate-Low-Gruppe. Der Log-Rank-Test ergab dabei eine Wert von p=0,007.

Ebenso signifikant war der Unterschied der beiden Gruppen in der Betrachtung
des krankheitsfreien Uberlebens: Werte fir 1-, 3- und 5-a-DFSP betrugen 56,4%,
50,5% und 47,5% in der High-Gruppe und je 94,4% in der Low-Gruppe. Der Log-
Rank-Test und Fisher’s exakter Test waren signifikant (je p<0,001)
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Tabelle 10: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen High und Low,
eingeteilt nach Mitoserate auf 50 High-Power-Fields in Gruppe Low (<5) und High (=5) bezuglich
tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen als Ereignis
(rechts) mit Angabe der Ergebnisse des Fisher's Exakt-Tests, der Odds Ratio (mit Angabe des
95%-Konfidenzintervalls (KI)), der krankheitsspezifischen (DSSP, links) und krankheitsfreien
(DFSP, rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fiir 1, 3 und 5 Jahre (a) sowie der Ergebnisse der
vergleichenden Log-Rank-Tests (Signifikanzniveau a=0,05).

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen
Mitoserate 25/ 50 HPF <5/ 50 HPF 25/ 50 HPF <5/ 50 HPF
Fisher's Exakt p=0,005 p<0,001

Odds Ratio [KI] 6,4 [1,6; 25,3] 20,4 [5,4; 77,2
1-a-DSSP/DFSP 91,6% 98,1% 56,4% 94,4%
3-a-DSSP/DFSP 78,9% 95,6% 50,5% 94,4%
5-a-DSSP/DFSP 72,2% 92,1% 47,5% 94,4%
Log-Rank-Test p=0,007 p<0,001

3.4.4.2 Expression von EGFR

Fur den Parameter EGFR konnte keinerlei signifikante Korrelation betreffend die
Prognose hergestellt werden. Hierzu wurden die GIST-Patienten, unter Annahme
von Cut-Off-Wert von 5%, 10%, 20% und 50%, in der Kreuztabelle und in
Survivaluntersuchungen bezlglich tumorbedingtem Tod und dem Auftreten von
Rezidiven oder Metastasen untersucht. Die Ergebnisse sind der folgenden Tabelle

zU entnehmen:

Tabelle 11: Ergebnisse der Kreuztabellen zum Epidermal-Growth-Factor-Receptor (EGFR)
(tumorbedingter Tod (TBEL) bzw. Auftreten von Rezidiven oder Metastasen (R/M)) gegen die
Gruppen EGFR-Positiv und EGFR-Negativ unter Annahme verschiedener Cut-Off-Werte bezlglich
positiver Tumorzellen in der immunhistochemischen Farbung gegen EGFR) sowie die der Log-
Rank-Tests bezliglich krankheitsspezifischem (DSSP) und krankheitsfreiem Uberleben (DFSP) der
beiden Gruppen (p-Werte) (Signifikanzniveau a=0,05).

x?-/Fisher's-Exakt-Test Log-Rank-Test
Cut-Off TBEL R/M DSSP DFSP
5% p=1,000 p=0,188 p=0,806 p=0,375
10% p=1,000 p=0,637 p=0,973 p=0,710
20% p=1,000 p=1,000 p=0,753 p=0,957
50% p=0,533 p=1,000 p=0,300 p=0,499
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Es konnte somit bezlglich der prognostischen Bedeutung von EGFR allenfalls
eine Tendenz angegeben werden: Der Expression von EGFR im Allgemeinen
erscheint in unserer Untersuchung eher als protektiver Faktor. Dies ist jedoch

nicht signifikant zu zeigen.

3.4.4.3 Expression von P53

Zunachst erfolgt nun die Betrachtung der Gruppe, die komplett negativ war
gegenuber der Gruppe, die positive Reaktionen zeigte:

Die durchgefuhrten Korrelationsversuche via Kreuztabelle fuhrten zu folgenden
Ergebnissen: Der Test auf Korrelation zwischen Positivitat fur P53 und
tumorbedingtem Tod erreichte Signifikanzniveau (p=0,029). Ebenso verhielt es
sich mit der Korrelation mit dem allgemeinem Auftreten von Rezidiven oder
Metastasen (p= 0,043).

Nach Durchflihrung der Survivalanalysen zeigten sich folgende Ergebnisse:
Patienten mit solchen Tumoren, die Reaktionen mit dem Antikorper gegen P53
aufwiesen, verstarben signifikant haufiger bzw. friher krankheitsbedingt. Der
vergleichende Log-Rank-Test ergab dabei einen Wert von p=0,050. So betrugen
Werte fur 1-, 3- und 5-a-DSSP 92,9%, 84,5% und 76,9% in der Gruppe P53-
positiv und je 95,7% in der Gruppe P53-negativ

Die das krankheitsfreie Uberleben betreffende Kaplan-Meier-Analyse erbrachten
folgende Befunde: Der vergleichender Log-Rank-Test zwischen der Gruppe ohne
jegliche Reaktion mit der Gruppe mit immunhistochemischem Nachweis von P53
verfehlte nur knapp Signifikanzniveau (p=0,068). Werte fur 1-, 3- und 5-a-DFSP
betrugen hierbei 73,6%, 69,3% und 64,6% in der Positiv-Gruppe, und je 89,4% in
der Negativ-Gruppe.
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Tabelle 12: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen P53-positiv
und P53-negativ (jegliche positive Reaktion gegenluber keinerlei Reaktion) bezuglich
tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen als Ereignis
(rechts) mit Angabe der Ergebnisse des x3-Tests, der Odds Ratio (mit Angabe des 95%-
Konfidenzintervalls (Kl)), der krankheitsspezifischen (DSSP, links) und krankheitsfreien (DFSP,
rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir 1, 3 und 5 Jahre (a) sowie der Ergebnisse der
vergleichenden Log-Rank-Tests (Signifikanzniveau a=0,05).

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen
Gruppe Positiv Negativ Positiv Negativ
Fisher's Exakt p=0,029 p=0,043
Odds Ratio [KI] 8,6 [1,1; 69,1] 3,5[1,1; 11,5]
1-a-DSSP/DFSP 92,9% 95,7% 73,6% 89,4%
3-a-DSSP/DFSP 84,5% 95,7% 69,3% 89,4%
5-a-DSSP/DFSP 76,9% 95,7% 64,6% 89,4%
Log-Rank-Test p=0,050 p=0,068
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Abbildung 14: Wabhrscheinlichkeiten des krankheitsspezifischen (Teilgrafik A) und des

krankheitsfreien Uberlebens (Teilgrafik B) als Kaplan-Meier-Kurve, aufgetragen sind die Gruppen
P53-positiv und P53-negativ (jegliche positive Reaktion gegenlber keinerlei Reaktion), zensierte
Falle sind dabei als Kreuze dargestellt
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Definiert man, wie in Kapitel 2.2.5.1 dargestellt, Positivitat mit einem
angenommenen Cut-Off von 10%, ergab sich ein anderes Ergebnis: Positivitat fur
P53 korrelierte in der Kreuztabelle mit dem gehauftem Auftreten von Rezidiven
oder Metastasen, nicht jedoch mit dem Auftreten tumorbedingten Todes (p=0,028
bzw. p=0,351). Beziiglich dem krankheitsspezifischen Uberleben konnte kein
signifikanter Unterschied der jetzt Cut-Off-bedingt anders aufgeteilten Gruppen
mehr erkannt werden (p=0,451, Log-Rank-Test).

Anders bei der Betrachtung des krankheitsfreien Uberlebens. Hier wurde das
Signifikanzniveau bezuglich des vergleichenden Log-Rank-Tests knapp erreicht
(p=0,050). Werte fur 1-, 3- und 5-a-DFSP betrugen hierbei 67,9%, 59,4% und
59,4% in der Positiv-Gruppe, und 84,2%, 84,2% und 78,8% in der Negativ-
Gruppe.

Somit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass die immunhistochemische
Expression von P53, einen Cut-Off von <0% positiver Zellen annehmend, eine
Subgruppe von GIST-Patienten mit verklrztem krankheitsfreiem und
krankheitsspezifischem Uberleben markiert. Die Einbeziehung der Expression von
P16 in bisherige Klassifikationssysteme konnte deren Vorhersagewerte

verbessern.

3.4.4.4 Expression von P16

Bezlglich der Farbungen ergaben sich folgende Erkenntnisse: In den
Kreuztabellen bezlglich der Korrelation von Positivitdt oder Negativitat (nach
Schneider-Stock et al. [102]) mit dem allgemeinen Auftreten von Rezidiven oder
Metastasen wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht (p=0,926). Selbiges galt fur
die Korrelation mit tumorbedingtem Tod (p=0,813).

In der Survivalanalyse nach Kaplan und Meier (krankheitsspezifisches Survival)
zeigte sich folgendes: Die 1-Jahres-ULW betrug in der Gruppe der P16-positiven
94,4%, in der der P16-negativen 96,4%, die 3-Jahres-ULW 83,8% gegeniiber
92,4%, die 5-Jahres-ULW 79,1% gegeniiber 87,4%.

Im mitgefihrten Log-Rank-Test ergab sich keinerlei signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen (p=0,596).
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Nach Durchflihrung der Survival-Analyse beziiglich dem Auftreten von Rezidiven
oder Metastasen konnten folgende Ergebnisse gefunden werden: Die DFSP
betrug fur die Gruppe der P16-Positiven fur das erste und dritte Jahr je 78,9%, fur
das funfte Jahr 70,1%.

In der Gruppe der P16-Negativen betrug die 1-a-DFSP 80,1%, die 3-a-DFSP
76,0% und die 5-a-DFSP 73,5%. Auch hier konnte der Log-Rank-Test keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zeigen (p= 0,745).

Tabelle 13: Ergebnisse der Survivaluntersuchungen und Kreuztabellen der Gruppen ,P16-positiv
und P16-negativ® nach Definition von Schneider-Stock et al. [102] (Positivitat ab >20% positiver
Tumorzellen in geschatzten 10 High-Power-Fields mit oder ohne zytoplasmatische Reaktion,
darunter Negativitat) beziglich tumorbedingtem Tod (links) bzw. dem Auftreten von Rezidiven oder
Metastasen als Ereignis (rechts) mit Angabe der Ergebnisse des x2-Tests, der Odds Ratio (mit
Angabe des 95%-Konfidenzintervalls (KI)), der krankheitsspezifischen (DSSP, links) und
krankheitsfreien (DFSP, rechts) Uberlebenswahrscheinlichkeiten fir 1, 3 und 5 Jahre (a) sowie der
Ergebnisse der vergleichenden Log-Rank-Tests (Signifikanzniveau a=0,05).

Ereignis Tumorbedingter Tod Rezidive/Metastasen
Gruppe Positiv Negativ Positiv Negativ
x>-Test p=0,813 p=0,926

Odds Ratio [KI] 1,1[0,4; 3,6] 1,2 [0,4; 2,6]
1-a-DSSP/DFSP 94,4% 96,4% 78,9% 80,1%
3-a-DSSP/DFSP 83,8% 92,4% 78,9% 76,0%
5-a-DSSP/DFSP 79,1% 87,4% 70,1% 73,5%
Log-Rank-Test p=0,596 p=0,745
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Abbildung 15: Wahrscheinlichkeiten des krankheitsspezifischen (Teilgrafik A) und krankheitsfreien
Uberlebens (Teilgrafik B) als Kaplan-Meier-Kurve, aufgetragen sind die Gruppen P16-positiv und
P16-negativ nach Definition von Schneider-Stock et al. [102] (Positivitat ab >20% positiver
Tumorzellen in geschatzten 10 High-Power-Fields mit oder ohne zytoplasmatische Reaktion,
darunter Negativitat), zensierte Falle sind dabei als Kreuze dargestellt

Weiterhin sollte nun untersucht werden, ob die Patienten mit P16-Positivitat sich
von jenen mit Negativitat fur P16 (nach Schneider-Stock et al. [102]) hinsichtlich
des zeitlichen Auftretens von Rezidiven oder Metastasen unterscheiden. Hierzu
wurde lediglich solche Patienten mit Rezidiven oder Metastasen der
Survivalanalyse zugefuhrt. Auch hierbei konnte zunadchst kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (p=0,586, Log-
Rank-Test).

In Abhangigkeit von weiteren Cut-Off-Werten zeigten sich dann jedoch die in

Tabelle 14 dargestellten Ergebnisse in der Zusammenschau.
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Tabelle 14: Ergebnisse der vergleichenden Log-Rank-Tests (p-Werte) in der Kaplan-Meier-Analyse
des krankheitsspezifischen (DSSP) und des krankheitsfreien Uberlebens (DFSP) mit
verschiedenen Cut-Off-Werten bezlglich des Prozentsatzes angefarbter Tumorzellen (Parameter
P16). Weiterhin untergliedert nach Gesamtkollektiv (alle) und der Subgruppe derer mit Rezidiven
oder Metastasen (R/M) (Signifikanzniveau a=0,05).

Cut-0ff | p(DSS) | p (DFS)
>10% 0,818 0,897
= | >20% 0,596 0,745
>50% 0,080 0,207
>10% 0,325 0,586
= | >20% 0,325 0,586
>50% 0,041 0,239

Die Ergebnisse der durchgeflhrten Log-Rank-Tests im Subkollektiv der ,High-
Risk“-GIST nach Fletcher et al. [26] bezlglich unterschiedlichen Cut-Offs sind der

folgenden Tabelle zu enthehmen:

Tabelle 15: Ergebnisse der vergleichenden Log-Rank-Tests (p-Werte) in der Kaplan-Meier-Analyse
des krankheitsspezifischen (DSSP) und des krankheitsfreien Uberlebens (DFSP) mit
verschiedenen Cut-Off-Werten bezlglich dem Prozentsatz angefarbter Tumorzellen (Parameter
P16) im Subkollektiv der Gruppe ,High-Risk“ nach Fletcher et al. [26] (Signifikanzniveau a=0,05).

Log-Rank-Test
Cut-Off TBEL R/M
10% p=0,118 p=0,058
20% p=0,022 p=0,006
50% p=0,004 p=0,012

Bei einem Cut-Off von 10% P16-positiver Zellen findet sich in der Gruppe der
High-Risk Patienten allein ein Trend zur Signifikanz bezuglich des Auftretens von
Rezidiven oder Metastasen. Ab einem Cut-Off von 20% und mehr finden sich klar
signifikante p-Werte, d.h. Patienten mit positiver P16-Expression zeigen ein
signifikant schlechteres Outcome und zwar sowohl flr das krankheitsspezifische
Uberleben ebenso wie fir das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen.

Stellvertretend seien Kaplan-Meier-Kurven bezuglich einem Cut-Off von 20%
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(nach Definition von Schneider-Stock et al. [102] (Positivitat ab >20% positiver

Tumorzellen in geschatzten 10 High-Power-Fields) dargestellt.
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Abbildung 16: Wahrscheinlichkeiten des krankheitsspezifischen (Teilgrafik A) und krankheitsfreien
Uberlebens (Teilgrafik B) als Kaplan-Meier-Kurve, aufgetragen sind die Gruppen P16-positiv und
P16-negativ nach Definition von Schneider-Stock et al. [102] (Positivitat ab >20% positiver
Tumorzellen in geschatzten 10 High-Power-Fields mit oder ohne zytoplasmatische Reaktion,
darunter Negativitat) im Subkollektiv der High-Risk-GIST nach Fletcher et al. [26], zensierte Falle
sind dabei als Kreuze dargestellt

Weiterhin wurden mittels Kaplan-Meier-Analyse die zwei folgenden Subkollektive

verglichen:

Gesamtheit der Patienten mit P16-positiven High-Risk-Tumoren

Gesamtheit der Patienten mit P16-negativen High-Risk-Tumoren und

derjenigen mit Non-High-Risk-Tumoren unabhangig vom P16-Status

(entsprechend dem restlichen Kollektiv)

Hier ergaben sich unabhangig vom gewahiten Cut-Off (10%, 20%, 50%) im Log-

Rank-Test jeweils hochsignifikante Ergebnisse (jeweils p<0,001).
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Es konnte somit gezeigt werden, dass mittels der Expression von P16 ein
Differenzierungsinstrument innerhalb der GIST-Patienten mit ,High-Risk“-Tumoren
zur Verfugung steht, welches in der Lage ist diejenigen Patienten mit ,Very-High-
Risk“-GIST zu identifizieren.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, die prognostische Bedeutung der Expression
verschiedener Proteine bei Patienten mit Gastrointestinalen Stromatumoren zu
untersuchen. Besonderer Fokus lag dabei auf der Expression von P16, P53 und
EGFR sowie der Risikoklassifikation nach Fletcher et al. [26]. Tumoren von
insgesamt 101 Patienten wurden zu diesem Zwecke immunhistochemisch gefarbt
und die gefundenen Ergebnisse in Relation zu den gewonnenen klinischen Daten
zum krankheitsfreien und krankheitsspezifischen Uberleben gesetzt. Die in der
Routinediagnostik durchgefiihrten und Uber die Krankenakte verfigbaren Daten
zur Expression von Aktin, Desmin, Vimentin, S100, NSE und MiB-1 wurden nach
Verfugbarkeit nebenbefundlich ebenso mit ausgewertet. Daraus ergaben sich die

folgenden Erkenntnisse:

4.1 Epidemiologie

In der vorliegenden Studie fand sich bei 101 Patienten mit Gastrointestinalen
Stromatumoren ein Geschlechterverhaltnis von 53,5% Frauen zu 46,5% Mannern.
Bezuglich der Geschlechterverteilung findet sich auch in der verfigbaren Literatur
bei der Mehrzahl der Untersuchungen keine signifikante Praferenz fur ein
Geschlecht [67, 69, 70]. Lediglich einzelne Autoren finden, dass Manner doppelt
so haufig erkranken [40]. Die gefundenen Ergebnisse stehen somit nicht im
Widerspruch zu den Referenzstudien. Die geringfigigen Abweichungen kdénnten
durch die geringere Fallzahl hinreichend erklart sein.

Weiterhin wird davon berichtet, das maligne GIST etwas haufiger bei Manner als
bei Frauen zu finden seien [69], In unserem Patientenkollektiv fanden jedoch sich
keine signifikanten Unterschiede zu den Uberlebenswahrscheinlichkeiten beider

Geschlechter.

Der Median des Erkrankungsalters lag bei 66,28 Jahren, der Mittelwert bei 64,11
Jahren. Es zeigte sich somit die typische, in der Literatur beschriebene,
rechtsschiefe  Verteilung eines GIST-Kollektivs mit einem medianen

Erkrankungsalter um das 60. Lebensjahr [69].
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Die deutliche Differenz zwischen arithmetischem Mittel und Median von 2,17
Jahren, die sich auch im Streuungsmal} der Standardabweichung mit ssi=13,38
Jahren zeigte, ist dabei auf Ausreiler in den Stichproben nach oben und somit auf
relative Heterogenitat der Gruppe zurickzuflhren.

In 4% der Falle waren Patienten vor dem 40. Lebensjahr betroffen, was nicht
ungewohnlich ist. So beschreiben Miettinen et al. Anteile von 5-20% von Patienten
junger als vierzig Jahre [69].

4.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Ergebnisse zur GIST-Tumorlokalisation mit
prozentualen Anteilen von 60,6% fur GIST des Magens, 33,3% fur solche des
Dinndarms, 2% fir solche des Osophagus und 1% fiir solche des Colons
erscheinen ebenso nicht ungewdhnlich.

Auch in der Literatur wird beschrieben, dass sich ca. 40-60% der GIST im Magen
und 30-40% im Dunndarm manifestieren [45]. In einer grof3en Studie der Jahre
1992 bis 2000 wurden beispielsweise 51% der Tumoren dem Magen, 36% dem
Diinndarm, 7% dem Colon, 5% dem Rektum und 1% dem Osophagus zugeordnet
[109]. Die geringfugig abweichenden Daten unserer Studie sind dabei
moglicherweise der geringeren Fallzahl gegenuber den Referenzstudien

zuzuschreiben oder durch eine zentrumsbedingt differierende Selektion erklarbar.

Bemerkenswert sind in diesem Kollektiv die drei Patienten (3%) mit
extragastrointestinalen Erscheinungsformen: Bei diesen Patienten fanden sich die
Tumoren in der Bursa omentalis, retroduodenal und vom Ligamentum falciforme
hepatis ausgehend ohne dass dabei Kontakt zum oder die Herkunft vom
Gastrointestinaltrakt nachweisbar gewesen ware. Auch solche
extragastrointestinalen Manifestationen sind in der bestehenden Literatur bereits
vorbeschrieben [15, 51, 62, 78, 80, 81, 120, 121].

In dieser Studie waren Patienten mit Tumoren =2 5cm mit 53,2% starker vertreten

als solche mit Tumoren <5cm. Mit Blick auf die TumorgrofRe, zeigen unsere

Ergebnisse einen hochsignifikanten negativ-pradiktorischen Zusammenhang,
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ahnlich wie er auch in der Literatur beschriebenen ist. Patienten mit einem GIST
einer GroRe von = 5cm starben signifikant haufiger und friher krankheitsbedingt,
ebenso entwickelten diese haufiger und fruher Rezidive oder Metastasen
(p=0,008, p<0,001, Log-Rank-Test) Entsprechend wurde bei der Berechnung der
Odds Ratio eine 12,1fache Chance fur tumorbedingten Tod und sogar eine
14fache Chance fur das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen fur Patienten
mit GIST einer Tumorgrofle von mehr als 5cm gegenuber der Gruppe mit
kleineren Tumoren gefunden. Da die maximale Tumorgrofde neben der Mitoserate
Teil der gangigsten Risikoklassifikationen ist [26, 65, 67, 70], erwies sie sich wie
erwartet als wichtiger Parameter zur Vorhersage flir ein unglnstiges klinisches

Outcome.

Die in dieser Studie untersuchten Tumoren prasentierten sich als im Vergleich mit
anderen Studien deutlich gutartiger. 28% aller Patienten entwickelten im Laufe der
Nachbeobachtungszeit nach durchschnittich 2,94 Jahren Rezidive oder
Metastasen. 14% aller Tumoren waren dabei bereits initial metastasiert. Dies
erscheint angesichts von 2004 von Eisenberg et. al [20] publizierten
Metastasierungsraten von 50% bei Diagnosestellung gering, jedoch ist zu
bemerken, dass eben selber Autor haufig als BeflUrworter der Imatinib-Therapie in

Erscheinung tritt.

In der Untersuchung des Overall-Survivals ergab sich eine 5-Jahres-ULW von
69,5%. Dies ist darauf zurlckzufUhren, dass ein groRer Anteil maligner
Sekundarneoplasien zu konstatieren war, die in fast der Halfte der Falle zum Tod
der Patienten fiihrte. Im krankheitsspezifischen Uberleben konnte hingegen eine
5-Jahres-ULW von 84,9% erreicht werden.

Es Dbleibt zu untersuchen, ob die Koinzidenz von Gastrointestinalen
Stromatumoren mit anderen malignen Neoplasien einem pathogenetischen
Zusammenhang unterliegt oder eher ein zufalliges Zustandekommen aufgrund

z.B. des relativ hohen Alters des Patientengutes darstellt.

Weitere Untersuchungen zu den gehauft gefundenen Sekundarneoplasien, dem

klinischen Erscheinungsbild sowie der Art der Rezidive oder Metastasen sind nicht
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Teil dieser Arbeit sondern Gegenstand der Promotionsarbeit von Herrn Sebastian

Wolf, und sollen daher im Diskussionsteil auch nicht weiter verfolgt werden.

4.3 Pathologie

4.3.1 Zellmorphologie

Morphologisch fand sich in der vorliegenden Studie hauptsachlich der
spindelzellige Typus (n=84, 84,6%). Seltener waren gemischtzellige (n=12, 12,4%)
oder rein epitheloidzellige Typen (n=1, 1,0%). Diese Daten decken sich
weitgehend mit den in der Literatur vorbeschriebenen. So beschreiben
beispielsweise Rossi et al. einen Anteil von 71,2% spindelzelliger, 17,6%
epitheloidzelliger und 11,2% gemischtzelliger Tumoren [89]. Auch Huang et al.
fanden bezlglich n=276 Patienten vergleichbare Ergebnisse. Sie berichten von
Anteilen von 78% spindelzelliger Tumoren und 22% Tumoren mit zumindest

epitheloidzelliger Komponente [42].

Der Zusammenhang zwischen der GIST-Zellmorphe (spindelzellig vs.
epitheloidzellig) und dem klinischen Outcome unserer GIST-Patienten zeigte sich
wie folgt: Tendenziell schienen Tumoren mit epitheloidzelliger Komponente mit
schlechterer Prognose beziiglich krankheitsfreiem Uberleben assoziiert, was
jedoch nicht signifikant zu zeigen war (p=0,102, Log-Rank-Test). Bezlglich des
krankheitsspezifischen Uberlebens konnte hingegen kein Unterschied ausgemacht
werden (p=0,915, Log-Rank-Test)

Zwar wird in der Literatur beschrieben, dass epitheloidzellige Morphologie in GIST
mit Malignitat assoziiert sein soll, jedoch nur in solchen des Dunndarms [69].
Aufgrund zu geringer Fallzahl konnte diese These in dieser Studie nicht weiter

verfolgt werden.

4.3.2 Risikoklassifikation

In der Klassifikation nach Fletcher et al. [26] fand sich in der hier vorliegenden

Studie folgende Verteilung: Bei 38,9% (n=37) wurde das Risiko malignen
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Verhaltens des Primartumors als ,High“, bei 21,1% (n=20) als ,Intermediate, bei
23,2% (n=22) als ,Low" und bei 16,8% (n=16) als ,Very Low" eingestuft.

Daten zur Verteilung der Risikoklassifikation bei GIST variieren in der Literatur
stark. So berichten beispielsweise Orosz et al. von einem Anteil von 80% High-
Risk-GIST in einem Kollektiv von n=136 Patienten [76]. Demgegenuber finden sich
in einer grof3en, populationsbasierten, skandinavischen Studie folgende
Inzidenzen angegeben: 22,2 / 10° fur Very Low Risk, 51,9/ 10° fur Low Risk, 24,2
/ 10° fur Intermediate Risk und 22,2 / 10° fiir High Risk [72] nach Fletcher et al.
[26]. Dies entspricht prozentualen Anteilen von 18,4% fur Very Low Risk, 43,1%
fur Low Risk, 20,1% fir Intermediate Risk und 18,4% flr High Risk.

Tabelle 16: Gegenuberstellung der gewonnenen Ergebnisse dieser Studie (Ergebnisse) mit den
Referenzwerten der Literatur [72] (Referenz)

eigene
Risk Referenz Ergebnisse
Very Low Risk 18,4% 16,8%
Low Risk 43,1% 23,2%
Intermediate Risk 20,1%% 21,1%
High Risk 18,4% 38,9%

Da die Klassifikation vom Stadium der Tumorerkrankung zum Zeitpunkt der
Diagnose abhangig ist, tragt das Kollektiv die Spuren der Selektion einer
Universitatsklinik. Dies konnte eine Erklarung fur den gesteigerten Anteil von High-
Risk-GIST sein.

Der in der Literatur bereits mehrfach vorbeschriebene, hochsignifikante negativ-
pradiktorische Wert fur die Risikoklassifikation ,High-Risk” gegenuber den Klassen
.Intermediate-, Low-, und Very-Low-Risk® bezuglich krankheitsfreien- und
krankheitsspezifischen Uberlebens konnte auch in der vorliegenden Studie
dargestellt werden. Die grundsatzliche Tauglichkeit der dabei angewendeten
Risikoklassifikations-Kriterien wird damit erneut bestatigt. Da 92,9% aller

tumorbedingt Verstorbenen und 95,8% aller der Patienten, die im Verlauf Rezidive
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oder Metastasen entwickelten, der Gruppe ,High-Risk“ zuzuordnen waren, erwies
sich die modifizierte, in Kapitel 2.2.2 beschriebene dichotome Einteilung als
gerechtfertigt und sinnvoll. In der Betrachtung der Chancenverhaltnisse der
Gruppe ,High* gegentber der Gruppe ,Non-High“ nach Fletcher et al. [26] ergaben
sich Werte von OR=30,9 fiur tumorbedingten Tod und OR=93,6 fir das Auftreten
von Rezidiven oder Metastasen Die bei der Berechnung der Odds Ratio
gefundenen extremen Werte sind dabei typisch fur dieses statistische Model.

Jedoch ist festzustellen, dass die modifizierte Einteilung (High vs. Non-High) zwar
hohe Werte fur Sensitivitat und negativen Vorhersagewert (jeweils >90%), jedoch
gleichzeitig geringe Werte fur Spezifitat und positiven Vorhersagewert zeigte (s.
Tabelle 6). Zum Verstandnis seien noch einmal kurz die Definitionen hier

aufgefuhrt:

Tabelle 17: Definitionen der Malizahlen zur Zuverlassigkeit diagnostischer Tests

Sensitivitat Wahrscheinlichkeit, Kranke
korrekt krank zu erkennen
Positiver Vorhersagewert Wahrscheinlichkeit, bei
positivem Test krank zu sein
Spezifitat Wahrscheinlichkeit, Gesunde
korrekt gesund zu erkennen

Negativer Vorhersagewert Wahrscheinlichkeit, bei
negativem Test gesund zu
sein

Es ist daher zu bemerken, dass im 5-Jahres-Intervall eine diagnostische Licke
bleibt: Ein Grofteil der eigentlich der Hochrisikogruppe zugeordneten Patienten
uberlebte beschwerdefrei im Intervall von funf Jahren. Offenbar schien somit
innerhalb der Subgruppe ,High-Risk“ eine weitere Unterteilung moglich. An dieser
Stelle konnten sich immunhistochemische Untersuchungen bezuglich des
Parameters P16, wie in den Kapiteln 3.4.3.5 und 3.4.4.4 beschrieben, als natzlich

erweisen.

-60 -



-Diskussion-

AbschlieRend bleibt zu konstatieren, dass die bestehenden, viergliedrigen
Risikoeinteilungen sicher nicht in der Lage sind, alle Probleme bezuglich der
Einschatzung des Malignitatsrisikos zu l6sen. Ideal hingegen ware eine einfache,

dichotome Einteilung, die zudem eine hohe Sensitivitat und Spezifitat aufweist.

4.3.3 CD117 und Platelet-derived growth factor receptor a

In dieser Studie erwiesen sich 97% der untersuchten Tumoren
immunhistochemisch positiv fur CD117 und 3% positiv fur PDGFR-a. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Daten aus der Literatur. Hier werden 95% aller
Gastrointestinalen Stromatumoren positiv fir CD117 und 3%-5% positiv fur
PDGFR-a beschrieben [69].

4.3.4 Nebenbefundlich erhobene Parameter

20,6% der untersuchten Tumoren exprimierten Aktin, 79,4% waren fur diesen
Parameter negativ. Dies deckt sich mit den Daten der Literatur: So beschreiben
Miettinen et al. einen Anteil von 25% SMA-positiver Tumoren [69]

Wie im Ergebnisteil erldutert, konnte der in den groRen Referenzstudien
beschriebene positive Einfluss einer Expression von Aktin in Gastrointestinalen
Stromatumoren des Magens und des Diunndarms auf die Prognose [67, 70] weder
in Bezug auf krankheitsfreies noch auf krankheitsspezifisches Uberleben
nachvollzogen werden (p=0,236 bzw. p= 0,611, Log-Rank-Test). Weiterhin konnte
in der Kreuztabelle entsprechend keinerlei signifikante Korrelation zwischen
Negativitat fur Aktin und dem allgemeinen Auftreten von Metastasen oder
Rezidiven (p=0,319) oder zwischen Negativitdit und tumorbedingtem Tod
hergestellt werden (p=1,0). Moglicherweise sind diese Unterschiede in den
Ergebnissen ebenfalls auf Unterschiede in der Patientenselektion, der
Stichprobengrdlie oder der unterschiedlichen Nachbeobachtungsdauer, welche in
den Daten der Literatur selten drei Jahre Ubersteigen und in der vorliegenden

Studie knapp funf Jahre erreicht, zurickzuflhren.
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In den immunhistochemisch untersuchten GIST dieser Studie konnte in 84,6% der
Tumoren ein Expression von CD34 gefunden werden, 15,4% hingegen waren
negativ fur diesen Parameter. Die aktuelle Literatur gibt zu diesem Parameter
Werte fur Positivitat um ~70% an [69]. Der in dieser Erhebung gefundene Wert

liegt somit nur geringfligig héher als vorbeschrieben.

Die prognostische Bedeutung von CD34 betreffend, konnte in Kreuztabellen und
Survivalanalysen kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit
Expression von CD34 und solchen ohne bezlglich dem Auftreten von
tumorbedingtem Tod oder Rezidiven oder Metastasen festgestellt werden (jeweils
p=1,0, Fisher-Exakt bzw. p=0,670 / p=0,590, Log-Rank-Test)

In der Literatur geben lediglich einzelne Autoren an, dass der Verlust der
Expression von CD34 negativ-pradiktorische Bedeutung habe. So schreiben Rossi
et al.: , [...] CD34 was significantly correlated with pathological prognostic
parameters in our series of GIST, with CD34 immunostaining being more frequent
in tumours with a lower mitotic index (p=0.02) and belonging to a lower risk group
(p=0.047).“ [89] und bestatigen damit frGhere Ergebnisse anderer Autoren [97]. In
grolen Untersuchungen an insgesamt Uber 2000 Patienten mit GIST ergaben sich
spater aber keine Hinweise mehr auf einen prognostischen Wert [67, 70]. Somit

entsprechen die hier gefundenen Ergebnisse den in der Literatur beschriebenen.

Die Expression von Desmin, Vimentin, S100 und NSE betreffend, zeigte sich das
typische immunhistochemische Profil Gastrointestinaler Stromatumoren. So zeigte
sich in Einklang mit der bestehenden Literatur beispielsweise nur in 8,3% (n=4)
der Falle eine Expression von Desmin [67, 69], alle untersuchten Tumoren
exprimierten dagegen Vimentin (n=32) [69]. Auch bezlglich des pradiktorischen
Wertes dieser Parameter fand sich innerhalb unserer Kollektivs kein neuer Aspekt.
Ein in der Literatur erwahnter negativ-prognostischen Wert der
immunhistochemischen Expression von S100 in gastralen [67], nicht jedoch in
GIST des Dinndarms [70], konnte aufgrund zu geringer Fallzahl nicht weiter
untersucht werden. Da sich Vimentin in allen untersuchten GIST homogen

nachweisen liel, ertbrigten sich auch hier weitergehende Untersuchungen.
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In den erhobenen Daten zur MiB-1-Farbung zeigte der Grofiteil der Tumoren
einen Anteil proliferationsaktiver Zellen von weniger als 10% der Tumorzellen
(83,8%), eine Minderheit (16,2%) wies einen Anteil von = 10% auf.

Fir diesen Proliferationsmarker konnte, wie in Kapitel 3.4.4.1 dargestellt, in der
Survivalanalyse ein hochsignifikanter Unterschied der Gruppen 1 und 2 bezuglich
krankheitsspezifischen bzw. krankheitsfreien Uberlebens beschrieben werden
(jeweils p<0,001, Log-Rank-Test). Patienten mit Tumoren, die Proliferationsraten
von 2 10% in der MiB-1-Farbung aufwiesen, entwickelten somit frGher und
haufiger Rezidive oder Metastasen und verstarben friher und haufiger
tumorbedingt. Eine je um mehr als 22fache erhéhte Chance (Odds Ratio) flr
tumorbedingten Tod oder das Auftreten von Rezidiven oder Metastasen
untermauert diese Ergebnisse.

Der prognostische Wert von MiB-1 bei GIST ist seit langem bekannt [9, 34, 71,
92], jedoch auch, dass er hierbei der Bestimmung der Mitoserate nicht Uberlegen
ist [21, 92]. In der Zusammenschau der Daten dieser Studie zeigten sich diese

beiden Parameter jedoch zumindest gleichwertig.

Es bleibt anzumerken, dass die Bestimmung der Proliferationsrate kein absolut zu
quantifizierendes Merkmal ist, sondern im Wesentlichen eine Einschatzung, aber
keine absolute Zahlung durch den Beurteilenden darstellt. Zudem sind den hier
vorliegenden Daten zufolge bereits wenige Prozentpunkte Abweichung
entscheidend fur die Einordnung des Risikos. In einer Untersuchung von Ozcan et
al. wurden vier Pathologen GIST-Praparate zur Beurteilung
immunhistochemischer Faktoren vorgelegt. Die grof3te Variabilitat gegentber der
absoluten EDV-gestutzten Zahlung zeigte sich in dieser Studie in der Beurteilung
der MiB-1-Rate [79].

Hier erscheint die Zahlung der Mitoserate eindeutig Uberlegen, da auch Sie zwar
untersucherabhangig ist, jedoch bei wiederholten Zahlungen zumindest zu
ahnlichen, absoluten quantitativen Aussagen und somit zu &hnlichen
Schlussfolgerungen bezuglich der Einschatzung des Malignitatspotentials fuhrt.
Der relativ hohe Zeitaufwand zur vollstandigen Auszahlung von 50 HPFs

gegenuber der weitaus schnelleren Bestimmung der Proliferationsrate mittels MiB-
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1-Farbung ist aber sicherlich fir die alltagliche Praxis relevant und soll deshalb
hier nicht unerwahnt bleiben.

Da nun wie erwahnt mittlerweile EDV-gestutzte Auswertungsmethoden existieren,
die auch fur solche Marker, die eine prozentuale Angabe der Zellzahl fordern,
echte quantitative Aussagen treffen kdnnen, bleibt zu untersuchen, inwieweit sich

die hier gefundenen Ergebnisse mit solchen Methoden reproduzieren lassen.

Die Untersuchung der Mitoserate auf lhren prognostischen Wert erbrachte
folgende Erkenntnisse: Tumoren der Gruppe Mitoserate ,Low*“ (<5/50HPF) waren
mit 59,8% starker vertreten als solche der Gruppe Mitoserate ,High* (= 5/50HPF)
mit 40,2%.

Patientin mit Tumoren der Gruppe Mitoserate ,High® verstarben dabei signifikant
haufiger und friher krankheitsbedingt als solche mit GIST der Gruppe Mitoserate
,Low* (p=0,007, Log-Rank-Test). Auch in der Betrachtung des krankheitsfreien
Uberlebens zeigten sich Patienten mit GIST der Gruppe Mitoserate ,Low“ im
Vorteil. Sie entwickelten seltener und spater Rezidive oder Metastasen (p<0,001,
Log-Rank-Test). Erhohte Chancen fir tumorbedingten Tod und das Auftreten von
Rezidiven oder Metastasen von OR=6,4 respektive OR=20,4 bestatigten diese
Daten.

Auch die prognostische Bedeutung der der Mitoserate ist in der Literatur
hinlanglich beschrieben und bewiesen. Nicht zuletzt ist sie, wie die TumorgroRle,
essentielles Kriterium der beiden gebrauchlichsten Klassifikationssysteme [26, 65,
67, 70] zur Bestimmung des Malignitatsrisikos bzw. des Fortschreitens der

Erkrankung.

4.3.5 Expression von Epidermal growth factor receptor

Physiologischerweise ist EGFR mitverantwortlich flr die Kontrolle von
Zellwachstum, Zelladhasion und Apoptose [123] und wird von vielen epithelialen
Malignomen exprimiert [96, 116].

Bezuglich der immunhistochemischen Expression fanden sich folgende
Ergebnisse: 55,6% (n=10) der Proben =zeigten positive Reaktion mit dem
Antikorper gegen EGFR (Cut-Off >0%). Eine prognostische Bedeutung war in der

hier durchgefuhrten Studie nicht offensichtlich zu erkennen. Gleichwelcher Cut-Off
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auch verwendet wurde, es konnten keinerlei signifikante Ergebnisse erzielt werden
(Tabelle 11, Kapitel 3.4.4.2). Tendenziell erscheint die Expression von EGFR im
Allgemeinen eher als protektiver Faktor. Dies war jedoch nicht signifikant zu

zeigen.

Publikationen zur Expression von EGFR in Gastrointestinalen Stromatumoren sind
rar. 1999 berichteten Cai et al. von einer Expression von HER1 in GIST [8]. Sie
fanden dabei Raten von 33% Positivitat mit vorwiegend zytoplasmatischer
Anfarbung. Eine Korrelation zwischen Expression und Tumorgrole bzw.
Proliferationsrate, die nachgewiesenermallen wichtige Pradiktoren fir das
klinische Outcome darstellen, konnte dabei nicht gefunden werden: ,There was no
correlation between HER-1 expression and the tumour size or proliferative rate.”
[8].

Lopes et al. fanden eine immunhistochemische Uberexpression von EGFR in 96%
der Falle, konnten dies jedoch in einer zusatzliche durchgefuhrten Floureszenz in
situ Hybridisierung auf genetischer Ebene nicht nachvollziehen: ,These results
show that there is no correlation between epidermal growth factor receptor gene
amplification by flourescence in situ hybridization.“ [56]. Untersuchungen zum

Outcome der Patienten sind dieser Arbeit jedoch nicht zu entnehmen.

Da in vitro Studien in der Vergangenheit jedoch zeigten, dass eine Suppression
von EGFR zum Wachstumsstillstand von Tumorzellen andere Neoplasien flhrte
[22, 88, 106], erscheint der hier angedeutete protektive Effekt der Expression von

EGFR umso fragwurdiger.

Da die Arbeitsgruppe von Cai [8] ihre Studie lediglich an n=15 GIST durchflihrte
und in der hier gefuhrten Untersuchungen ein ahnlich kleines (n=18) und
zusatzlich stark vorselektiertes Kollektiv untersucht wurde, kann zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht ausreichend beurteilt werden, ob nicht doch eine
prognostische Bedeutung der Expression von EGFR existiert. Die Klarung dieser

Frage bleibt weiteren Untersuchungen an groReren Fallzahlen vorbehalten.
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4.3.6 Expression von P53

Eine Uberexpression von P53 konnte bereits in der Vergangenheit in vielen
Tumoren des Menschen beobachtet werden. So existieren auch fur GIST Studien,
die die immunhistochemische Expression von P53 untersuchen und in
Korrelationen zum klinischen Outcome setzten.

In der hier durchgefuhrten Untersuchung konnte gezeigt werden, dass solche
Patienten mit Tumoren, die Reaktionen mit dem Antikdrper gegen P53 aufwiesen
(Cut-Off >0%), signifikant haufiger bzw. friher krankheitsbedingt verstarben
(p=0,050, Log-Rank-Test). Der durchgefiihrte Log-Rank-Test bezglich
krankheitsfreien Uberlebens verfehlte nur knapp das Signifikanzniveau (p=0,068,
Log-Rank-Test). Auch in der Kreuztabelle zeigten sich signifikante Ergebnisse.
Bezuglich tumorbedingtem Tod ergab sich im exakten Test nach Fisher ein Wert
von p=0,029, bezuglich dem Auftreten von Rezidiven oder Metastasen ein Wert
von p=0,043. Dies spiegelte sich auch in einer erhéhten Odds Ratio wieder
(OR=8,6 [1,1; 69,1] (tumorbedingter = Tod), OR=3,5 [1,1; 11,5]

(Rezidive/Metastasen).

Bei verandertem Cut-Off (>10% positive Tumorzellen) verfehlte die Korrelation von
Positivitat fur P53 mit tumorbedingtem Tod in der Kreuztabelle das
Signifikanzniveau (p=0,351, x3-Test) deutlich. Die Korrelation mit dem Auftreten
von Rezidiven oder Metastasen betreffend, wurde Signifikanzniveau hingegen
erreicht (p=0,028, x2-Test). In der Betrachtung des krankheitsspezifischen und
krankheitsfreien Uberlebens konnte kein bzw. nur ein knapp nicht signifikanter
Unterschied erkannt werden (p=0,451 bzw. p=0,050, Log-Rank-Test).

In der Zusammenschau der Literatur Iasst sich erkennen, dass die Mehrzahl der
publizierten Studien einen negativ prognostischen Wert der Expression von P53
belegt. Wahrend Cunningham et al. 2001 an 55 untersuchten Fallen [14], Lopes et
al. [55] bei 33 Fallen sowie Wong et al. [118] keinen Zusammenhang zwischen
immunhistochemischer Expression von P53 und dem Survival nachweisen und
Noguchi et al. [74] gar keinerlei immunhistochemischer Nachweis von P53 in 20
Fallen fuhren konnte, gelang dies einer ganzen Reihe anderer Autoren. So fanden

Feakins et al. [25] bei 105 Fallen, dass die Expression von P53 zum einen mit der
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Risikoklassifikation korrelierte, zum anderen mit schlechtem Outcome assoziiert
war. Bei GIST des Magens konnte hierbei die Expression sogar als unabhangiger
Pradiktor etabliert werden. Auch viele kleinere Studien konnten zeigen, dass die
Expression von P53, wenn auch mit unterschiedlichen Cut-Offs bezuglich positiver
Tumorzellen, entweder mit hoher Risikoklassifikation assoziiert war und/oder ein
Pradiktor fur schlechtes Outcome darstellte [1, 10, 30, 59, 61, 94, 108, 113, 119].

Es kann somit abschliellend festgestellt werden, dass in dieser Studie der
allgemeine immunhistochemische Nachweis von P53, in Ubereinstimmung mit der
bestehenden Literatur, in der univariaten Uberlebenszeitanalyse sowohl beziiglich
krankheitsfreiem als auch krankheitsspezifischem Uberleben, einen Pradiktor fir
schlechtes Outcome darstellt. Das Wahlen hoherer Cut-Off-Werte fuhrt weiterhin

nicht zur gewilnschten Differenzierung des Patientengutes.

4.3.7 Expression von P16

P16 ist ein den Zellzyklus regulierendes Protein. Uber die Phosphorylierung des
Retinoblastomproteins pRb erfolgt eine Arretierung des Zellzyklus in der G1-Phase
[75]. P16 wirkt so antiproliferativ und im weitesten Sinne tumorsuppressiv.
Alterationen im Signalweg Zyklin D—CDK4/6/INK4/Rb/E2F sind in Neoplasien des
Menschen in mehr als 80% der Falle zu finden [77]. Weiterhin zeigte sich der
Verlust von P16 in der Vergangenheit fur viele andere Tumoren als Pradiktor fur
schlechtes Outcome [24, 27, 36, 58].

Gemal der Definition von Positivitat nach Schneider-Stock et al. (Cut-Off 20%)
[102] waren in dieser Studie n=57 (60%) als negativ, n=38 (40%) als positiv zu
werten. Einen Cut-Off von 10% annehmend, fand sich Negativitat in n=54 (56,8%)
und Positivitat in n=41 (43,2%) Fallen. Bei einem Cut-Off von 50% waren n=80

(84,2%) Falle als negativ und n=15 (15,8%) Falle als positiv zu werten.

In den sich daran anschlielienden Survivalanalysen zeigten sich zwischen P16-
Expression oder P16-Verlust zunachst keine signifikanten Unterschiede bezliglich
krankheitsfreiem und krankheitsspezifischem Uberleben, gleichwelcher Cut-Off

auch angewendet wurde (Tabelle 14, Kapitel 3.4.4.4).
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In der Untersuchung des Subkollektivs derjenigen Patienten mit Rezidiven oder
Metastasen fand sich jedoch ein signifikantes Ergebnis: Nimmt man einen Cut-Off-
Wert von 50% positiver Tumorzellen an, kann gezeigt werden, dass solche
Patienten mit P16-positiven GIST, signifikant haufiger bzw. friher tumorbedingt
verstorben sind. Dabei ist auffallig, dass in diesem Subkollektiv fast alle Patienten
der Klassifikation High-Risk nach Fletcher et al. [26] zuzuordnen waren. Obgleich
diese Klassifikation eine hohe Sensitivitat aufweist, ist - wie in Kapitel 3.4.2.1
dargestellt - der positive Vorhersagewert relativ gering. Daraus ergab sich die
Frage, ob auch in dem Subkollektiv der High-Risk Patienten P16 einen
pradiktorischer Wert haben wirde. Somit wurde auch dieses Subkollektiv getrennt
bezlglich DSSP und DFSP untersucht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von P16 (einen Cut-Off von
20% oder 50% annehmend) innerhalb der High-Risk-GIST Patienten solche
markierte, welche ein signifikant unglnstigeres Outcome aufwiesen. Diese
Patienten starben signifikant haufiger und friher krankheitsbedingt bzw.
entwickelten haufiger und friher Rezidive oder Metastasen. Dies konnte, sowohl
einen Cut-Off von 20% (p=0,022 bzw. p=0,006, Log-Rank-Test) oder 50%
(p=0,004 bzw. p=0,012, Log-Rank-Test) positive Tumorzellen annehmend, gezeigt

werden.

Ein Vergleich der hier gefundenen Ergebnisse mit der aktuellen Literatur muss
sehr differenziert betrachtet werden. In den vergangenen funf Jahren konnte in
mehreren Studien demonstriert werden, dass Alterationen im Gen von P16™“ wie
Methylierung der Promotorregion, Punktmutationen im Gen oder der Verlust der
Heterozygotie in Tumorzellen Gastrointestinaler Stromatumoren haufig zu finden
sind [41, 83, 101]. Dies fuhre dabei zum Verlust der Proteinexpression des
Tumorsuppressorproteins P16 [83, 87, 101]. Mehrere Studien belegen, dass der
Verlust der immunhistochemischen Expression von P16 negativ pradiktorischen
Wert habe [87, 101, 102]. Gleichzeitig finden sich auch Studien anderer Autoren

die diesen Zusammenhang nicht nachvollziehen kénnen [42, 71].
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Es ist dabei wichtig zu bemerken, dass bezuglich der zu vergleichenden
Ausgangsparameter (Einflussgrofden) zwischen den einzelnen Studien
gravierende Unterschiede bestehen, was die Vergleichbarkeit der veroffentlichten
Daten in Frage stellt. So wurden verschiedene Klassifikationssysteme zur
Bestimmung des Malignitatsrisikos den Auswertungen zugrunde gelegt, teils
wurden nur gastrale GIST [41] oder Fallzahlen <40 [31, 41, 83, 87, 93, 101]
untersucht. Verschiedene Antikorper und Cut-Offs, reichend von 0% Uber 20%,
50% und 80%, wurden angenommen, Micro Tissue Array-Studien [42, 102, 105]
standen Untersuchungen an Vollgewebsschnitten gegenuber [87, 93, 101],
Survivaluntersuchungen wurden teils gar nicht durchgefuhrt [83], teils wurde die
Expression von P16 nur mit der Risikoklassifikation korreliert [93]. In anderen
Fallen wurden die genetischen Alterationen mit dem Outcome korreliert, die
folgende immunhistochemische Expression von P16 aber nur mit Genalterationen

und nicht direkt mit dem Outcome der betroffenen Patienten.

In der vorliegenden Studie wurden alle Survivalanalysen P16 betreffend mit
verschiedenen Cut-Off-Werten durchgefihrt. Bezuglich der dabei gefundenen
Ergebnisse kdnnen die Schlussfolgerungen insbesondere von Schneider-Stock et.
al (2003 und 2005) [101, 102], die zahlenmalig mit eine der ersten und grof3ten
Untersuchung fuhrte, nicht nachvollzogen werden. Ilhre Arbeitsgruppe
schlussfolgert, dass der (immunhistochemische) Verlust von P16 (Cut-Off: >20%)
ein unabhangiger, verlasslicher Pradiktor fir schlechtes Outcome im speziellen fir
GIST des Magens sei [102]. Bei der Durchfuhrung der
Uberlebenszeituntersuchungen an unserem Kollektiv konnte diese Position nicht
bestatigt werden, weder bezlglich des Gesamtkollektivs noch in der Subgruppe
der Patienten mit GIST des Magens. Wie oben aufgefiihrt, fand sich unabhangig
von dem angewendeten Cut-Off-Wert kein signifikanter Unterschied im Outcome
von GIST-Patienten im Vergleich von P16-Expression und P16-Verlust (Log-Rank-
Test). Hierbei ist jedoch auch zu bemerken, dass die Nachbeobachtungszeit der
Studien von Schneider-Stock et al. lediglich 34 [101] bzw. 45 Monate [102] betrug,
wohingegen Patienten in unserer Untersuchung wesentlich langer nachbeobachtet
wurden. So ergab sich eine mittlere Nachbeobachtungszeit von 53,6 Monaten, in

der Gruppe der Uberlebenden gar von 60,7 Monaten. Wir gehen davon aus, dass
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durch diese Tatsachen von einer hoheren Gewichtigkeit unsere Daten

ausgegangen werden darf.

Dies findet sich auch in einer erst kurzlich veréffentlichten Micro Tissue Array
Studie mit einer Fallzahl n=434 von Steigen et al. [105] bestatigt. Auch hier konnte
der in der vorliegenden Studie beobachtete negativ pradiktorische Effekt einer
Proteinexpression von P16 gefunden werden: ,In our series, 180 (42%) of the
defined GIST cases stained for pl16, and these patients had a significantly worse
overall survival (p=0,013) than patients not expressing p16.“ [105]. Die uns
bestatigenden Daten von Steigen et al. [105] sind Uberzeugend, jedoch ist zu
bemerken, dass im Vergleich zu unserer single-center-Studie, die Studie von
Steigen multizentrisch konstruiert wurde (20 Zentren), was die Vergleichbarkeit

einschrankt.

In der Zusammenschau aller gewonnenen Erkenntnisse schlie®e ich mich den
Schlussfolgerungen der Arbeitsgruppe von Steigen et al. [105] an, die in ihren
durchgefuhrten Micro Tissue Array Studien zum prognostischen Wert von P16
einen gegenteiligen, negativ pradiktorischen Effekt des Verlustes der
Proteinexpression gegenuber Schneider-Stock et. al (2003 und 2005) [101, 102]
postulieren. Die hier gefundenen Ergebnisse deuten weiterhin an, dass die
Expression von P16 ein Mittel zur weiteren, genaueren Differenzierung des
biologischen Verhaltens von GIST der Hochrisikokategorien sein kénnte. In der
Literatur zu diesem Thema konnte dieser Effekt nicht vorbeschrieben gefunden
werden und ist daher hier erstmals erwahnt. Diese Erkenntnisse wurden von

unsere Arbeitsgruppe 2008 in Neoplasia publiziert [100].

Weitere Untersuchungen mit standardisierter Methodik an groferen Fallzahlen
werden notig sein, um den prognostischen Wert von P16 in Zukunft abschlieend
zu klaren. Welche Rolle P16 in der Onkogenese von Gastrointestinalen
Stromatumoren spielt, kann zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschlielRend

geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Bis heute ist es trotz vielfaltiger Bemuihungen noch nicht moglich, das
Malignitatspotential von  Gastrointestinalen  Stromatumoren  mit  hoher
diagnostischer Sensitivitat und Spezifitat vorauszusagen. Daher war es das Ziel
dieser Arbeit, bestehende Ergebnisse der Literatur bezuglich des
immunhistochemischen Profils und dessen Korrelation zum Outcome zu
bestatigen oder zu erganzen.

Insbesondere sollte der prognostisch-pradiktive Wert der Expression von Aktin,
CD34 (CD = Cluster of differentiation), MiB-1 (MiB = made in Borstel), P16, P53,
EGFR (EGFR = epidermal growth factor receptor) und der Mitoserate untersucht
werden. Hierzu wurde ein Kollektiv von 101 Patienten mit Gastrointestinalen
Stromatumoren, vornehmlich der Universitatsklinik Ulm, untersucht. Aus den
Archiven zusammengetragenes, in Paraffin eingebettetes Tumormaterial wurde
immunhistochemisch bezuglich P16, P53 und EGFR aufgearbeitet und Daten zu
Aktin, CD34, MiB-1 und der Mitoserate retrospektiv erganzt. In einer eigens daflr
selbst entworfenen Datenbank wurden dabei alle Ergebnisse zusammengetragen.
Die klinisch erhobenen Daten wurden anschlielend in Korrelation zu den
gefundenen Proteinexpressionsmustern gesetzt. Hierzu wurden vornehmlich
Uberlebenszeitanalysen beziiglich krankheitsfreiem oder krankheitsspezifischem

Uberleben ausgefiihrt und mit Erkenntnissen aktueller Publikationen verglichen.

Im Vergleich mit aktueller Literatur ergab sich das vorbeschriebene Bild eines
Kollektivs von Patienten mit Gastrointestinalen Stromatumoren sowohl bezuglich
der Geschlechterverteilung, der Erkrankungsalters, der Zellmorphologie, der
Verteilung der Risikogruppen, der immunhistochemischen Expression von Aktin,
CD34, Desmin, Vimentin und S100, dem Kklinischen Erscheinungsbild sowie

allgemeinem Uberleben.
Ein in der Literatur vorbeschriebener pradiktorischer Wert flr die Expression von

Aktin und dem Expressionsverlust von P16 konnte dabei in dieser Studie nicht

nachvollzogen werden. Fur P16 ergab sich gar eine gegenteilige Aussage. Die
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Expression von P16 war in einigen Subkollektiven signifikant mit schlechterem
Outcome der Patienten assoziiert.

Zum Parameter EGFR konnte in dieser Untersuchung keinerlei prognostische
Bedeutung gefunden werden.

Bezuglich MiB-1, der Mitoserate und besonders P53 ergaben sich dagegen
eindeutige Tendenzen. Eine Proliferationsrate von = 10%, eine Mitoserate von 2 5
Mitosen auf 50 High-Power-Fields, eine GroRe von = 5cm und die
immunhistochemische Expression von P53 zeigten sich dabei als starke
pradiktorische Parameter far verkurztes krankheitsfreies und
krankheitsspezifisches Uberleben. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Risikoklassifikation nach Fletcher et al. nur einen geringen positiven
Vorhersagewert sowohl fur tumorbedingten Tod als auch flr das Auftreten von
Rezidiven oder Metastasen aufwies. Es gelang jedoch, unter Zuhilfenahme der
immunhistochemischen Expression von P16 das Kollektiv der High-Risk-GIST
(GIST = Gastrointestinale Stromatumoren) nach Fletcher et al. weiter zu
unterteilen. Signifikant konnte gezeigt werden, dass solche Patienten mit High-
Risk-Tumoren und einer Expression von P16 bezlglich einem angenommenen
Cut-Off von 20% oder 50% haufiger bzw. friher tumorbedingt verstarben oder

Rezidive oder Metastasen entwickelten als das verbleibende Kollektiv.

Es lasst  sich zusammenfassend feststellen, dass bestehende
Risikoklassifikationssysteme und weitere in der Vergangenheit untersuchte
Parameter zum klinischen Outcome fur sich alleine genommen noch keine
ausreichenden positiven Vorhersagewerte besitzen. Moglicherweise konnte in der
Zukunft eine Kombination von bestehenden Risikoklassifikationssystemen und
immunhistochemischen Untersuchungen hier Abhilfe schaffen. Besondere
Bedeutung konnte dabei der Klassifikation nach Fletcher in Kombination mit der

immunhistochemischen Expression von P16 zukommen.
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