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Kurzreferat

Es ist oft schwierig, das prognostische Verhalten von GIST vorauszusagen und die
Patienten einer zuklnftigen adjuvanten Imatinib-Therapie zuzuordnen. Es gab
Hinweise, dass in vielen Tumoren eine erhdhte Telomeraseaktivitdt und hTERT-
Expression mit einem hohen malignen Potenzial verbunden sind. Um den
prognostischen Wert der hTERT-Immunhistochemie zu testen, wurden 239 primére
GIST, welche als Proben auf Microarrays gesammelt wurden, untersucht. In dieser
Arbeit konnte eine hTERT-Uberexpression in 36,4% der GIST (iiber 20% der
Zellkerne farbten sich an) nachgewiesen werden. Eine Korrelation zwischen hTERT-
Expression und histologischem Typ konnte eruiert werden (p=0,004). Die
Uberlebensanalyse wurde anhand von 115 Féllen in einem Beobachtungszeitraum
von 2-192 Monaten, Median 48 Monate, untersucht. Patienten mit hTERT-positivem
Tumor zeigten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit (p<0,001) mit einem 1,9-fach
héheren Risiko zu versterben. Die hTERT-Uberexpression charakterisiert drei
Subgruppen (keine Metastasen (p=0,0002), epitheloide Morphologie (p=0,012) und
Lokalisation Magen (p=0,0008) mit einer schlechteren Prognose. In der
Konfigurationsfrequenzanalyse konnte ein Typ (hTERT-
Uberexpression/intermediére/hohe Risikogruppe/Versterben mit p<0,001) und ein
Antityp (keine hTERT-Uberexpression/keine Metastasen/Versterben mit p=0,009)
identifiziert werden. Es kann festgestellt werden, dass die hTERT-Uberexpression in

GIST ein hohes prognostisches Potenzial hat.
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1. Einleitung
1.1. GIST: Definition, Epidemiologie und Atiologie

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) gehdren zu den mesenchymalen Tumoren
des Gastrointestinaltrakts (Gl) und werden seit 1998 als eigenstéandige Untergruppe
durch den immunhistochemischen Nachweis von c-KIT (CD117) klassifiziert (1, 2).
CD117 ist ein Typ-lll-Tyrosinkinaserezeptor, der den Stammzellfaktor (SCF) als
Liganden benutzt (3). Dieser Transmembranrezeptor kann auf
Knochenmarksstammzellen, Mastzellen, Melanozyten, Keimzellen und Cajalzellen
(ICC) nachgewiesen werden. Dartber hinaus findet sich CD117 in unterschiedlicher
Auspragung auch auf Tumorzellen von GIST, kleinzelligen Bronchialkarzinomen,
verschiedenen Sarkomen, Seminomen, Mastozytomen und Melanomen (1, 4, 5).
Dagegen wird CD117 auf Leiomyomen, Leiomyosarkomen, Schwannomen und
Fibromatosen nicht exprimiert (6). Zurzeit wird angenommen, dass sich GIST von
mesenchymalen Stammzellen mit Differenzierungspotenzial in Cajalzellen und

intestinales Muskelgewebe ableiten (7).

Betrachtet man alle Tumoren des Gl oder alle sarkomatésen Weichteiltumoren, so
sind GIST mit circa 2% bis 5,7% selten (8, 9). Von den nicht epithelialen Tumoren im
gastrointestinalen Bereich sind jedoch GIST mit 80% sehr haufig und es ist wichtig,
sie von Leiomyomen und Leiomyosarkomen (15%), Schwannomen (5%) und der
Fibromatose diagnostisch abzugrenzen (6). Zur Haufigkeit von GIST liegen
momentan drei Studien vor. Die jahrliche Inzidenz in West-Schweden betragt 14,5
pro 1 Million Einwohner und die Pravalenz 129 pro 1 Million Einwohner (10). In Island
betragt die Inzidenz 11 pro 1 Million Einwohner und in den USA 6,8 pro 1 Million
Einwohner (11, 12). FlOr Deutschland wird eine Inzidenz von 20 pro 1 Million
Einwohner geschéatzt (circa 1500 Neuerkrankungen jahrlich) (5).

GIST kénnen in jedem Alter auftreten. Der Altersgipfel der Patienten liegt bei 50-60
Jahren. Nur 5%-20% der GIST sind bei unter 40-Jahrigen vertreten und bei Kindern
ist diese Tumorentitat sehr selten. Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen.
Mit circa 60%—70% sind die meisten GIST im Magen zu finden, gefolgt von
Dinndarm (25%-30%) und Rektum (5%). Im Kolon, Osophagus, Omentum,
Mesenterien und im Retroperitoneum sind sie nur selten lokalisiert (siehe Tabelle 1)
(4,11, 13, 14).



Lokalisation geschatzter Prozentsatz geschatzte Frequenz
von allen GIST vom bésartigem Verhalten

Esophagus 1-3% die Mehrheit

Magen 60-70% 25%

Dldnndarm 25-30% 50%

Duodenum 5% 30-40%

Kolon 1% die Mehrheit

Rektum 5% 30-40%

Omentum und Mesenterien <5% 50%

Metastasen im Abdomen 5% -

Tabelle 1: Relative Frequenz der Haufigkeit der GIST an verschiedenen Lokalisationen und

geschatzte Frequenz von malignen Tumoren an verschiedenen Lokalisationen

Die Atiologie der GIST ist zurzeit noch unklar. Jedoch sind die Mutationen im c¢-KIT-
Gen und im Platelet-derived-growth-factor-receptor-alpha (PDGFRa) -Gen, die zu
einer Daueraktivierung der Tyrosinkinasen fluhren, pathogenetisch relevant (siehe
Abbildung 1) (15, 16). Auch eine Uberexpression von E2F1 oder eine Inaktivierung
von p16™¢*A scheinen einen Einfluss zu haben (17, 18).
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Iz
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Abbildung 1: Schematische Prasentation von KIT- und PDGFRa-Molekilen und KIT- und PDGFRa-
Mutationen in GIST. EC zeigt extrazellulare Domane, TM transmembrane Doméne, IC intrazellulare

Domane, TK1 und 2 Tyrosin-Kinase-Doméane



1.2. Symptome, Diagnostik und Therapie

70% der GIST verursachen Symptome, 20% werden zufallig gefunden und 10%
werden erst bei einer Autopsie entdeckt (10, 19). GréBere GIST kdénnen eine
Anamie, Vollegefihl, Schmerzen, tastbare Resistenzen, Obstipation oder Blutungen
bei Durchbruch ins Darmlumen bewirken (4, 6). 46% der Patienten haben zum
Diagnosezeitpunkt Metastasen. Davon treten 76% lokal auf. Zu 75% liegen
Lebermetastasen und in 7% Peritonealmetastasen vor. AuBerst selten entstehen
Metastasen extraabdominal (8%) oder in regionalen Lymphknoten (6%) (9).

Makroskopisch imponieren GIST als umschriebene Tumoren ohne Kapsel, die knotig
auftreten. Die Schnittflache variiert von grau-weiB8 bis rot-braun. Haufig sind
Nekrosen und Hamorrhagien zu entdecken (siehe Abbildung 2) (13, 20).
Mikroskopisch sind circa 70% spindelzellige, 20% epitheloidzellige und 10%

gemischtzellige Tumoren zu finden. Die Gr6Be zum Diagnosezeitpunkt variiert von

einigen Millimetern bis 30cm (15, 21).

Abbildung 2: Makroskopische und mikroskopische Darstellung von GIST A: GIST, Ansicht von auB3en
B: GIST, Schnittflache mit Nekrosen und Einblutungen
C+D: GIST, spindelzellig, HE, x 200, x 400



Primartumoren, die kleiner als 3cm sind, stellen sich im CT/MRT als homogene,
weichteildichte, nodulare Strukturen dar, die nur schwer von malignen Lymphomen
abzugrenzen sind. GréBere GIST haben einen zweischichtigen Aufbau mit zentraler
Nekrose und einem variabel perfundierten Mantel (5). Ein fluorine-18-
fluorodeoxyglucose- (FDG) positron-emission-tomography (PET) zeigt durch eine
hypermetabolische Aufnahme des Tumors eine hohe Sensitivitat bei der Erkennung

und der frihen Tumorentwicklung nach Imatinibgabe an (22). Beispiele daflr sind in
Abbildung 3 dargestellt.

Abbildung 3: GIST im CT, MRT und der Verlauf im 18FDG-PET

A: Extraluminal-GIST (gerader Pfeil) mit zentraler Flissigkeitsabschwéchung, zwei kleine homogene
Lebermetastasen (gebogene Pfeile), CT

B: zwei Knoten (gerade Pfeile) mit hdherer Signalintensitdt als die Leber in einer gréBeren
Raumforderung (gebogener Pfeil), MR, T2-gewichtet

C: der Verlauf von primaren GIST (schwarzer Pfeil) im kleinen Becken und seiner Metastasen (heller
Pfeil) in der Leber, vor (links) und nach (rechts) 3-wdchiger Imatinib-Therapie, 18FDG-PET



Immunhistochemisch sind 95% GIST positiv fir CD117. Weiterhin sind die Tumoren
in 80% fur BCL-2, 60%-70% flr CD34 und 30%-40% flr smooth-muscle-actin (SMA)
positiv. Desmin und PS-100 sind &uBerst selten positiv in GIST. (6, 15, 22, 23).
Nachweisen lassen sich auch Mutationen im c-KIT-Gen. Es handelt sich dabei um
Veranderungen in den Exons, die in 80% der GIST zu finden ist. 71% der c-KIT-
Mutationen befinden sich im Exon 11, 13% in Exon 9 und jeweils 4% in Exon 13 und
17. Diese Mutationen bewirken eine ,gain-of-function® der sie kodierenden
Tyrosinkinase. Diese Daueraktivierung fuhrt zu ungehemmtem Wachstum und
Schutz vor Apoptose (11, 20). Bei 35% der c-KIT-negativen GIST konnten
Mutationen im PDGFRa-Gen festgestellt werden. Es handelt sich hierbei um eine
weitere Rezeptor-Tyrosinkinase. Die betroffenen Exone 12, 14 und 18 entsprechen
funktionell den Exonen 11, 13 und 17 im c-KIT-Gen, jedoch lassen sich 82% der
Mutationen in Exon 18, 14% in Exon 12 und 4% in Exon 14 nachweisen (siehe
Abbildung 1 und Tabelle 2) (11, 14).

Tyrosinkinase Exon (Mutationshaufigkeit)
c-KIT-Gen 11 (71%) 9 (13%) 13 (4%) 17 (4%)
PDGFRa-Gen 12 (14%) - 14 (4%) 18 (82%)

Tabelle 2: Mutationshaufigkeit in den Exonen des c-KIT-Gens und PDGFRa-Gens

Die Therapie der Wahl fiir GIST besteht in der chirurgischen Entfernung ,en-bloc” der
Tumoren bei einem Sicherheitsabstand von circa 2-5cm in Abhangigkeit von der
Lokalisation (5, 13). Eine Lymphknotenentfernung ist nur bei Verdacht auf
Lymphknotenbefall durchzufihren. Im nicht-resektablen Stadium und bei Metastasen
oder Rezidiven wird seit 2002 eine Therapie mit Imatinib (STI571), einem Hemmer
des Tyrosinkinaserezeptors, durchgefihrt (22). Die Ansprechrate bei dem
Medikament ist abh&ngig von der Mutation. Liegt eine Verdnderung im Exon 11 des
c-KIT-Gens vor, so betragt die Ansprechrate 72%. Ist keine Mutation nachweisbar,
betragt die Ansprechrate nur 12% (5, 24). Nach einer RO-Resektion liegt die Finf-
Jahres-Uberlebensrate bei 50%. Im metastasierten Zustand liegt die mediane
Uberlebensrate ohne Imatinib bei 10-20 Monaten. Mit der Imatinib-Therapie ist die
Drei-Jahres-Uberlebensrate mit 60% deutlich verlangert (11). Jedoch sind circa 15%
der GIST primar resistent gegen Imatinib. Nach zwei Jahren Imatinib-Therapie sind
weitere 50% der Patienten resistent. Abbildung 3C zeigt einen Verlauf der GIST nach



Imatinib-Therapie im FDG-PET und Abbildung 4 im CT. Die neoadjuvante Therapie
mit Imatinib ist momentan in Einzelfallen méglich, z. B. zur Tumorreduktion, um eine
spatere glnstigere Operationssituation zu schaffen. Derzeit wird eine adjuvante
Therapie fir das lokal begrenzte Stadium noch in Studien geprift (25).

Abbildung 4: Verlauf von GIST nach Imatinib-Therapie im CT A: Zeitpunkt der Diagnose

B+C: nach 2 und 11 Monaten Imatinib-Therapie zeigt sich eine Regression

D: nach 15 Monaten Therapie zeigt sich ein stabiler Befund mit dem Auftreten von kleinen Knoten
(weiBer Pfeilkopf)

E+F: nach 19 und 22 Monaten stellt sich eine Expansion der Knoten dar

Sunitinib (SU11248) ist ein weiterer Inhibitor von CD117, PDGFRa, vascular-
endothelial-cell-growth-factor (VEGF), Fms-like-tyrosyl-kinase-3 (FIt-3) und colony-
stimulating-factor-1-receptor (CSF-1R) (26). Die Ansprechrate der Therapie mit
Sunitinib bei imatinib-resistenten GIST liegt bei 8%-15% und weitere 39%-58% der
Patienten zeigen eine Stabilisierung der Erkrankung (19).

1.3. Prognose von GIST
Die weitaus beste Aussage Uber die Prognose eines an GIST erkrankten Patienten
wird derzeit Uber die TumorgréBe, den Mitoseindex und die Lokalisation erreicht. Seit
2006 wird mit Hilfe dieser Parameter das Risiko der Aggressivitat von GIST in vier

Risikokategorien eingeteilt, was in Tabelle 3 dargestellt ist (27).



Gruppe Risikokategorien TumorgroéBe (cm) Mitosenanzahl/50HPF
Magen-GIST Dinndarm-GIST
1 sehr niedriges Risiko sehr niedriges Risiko <2 <5
2 niedriges Risiko niedriges Risiko >2, <5 <5
3a niedriges Risiko intermediéres Risiko >5, <10 <5
3b intermedidres Risiko hohes Risiko >10 <5
4 niedriges Risiko hohes Risiko < 55
S intermediéres Risiko hohes Risiko >2,<5 >5
6a hohes Risiko hohes Risiko >5, <10 S5
6b hohes Risiko hohes Risiko 10 55

Tabelle 3: Vermutetes Auftreten des aggressiven Verhaltens von GIST anhand eines definierten
Risikos

Weiterhin gibt es noch eine Reihe von Parametern, die mit einer schlechteren
Prognose verbunden sind, z. B. das Vorhandensein von Metastasen, Nekrosen, der
gemischtzellige Typ sowie das Fehlen von p16 oder eine hohe Expression von Ki67,
E2F1, Bcl-2, p53, VEGF (17, 20, 28). Auch die Lokalisation im Darmbereich
gegenlber Magen-GIST hat eine schlechtere Prognose (12, 13). Der Mutationsstatus
sollte gesondert betrachtet werden. Mutationen im c-KIT-Gen, Exon 11, haben eine
schlechte Prognose. Therapiert man jedoch mit Imatinib, so ist die Ansprechrate
deutlich besser gegeniiber anderen Mutationsorten (11, 20, 29).

Allerdings gibt es zurzeit keinen einheitlichen, prognostischen Faktor, der erganzend
zu den Risikokategorien angewendet wird. Molekulare Marker sind immer mehr von
Interesse, kann man doch mit einer einfachen Bestimmung schnell Hinweise daflr
erhalten, ob ein Tumor besteht, um welchen Tumor es sich handelt und in welchem
Stadium er sich befindet. Die klassischen Beispiele sind beim Prostatakarzinom die
Bestimmung des PSA und beim medullarem Schilddrisenkarzinom die Bestimmung
des Calcitonin.

Auf Grund der neuen Therapie mit Imatinib und der Frage danach, welchem
Patienten man diese Therapie zukommen Iasst, untersuchten mehrere
Arbeitsgruppen neue Marker, um eine genauere Aussage Uber das Malignitatsrisiko
zu finden. Taniguchi et al. (1999) untersuchten c-KIT-Mutationen und Schneider-
Stock et al. (2003) analysierten p16™A-Alterationen auf deren prognostische
Relevanz (16, 18). Jedoch ist die Prifung auf der Ebene der mRNA und DNA sehr
aufwandig und deren Aussage, aufgrund vieler posttranskriptionaler Modifikationen,



nur eingeschrankt beurteiloar. Daher sind diese Marker fir die klinische und
pathologische Routinediagnostik nur bedingt geeignet. Yu et al. (1992) untersuchten
mit Hilfe der Immunhistochemie die Proliferationsmarker proliferating-cell-nuclear-
antigen (PCNA), interphase-nucleolar-organizer-region-staining (AgNOR) und
Mitosezahl. Diese Marker zeigten gute Korrelationen mit dem Uberleben und kénnten
einer besseren Prognose dienen (30). Imamura et al. (2007) verifizierten die
Angiogenese als madglichen prognostischen Faktor, in dem sie zeigten, dass die
gemessene microvessel-density (MVD) eine hohe Signifikanz aufwies (p=0,0028)
(31). Jedoch wurden diese Investitionen noch nicht an einem gréBeren Kollektiv
bestatigt.

Es gab Hinweise, dass das Enzym Telomerase ebenfalls in GIST exprimiert wird
(32). In mehreren Arbeiten Uber epitheloide Tumoren wurde gezeigt, dass in
Primartumoren eine geringere Telomeraseaktivitat zu verzeichnen ist, als in bereits
metastasierten Tumoren oder Rezidiven (33, 34). Agoi et al. (2000) zeigten dies auch
fir Weichteiltumoren (35). Sakurai et al. (1998), Giinther et al. (2000) und Kawai et
al. (2005) zeigten, dass eine erhdhte Telomeraseaktivitat in GIST verbunden ist mit
einer schlechteren Prognose (32, 36, 37).

1.4. Telomerase: Aufbau und Funktion

Telomerase ist eine universelle, reverse Transkriptase und besteht aus einem
Ribonukleinproteinkomplex mit zwei groBen Untereinheiten. Der RNA-Anteil, hTR,
dient als Matrize zur Vermehrung von neuen Telomer-Wiederholungen und kann in
vielen somatischen Zellen nachgewiesen werden (38, 39). hTERT ist die katalytische
Proteinuntereinheit, welche nur in Zellen exprimiert wird, die auch eine Aktivitat von
Telomerase zeigen, und kann daher als Marker genutzt werden (40, 41). Weitere
Proteine stabilisieren und regulieren die Telomerase. In Abbildung 5 ist dies
schematisch dargestellt.



Proteine

Telomer-DNA

Abbildung 5: Schemazeichnung der Zusammensetzung der Telomerase

Telomerase erneuert und stabilisiert die Telomerlange der unsterblichen Zellen,
indem sie am 3’-Ende der DNA bindet und neue Desoxyribonukleotide synthetisiert
(42). Dadurch wird die DNA am Chromosomende verlangert, die Anzahl der
TTAGGG-Basensequenzen der Telomere erhéht und somit besteht weiterhin der
Schutz des Chromosoms vor Instabilitdt und Abbau (43, 44). Daher haben einige
Zellen eine unbegrenzte Replikationskapazitat und umgehen das ,end-replication-
problem*®, indem sie die Telomerase aktivieren (siehe Abbildung 6) (45, 46, 47, 48).
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Normale Zellen:
N
c
(O]
N .
=) 0= A Keine Telomerase
% Zellen teilen sich nicht weiter
Telomerase
Telomere

Q

Q
2 Krebszellen:
>
ko)
o Zellen teilen sich weiter
[e]
=
E o

Q

Telomerase

Abbildung 6: Regulation der Telomerlange in normalen Zellen und Krebszellen durch Telomerase
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1.5. Telomeraseaktivitat in normalen Zellen und Tumorzellen, speziell GIST
Eine Telomeraseaktivitdt kann beim Menschen in Hoden, Ovarien, epithelialen
Stammzellen, aktivierten Lymphozyten, embryonalen Zellen und in 90% der
humanen Tumoren und 98% von unsterblichen Zelllinien nachgewiesen werden. In
normalen Kérperzellen und benignen Tumoren ist jedoch keine Telomeraseaktivitat
nachweisbar (45, 40, 49). Daher geht man davon aus, dass die Aktivierung von
Telomerase ein wichtiger Schritt im Prozess der Tumorgenese ist, durch den
Tumorzellen  ihre  Teilungsfahigkeit  behalten. (50). Unterschiede der
Telomeraseaktivitdt bestehen auch zwischen Primartumoren und Tumoren mit
lymphatischen Metastasen, sowie Tumoren in unterschiedlichen klinischen Stadien
und unterschiedlichem histologischen Grad, wobei eine héhere Telomeraseaktivitat
mit einer schlechteren Prognose verbunden ist (33, 35, 34, 50, 51). Fir viele
Tumoren wurde bereits nachgewiesen, dass eine erhéhte Telomeraseaktivitat sich
negativ auf die Prognose auswirkt (siehe Tabelle 4) (52).

>75% positiv 50-75% positiv <50% positiv

CML CLL (spat) CLL (frah)
Grad-1ll-Lymphome AML Retinoblastom

Myelom ALL Osteosarkom
Mammakarzinom Grad-I-Lymphome Chondrosarkom
Lungenkarzinom Nierentumoren  Maligner peripherer Nervenscheidentumor
Prostatakarzinom Glioblastom Leiomyosarkom
Blasenkarzinom Liposarkom

Uretherkarzinom
Kolonkarzinom

Magenkarzinom
Pankreaskarzinom
Hepatozelluldres Karzinom
Ovarialkarzinom
Zervixkarzinom
Endometriumkarzinom
Follikuldres Schilddriisenkarzinom
Kopf- und Halstumoren
Neuroblastom

Malignes Meningiom

Melanom

Gastrointestinaler Stromatumor

Tabelle 4: Telomeraseaktivitat in menschlichen malignen Tumoren

Einige Arbeiten zeigten ebenfalls, dass eine erhdhte Telomeraseaktivitat mit einer
schlechteren Prognose in GIST verbunden ist (32, 36, 37). Jedoch basierten diese
auf kleinen Fallzahlen (29, 16 und 36 Falle) und benétigten frisches Gewebe fiir die
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telomeric-repeat-amplification-protocol (TRAP) -Analyse zur Bestimmung der
Telomeraseaktivitat. Neuere Methoden erlauben einen immunhistochemischen

Nachweis von hTERT als Bestimmung der Telomeraseaktivitat (33, 51, 53).

Sabah et al. (2004) wandten diese Technik an 23 GIST an und stellten fest, dass
eine erhdéhte hTERT-Expression wahrend der klinischen Progression auftritt (53).
Nach derzeitigem Wissen wurde die Telomeraseaktivitdt noch an keinem gréBeren
GIST-Kollektiv untersucht. Aus diesen Griinden wurden in der nachfolgenden Arbeit
239 GIST mit langen Verlaufsbeobachtungen auf deren hTERT-Expression
analysiert, um zu prifen, ob sich die Telomeraseaktivitét als neuer prognostischer
Marker fur GIST eignet.
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2. Gewebeproben, Material und Methoden
2.1. Gewebeproben

239 primare GIST wurden untersucht. Diese Gewebeproben stammten aus der
Universitat Federico Il, Neapel (Italien), der Oregon-Health-and-Science-Universitat,
Portland, Oregon (USA), dem Armed-Forces-Institute-of-Pathology, Washington D.C.
(USA), dem Institut fir Pathologie, Universitdt Basel (Schweiz), dem Institut fir
Pathologie, Universitat Regensburg (Deutschland) und dem Institut fir Pathologie,
Otto-von-Guericke-Universitat, Magdeburg (Deutschland). Die Gewebeproben

standen in Form von Gewebe-Microarrays zur Verfligung.

2.2. Immunhistochemische Farbung
In dem immunhistochemischen Labor der Pathologie, Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg, wurden die Microarrays fir die Auswertung am Mikroskop eingefarbt.

Als Positivkontrolle wurde ein Dickdarmkarzinomschnitt mitgefarbt.

Die 2-3um dicken Paraffin-Schnitte wurden auf Objekttrager gezogen und tber Nacht
bei 60°C getrocknet. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte je drei Mal flnf
Minuten in Xylol eingestellt und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe
(100%, 96%, 75%) rehydriert. Eine Spllung mit destilliertem Wasser folgte.

Daraufhin wurden die Schnitte zur Antigendemaskierung in 0,01M Citratpuffer (pH=
6,0, Natriumcitrat und Zitronensaure) drei Mal zehn Minuten in der Mikrowelle bei
600W vorbehandelt. Zwischendurch wurde mit destilliertem Wasser aufgefillt, um ein
Austrocknen zu vermeiden. AnschlieBend kihlten die Schnitte bei Raumtemperatur
20 Minuten ab und der Citratpuffer wurde mit flieBendem Leitungswasser abgespdlt.

Um die endogene Peroxidase zu hemmen, wurden die Schnitte mit H.O, (3%)
betropft, nach 30 Minuten mit flieBendem Wasser gespult und in destilliertem Wasser
eingestellt. Zunachst wurden die Schnitte in Tris-Puffer (1:10 Verdliinnung von 87,89
NaCl, 9g Tris und 68,5gTrisHCL auf 1L destilliertes Wasser) getaucht und dann je 15
Minuten mit Avidin- und Biotin-Blocker (Vector) inkubiert, um die spezifischen
Bindungsstellen zu besetzen. Zwischendurch wurde mit Tris-Puffer gesptlt. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen wirkte anschlieBend der Protein-
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Blocker (Immunotech) 20 Minuten auf die Schnitte ein. Hiernach wurde der

Uberschissige Blocker von den Schnitten abgeschittelt.

Der Primarantikdérper HTRT (Santa Cruz) wurde mit RPMI (5ml RPMI (Invitrogen),
5ml FCS (Invitrogen), 50ml destilliertes Wasser, 50mg Na-acid, pH 7,4-7,6) in einer
Verdinnung von 1:80 bei 37°C eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert.
Daraufhin folgte eine fraktionierte Abspulung mit Tris-Puffer. Als Sekundarantikdrper
wurde biotinyliertes Anti-Goat (Vector) verwendet. Dieser wirkte 30 Minuten bei
Raumtemperatur bei einer Verdinnung von 1:200 mit RPMI ein. Ein mehrmaliges
Spulen mit Tris-Puffer folgte. Als Tertiarantikbrper wurde Streptavidin ,Elite” (Vektor),
der mit Peroxidase konjugiert ist, benutzt. Je ein Tropfen A+B in 2,5m|I RPMI wirkte
30 Minuten auf die Schnitte bei Raumtemperatur ein. Ein erneutes, fraktioniertes

Abspilen mit Tris-Puffer wurde durchgeflhrt.

Um das Antigen visuell erkennen zu kdnnen, wurde finf Minuten Diaminobenzidin
(DAB, Labvision) auf die Schnitte gegeben und diese danach finf Minuten in
destilliertes Wasser eingestellt. Die Gegenfarbung wurde mit Hamalaun eine Minute
durchgefihrt und es wurde mit Leitungswasser geblaut. Daraufhin wurden die
Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (75%, zweimal 96%, 100%) entwassert
und zweimal in Xylol eingestellt. Zuletzt wurden die Schnitte mit Balsam eingedeckt.
Die Farbung zeigt Zellkerne, Kalk und sauren Schleim in blau, das Antigen erscheint
durch die DAB-Reaktion hellbraun. Die Abbildung 7 zeigt einen geféarbten Microarray.

Abbildung 7: Mircoarray, GIST gefarbt mit hnTERT
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2.3. Auswertung mittels Mikroskop
Die semiquantitative Bestimmung des AusmaBes der Immunexpression von hTERT
erfolgte durch Beurteilung mit Hilfe des Lichtmikroskopes BH 2 (Olympus) bei 10-40-
facher VergréBerung. Ein ,Cut off von 20% wurde veranschlagt, um zwei

prognostische Gruppen zu unterscheiden:

e Gruppe I:  Das Anfarbeverhalten der Zellkerne lag bei unter/gleich 20%
e Gruppe Il:  Uber 20% der Zellkerne farbten sich an (nTERT-Uberexpression)

Die Farbeintensitat wurde vernachlassigt, da auch ein schwach angefarbter Zellkern
als absolut positiv zu bewerten ist, weil die Telomerase in normalen Zellen nicht
exprimiert wird. Die Abbildungen 8-11 zeigen die hTERT-Farbung jeweils bis 20%

und Uber 20% in epitheloider und spindelzelliger Morphologie.

Abbildung 8: maligner GIST mit epitheloider Morphologie W a.gs',
Farbung: hTERT (Zellkerne farben sich braun an) o) >
x 100 (x 200, x 400) -



Abbildung 9: benigner GIST mit epitheloider Morphologie
Farbung: hTERT
x 100 (x 200, x 400)

Abbildung 10: maligner GIST mit spindelzelliger Morphologie
Farbung: hTERT
x 100 (x 200, x 400)

»
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Abbildung 11: benigner GIST mit spindelzelliger Morphologie
Farbung: hTERT
x 100 (x 200, x 400)

2.4. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Analyseprogramm SPSS, Version 13.1.
(Chicago, Il.). Zuerst wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson mit den klassischen
prognostischen Parametern wie TumorgréBe, Mitoserate, Nekrosen, Lokalisation,
Metastasen und histologischer Typ in Abhangigkeit zur Anzahl der verstorbenen
Patienten durchgeflihrt. Es folgte eine Korrelation der hTERT-Expression mit den
klassischen prognostischen Parametern mittels des Chi-Quadrat-Test nach Pearson.
Konnten die Voraussetzungen fir den Chi-Quadrat-Tests nicht erflllt werden, so

wurden die Daten mit dem exakten Test nach Fisher analysiert.

Zur Erfassung der prognostischen Relevanz wurde die Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse zuerst mit den klassischen prognostischen Parametern und
danach mit der hTERT-Expression durchgefiihrt. Die Signifikanz der Zeitverlaufe
wurde mit dem Log-Rank-Test geprift. Danach wurden einzelne Subgruppen auf die
Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Expression von hTERT nach Kaplan und

Meier untersucht und mit dem Log-Rank-Test auf Signifikanz Uberpruft.
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Um die Nditzlichkeit der prognostischen Parameter zu untersuchen, wurde das
statistische Verfahren der Cox-Regression durchgeflihrt. Zunachst wurden die
einzelnen Parameter univariat auf Signifikanz geprift. Die Parameter, die sich in der
univariaten Analyse signifikant (p<0,05) zeigten, wurden fUr die multivariate
Uberlebensanalyse beriicksichtigt. Es wurde die Riickwarts-Technik (backwards

elimination) der Cox-Regressionsanalyse angewandt.

Zum Schluss wurde eine Konfigurationsfrequenzanalyse durchgefiihrt, um alle
statistisch mdglichen Markerkombinationen mit der wirklich beobachteten Frequenz
dieser Kombinationen zu vergleichen. Man kann dadurch Typen definieren, bei
denen die beobachtete Haufigkeit signifikant Gber der errechneten Haufigkeit liegt.
Ebenso kann man Antitypen definieren, bei denen die beobachtete Haufigkeit unter
der erwarteten Haufigkeit liegt. Alle Untersuchungen erfolgten unter der Annahme

einer Signifikanz von p<0,05.
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3. Ergebnisse
3.1. Patientengut

Insgesamt wurden GIST-Gewebeproben von 239 Patienten untersucht. Darunter
waren 131 Mé&nner (54,8%) und 108 Frauen (45,2%), welches einem Verhaltnis
Mann zu Frau von rund 1,2 : 1 entspricht (siehe Abbildung 8).

weiblich
45%

mannlich
55%

Abbildung 8: Geschlechtsverteilung im Kollektiv

Der Altersgipfel der Patienten lag bei 60-70 Jahren mit einem Median von 62 Jahren.
Der Mittelwert betrug 60,7 Jahre mit einer Standardabweichung von + 14,3 Jahren.
Der jungste Patient war 9 Jahre, der alteste Patient 91 Jahre alt. Daraus ergab sich
eine Spannweite von 82 Jahren. In Abbildung 9 ist die Altersstruktur des Kollektivs

dargestellt.
120
100
80
Anzahl
der 607
GIST
40
20
0,

0-19 20-39 40-59 60-79 80-100
Alter in Jahren
Abbildung 9: Altersstruktur des Kollektivs

Von 217 Gewebeproben waren die Daten zur Lokalisation bekannt. Die Verteilung
der Lokalisation der GIST ist in Abbildung 10 dargestellt. 127 GIST (58,5%)
entstanden im Magen, 68 Tumoren (31,3%) fanden sich im Dinndarm, 7 GIST
(3,2%) im Rektum, 6 Tumoren (2,8%) im Osophagus, 4 Neoplasien (1,8%) jeweils im
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Dickdarm und im Mesenterium und 1 GIST (0,5%) war im Retroperitoneum

nachzuweisen.

140

120+

100

Anzahl g0

der
GIST 60+

40

20
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Abbildung 10: Verteilung der Lokalisation

Aus dem Kollektiv waren 145 Angaben zum histologischen Tumortyp vorhanden. Es
hatten 56 eine rein spindelzellige (38,6%), 34 eine rein epitheloide (23,4%) und 55
eine gemischt spindelzellig-epitheloide Morphologie (37,9%). In Abbildung 11 ist dies
grafisch dargestellt.

@ gemischt
38%

O spindelzellig
39%

@ epitheloid
23%

Abbildung 11: Verteilung des histologischen Typs

Unter den 94 vorhandenen Daten Uber das Auftreten von Nekrosen hatten 56 keine
Nekrosen (59,6%), jedoch konnten bei 38 Gewebeproben (40,4%) Nekrosen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 12).
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0O Nekrosen
vorhanden
40%

O keine Nekrosen
60%

Abbildung 12: Auftreten von Nekrosen

Von 151 Patienten waren die Daten zum Auftreten von Metastasen bekannt. Davon
traten bei 114 Patienten (75,5%) keine Metastasen auf. Bei 37 Patienten (24,5%)
konnten jedoch schon Tochtergeschwilste nachgewiesen werden (siehe Abbildung
13).

O Metasteasen 0O keine Metastasen

vorhanden 75%
25%

Abbildung 13: Auftreten von Metastasen

204 Angaben standen zur Analyse der TumorgréBe zur Verfigung. Der Mittelwert
betrug 82,6mm mit einer Standardabweichung von + 70,7mm. Der Median lag bei
60mm. Der kleinste Tumor hatte eine GréBe von 5mm und der gréBte Tumor wies
eine Gr6Be von 450mm auf. Dies ergibt eine Spannweite von 445mm. In Abbildung
14 ist die Verteilung der TumorgréBen dargestellt.
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Abbildung 14: Verteilung der TumorgrdBe
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Im Kollektiv wurden 146 Falle fir den Mitoseindex analysiert. In Abbildung 15 ist die
Verteilung der Mitoserate dargestellt. Die Spannweite reichte von 0 Mitosen/50HPF
bis 412 Mitosen/50HPF. Der Mittelwert betrug 14,2/50HPF mit einer
Standardabweichung von + 42,2/50HPF. Der Median lag bei 4/50HPF.

90+

80+

70+

60+

Anzahl 50

der

GIsT 407
30+

20+

10

0,

0 1-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50
in Mitosen/50HPF

Abbildung 15: Verteilung der Mitoserate

Obwohl durch die beteiligten Zentren nicht komplette Daten zur GréBe und zum
Mitoseindex gelistet waren, wurden dennoch alle Tumoren nach den
Risikokategorien klassifiziert. Es kénnen vier Risikokategorien unterschieden
werden: 19 Proben (7,9%) wiesen ein sehr niedriges Risiko auf, 49 hatten ein
niedriges Risiko (20,5%), 36 ein intermediares Risiko (15,1%) und 135 der
Gewebeproben (56,5%) konnte man zur Hochrisikogruppe zahlen (siehe Abbildung
16).

140

120+

100+

Anzahl 80
der
GIST

sehr niedriges niedriges intermediares hohes
Risiko

Abbildung 16: Verteilung nach den Risikokategorien
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Das ermittelte Kollektiv ist im Vergleich mit der Literatur als représentativ anzusehen.
Eine leichte Abweichung besteht in der Verteilung der Morphologie. Dort zeigten sich
GIST mit 39% rein spindelzellige, 23% rein epitheloide und 38% spindelzellig-
epitheloide Morphologie. In der Literatur ist die Verteilung mit 70% spindelzellige,
20% epitheloidzellige und 10% gemischtzellige Morphologie angegeben.

3.2. Expression von hTERT in 239 GIST
Von den 239 GIST zeigten in 151 Fallen (63,6%) weniger als 20% der Zellkerne eine
Expression von hTERT (Gruppe I). 88 Falle (36,4%) hatten eine Expression lber
20% (Gruppe Il) (siehe Abbildung 17).

0 36%

0O bis 20% Expression von hTERT

O Uber 20% Expression von hTERT

064%

Abbildung 17: Expression von hTERT in GIST

3.3. Chi-Quadrat-Test
Um Zusammenhange im Kollektiv zwischen den klassischen Parameter und der
hTERT-Expression zu eruieren, wurden die Daten mit dem Chi-Quadrat-Test
analysiert. Der exakte Test nach Fisher wurde verwendet, wenn die

Vorraussetzungen fiir den Chi-Quadrat-Test nicht erflillt werden konnten.

3.3.1. Korrelation der klassischen Parameter
Bei der untersuchten Datenmenge von n=115 zeigte sich, dass der histologische Typ
eine prognostische Signifikanz von p=0,004 aufwies. Spindelzellige Tumoren hatten

ein signifikant geringeres Versterben zur Folge als erwartet.

Die Risikokategorien wurden mit dem exakten Test nach Fisher analysiert. Sie
korrelierten hochsignifikant mit p<0,0001 bei 116 analysierten Fallen. Dabei
verstarben in der hohen Risikogruppe signifikant mehr Patienten. Auch das Auftreten
von Nekrosen wurde mit dem exakten Test nach Fischer untersucht. Die Signifikanz
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betrug p=0,006 bei 67 analysierten Daten. Es zeigte sich, dass Patienten mit

Nekrosen signifikant haufiger verstarben.

Metastasen und Nekrosen waren hochsignifikant mit einander korreliert p<0,001.
Sind keine Nekrosen vorhanden, zeigt die Analyse ein signifikant geringeres
Auftreten von Metastasen. Sind jedoch Nekrosen vorhanden, kann ein hdheres
Auftreten als erwartet von Metastasen gefunden werden. Hier wurden 94 Falle

analysiert.

Mittels des exakten Tests nach Fisher lieB sich ein hochsignifikanter Zusammenhang
zwischen den Risikokategorien und dem Auftreten von Nekrosen bei p<0,0001
nachweisen. Es wurden 94 Faélle untersucht. Es war ein deutlich, vermehrtes
Versterben von Patienten der hohen Risikogruppe, die zusatzlich Nekrosen
aufwiesen, zu verzeichnen. Ebenso wurde eine hohe Signifikanz zwischen den
Risikokategorien und dem Auftreten von Metastasen eruiert mit p=0,013 bei 151
analysierten Fallen. Hier zeigte sich ein h&ufigeres Versterben der Patienten in der

hohen Risikogruppe mit gleichzeitigem Auftreten von Metastasen.

3.3.2. Korrelation der hTERT-Expression mit den klassischen
Parametern
Bei der Suche nach Zusammenhéngen zwischen der hTERT-Expression und den
klassischen Parametern wurden 145 Daten mittels des Chi-Quadrat-Tests analysiert.
Eine Korrelation konnte zwischen der hTERT-Expression und dem histologischen
Typ festgestellt werden (p=0,016). Es zeigte sich, dass Tumoren mit epitheloider
Komponente haufiger eine hTERT-Uberexpression (Gruppe Il) aufwiesen.

Weiterhin konnte eine signifikante Korrelation (p=0,001) zwischen der hTERT-
Expression und dem Uberleben nachgewiesen werden. In Gruppe | (bis 20% hTERT-
Expression) starben weniger Patienten als in Gruppe Il (Uber 20% hTERT-

Expression) bei einer analysierten Datenanzahl von 116 Féllen.

Keine Korrelation konnte zwischen hTERT-Expression und dem Geschlecht, dem
Alter, der Lokalisation, dem Metastasen- und Nekrosenstatus sowie den

Risikokategorien eruiert werden.
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3.4. Uberlebensanalyse
Zur Erfassung der prognostischen Relevanz wurde die Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse zuerst mit den klassischen prognostischen Parametern und
danach mit der hTERT-Expression durchgefluhrt. Die Signifikanz wurde mit dem Log-
Rank-Test geprift. Bei 116 Proben waren Daten Uber den Beobachtungszeitraum
vorhanden. Dieser betrug im Mittel 48 Monate (Minimum 2, Maximum 192 Monate).
Die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve des Gesamtkollektivs ist in Abbildung 18
dargestellt. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate des Gesamtkollektivs betrug 75,5% (20

von 116 Patienten gestorben).

1.0

0.8

0,6

Uberleben
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Abbildung 18: Uberlebenskurve des Gesamtkollektivs
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3.4.1. Klassische Parameter in Abhingigkeit von der Uberlebenszeit
Die géngigen Malignitatskriterien, TumorgréBe und Mitosenanzahl/50HPF, sind
zusammengefasst in  den  Risikokategorien. In  der  durchgeflhrten
Uberlebenszeitanalyse war diese prognostisch signifikant (p<0,0001) bei 115
analysierten Fallen. Die Funf-Jahres-Uberlebensraten sind in der Tabelle 5 und die

Kaplan-Meier-Uberlebenskurve ist in Abbildung 19 dargestellt.

Risikokategorien Flinf-Jahres-Uberlebensrate gestorben
sehr niedriges Risiko 100,0% 0/9
niedriges Risiko 95,2% 1/20
intermediéres Risiko 88,8% 2/25
hohes Risiko 50,7% 26/61

Tabelle 5: Fiinf-Jahres-Uberlebensraten der Risikokategorien des Kollektivs

Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate der GIST mit Metastasen betrug 52,4% (11 von 27
gestorben). Die Patienten ohne Metastasen hatten eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
von 76,4% (18 von 89 gestorben). Die Signifikanz betrug p=0,032 (siehe Abbildung
20).

1,0 - e e -t o 1,0
T ln g S€hF niedriges Risiko, n =9
E = niedriges Risiko, n= 20 -.
n E -“ "
0,8 - it~ 03 - .
1 = b
= "=
= 1 _
= ‘ keine Metastasen, n = 89
= 0,6 1 intermediares Risiko, n = 25 - 0,6 [
2 N 2 u
% ‘W % ‘ln—r-n- — e —
@ e Domy 2 Metastasen, n= 27
3 hohes Risiko, n = 61 3
0.4 - 0.4 ~
0,2 4 0,2
0 T 0 !
100 200 100 200
Zeit (Monate) Zeit (Monate)
Abbildung 19: Uberlebenskurve fiir die Abbildung 20: Uberlebenskurve fiir den

Risikokategorien Metastasenstatus
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Der Nekrosenstatus war von 67 Fallen bekannt. Patienten mit Nekrosen zeigten eine
schlechtere Prognose als Patienten ohne Nekrosen. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
der Patienten, die Nekrosen aufwiesen, ergab 64,8% (9 von 28 gestorben). Fur
Patienten, die keine Nekrosen im Tumorbereich hatten, ergab die Funf-Jahres-
Uberlebensrate 94,4% (2 von 39 gestorben) bei p=0,0015 (siche Abbildung 21).

Bezogen auf dem histologischen Typ waren nur in 115 Fallen Daten zum Uberleben
vorhanden. Patienten mit epitheloider Morphologie oder mit Mischmorphologie
zeigten eine signifikant verkiirzte Uberlebenszeit im Gegensatz zu Patienten mit rein
spindelzelliger Morphologie. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate betrug 58,2% (10 von
29 gestorben) fur Patienten mit rein epitheloidzelligen Tumoren und 61% (13 von 43
gestorben) fur Patienten mit gemischt spindelzellig-epitheloider Morphologie. Dies
stent im Gegensatz zu 89,8% (4 von 43 gestorben) fur Patienten mit rein
spindelzelligen Tumoren. Die Signifikanz betrug p=0,0069 (siehe Abbildung 22).
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L Y ™~ spindelzellig, n =43
04 B 084 Mz
%
=
e -
LI-H-'H—— —— g — g — E
c 06 1 Nekrosen, n=28 c 0,6 -
@ g ‘1:—» —— -
ﬁ ] -epllllelloul n=29
B E 'I HE N R W
] =2 gemischtzellig, n= 43
04 - 04 -
0,2 - 0,2 4
0 ¥ 0 T
100 200 100 200
Zeit (Monate) Zeit (Monate)
Abbildung 21: Uberlebenskurve fiir den Abbildung 22: Uberlebenskurve fir die
Nekrosenstatus Morphologie

Prognostisch nicht signifikant waren die Lokalisation, das Geschlecht und das Alter.
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3.4.2. hTERT-Expression fiir Uberleben
Um die prognostische Relevanz der hTERT-Expression zu eruieren, wurde die
Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse durchgefiihrt. Dabei ergab sich eine hohe
Signifikanz von p=0,0013 bei 116 analysierten Fallen. Patienten mit hTERT-
Uberexpression (Gruppe Il) zeigten ein signifikant kiirzeres Uberleben als Patienten
mit einer hTERT-Expression bis 20% (Gruppe |). Dies spiegelt sich auch in der Finf-
Jahres-Uberlebensrate von 86,2% (7 von 59 gestorben) in der Gruppe | im
Gegensatz zu 56,1% (22 von 57 gestorben) in der Gruppe Il wieder (siehe Abbildung

23).
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Abbildung 23: Uberlebenskurve fiir die hTERT-Expression

3.4.3. hTERT-Expression fiir Uberleben in Subgruppen
Da die hTERT-Expression eine prognostische Relevanz besonders fir bestimmte
Gruppen aufweisen kénnte, wurden die Uberlebensanalysen mit einzelnen

Untergruppen auf Signifikanz gepruft.

In der Frauengruppe mit 48 analysierten Fallen sowie in der Mannergruppe mit 68
Fallen war die hTERT-Expression mit p=0,014 und p=0,029 signifikant. Die Flnf-
Jahres-Uberlebensrate war bei den Frauen in Gruppe | 91,4% (2 von 25 gestorben)
und in Gruppe Il 58,7% (7 von 23 gestorben). Bei den Ménnern betrug die Flnf-
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Jahres-Uberlebensrate in Gruppe | 81,9% (5 von 34 gestorben) und in Gruppe Il
54,2% (14 von 34 gestorben) (siehe Abbildung 24 und 25).
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Abbildung 24: Uberlebenskurve der Frauen Abbildung 25: Uberlebenskurve der Manner und hTERT
und hTERT

In der Gruppe mit den im Magen lokalisierten GIST, wurden 65 Falle analysiert. Die
Signifikanz war mit p=0,0008 sehr hoch. Es zeigte sich, dass eine hTERT-
Uberexpression in der Magengruppe ein signifikant verkiirztes Uberleben bedeutet.
93,6% (2 von 34 gestorben) betrug die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in der Gruppe |
der hTERT-Expression und 54,1% (13 von 31 gestorben) in der Gruppe II. In den
anderen Subgruppen der Lokalisation ergab die Analyse von der hTERT-Expression

keinen weiteren prognostischen Wert (siehe Abbildung 26).

Es konnte eine Risikogruppe in der Gruppe der nicht-metastasierten GIST
identifiziert werden, die hTERT Uberexpremierten. In der Gruppe der GIST ohne
Metastasen ergab die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in der Gruppe / 95,2% (2 von 45
gestorben). In der Gruppe Il betrug sie 57,3% (16 von 44 gestorben). Hier wurden 89
Falle untersucht bei einer Signifikanz von p=0,0002 (siehe Abbildung 27).
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Abbildung 26: Uberlebenskurve der Magen-
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Abbildung 27: Uberlebenskurve der nicht-
metastasierten-GIST-Subgruppe und hTERT

Bezlglich des histologischen Typs konnte auch eine Subgruppe Uber die hTERT-

Expression definiert werden.

In der Subgruppe, die eine

reine epitheloide

Morphologie oder Anteile einer epitheloiden Morphologie besaBen, konnte ein
kiirzeres Uberleben nachgewiesen werden bei einer Signifikanz von p=0,012 und 72
untersuchten Féllen. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate der Gruppe I betrug 78,3% (6
von 33 gestorben) und der Gruppe Il 45,1% (16 von 39 gestorben) (siehe Abbildung
28). In der Subgruppe der rein spindelzelligen Morphologie ergab die hTERT-

Expression keinen zusatzlichen prognostischen Wert.



30

1,0
0.8 - hTERT £ 20%, n = 33
II
[ ]
I
Il
c 0,6 1 LA
£ L
€
5 L
[
=]
fan | ‘ﬂ‘ LI
0.4 - '
]
e mmn ey
hTERT = 20%, n=39
0,2 A
] T
100 200
Zeit (Monate)

Abbildung 28: Uberlebenskurve der epitheloiden GIST-Subgruppe und hTERT

In der Subgruppe, in der keine Nekrosen existierten, wurden nur 39 Daten
untersucht. hTERT kann keine prognostisch gunstigere Subgruppe herausfiltern,
p=0,0889. Allerdings war aufféllig, dass es in der Gruppe Il der hTERT-Expression
zwei Patienten gab, die sehr friih nach 29 Monaten verstorben waren. In der Gruppe

I gab es keine Sterbefalle.

In der Niedrigrisikogruppe (sehr niedriges und niedriges Risiko) war ein Patient
verstorben. Dieser Patient zeigte eine hTERT-Uberexpression. Eine Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse zeigte sich als nicht signifikant bei 55 Fallen. Allerdings waren
die langen Uberlebenszeiten von durchschnittich 169 Monaten auffallig. In der
intermedidren Risikosubgruppe zeigte sich ein ahnliches Bild bei einer Fallzahl von
25. Zwei Patienten starben in der Gruppe | (bis 20% hTERT-Expression) und
ebenfalls zwei in der Gruppe Il (Uber 20% hTERT-Expression) bei durchschnittlichen

Uberlebenszeiten von 136 Monaten.
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3.5. Cox-Regressionsanalyse
Um den Beitrag einzelner Parameter fir das Risiko, am Tumor zu versterben, zu

untersuchen, wurde das statistische Verfahren der Cox-Regression durchgefihrt.

3.5.1. Univariate Analyse
Die klassischen Parameter und die hTERT-Expression wurden zunachst univariat,
mittels der Cox-Regressionsanalyse auf ihr Risikopotenzial hin untersucht. Das

Ergebnis war signifikant bei p<0,05. In Tabelle 6 sind die signifikanten Parameter

dargestellt.
Parameter Anzahl der Daten Risiko Signifikanz
Nekrosen 67 8,087 0,008
Risikokategorie 116 3,806 <0,001
Metastasen 116 2,187 0,038
hTERT-Uberexpression 116 1,862 0,003
histologischer Typ 115 1,813 0,008
Alter 116 1,031 0,037

Tabelle 6: Univariate Analyse

Das hdchste Risiko an der Krankheit zu versterben besitzen demnach Patienten, die
Nekrosen aufweisen, gefolgt von den Risikokategorien und dem Vorhandensein von
Metastasen. Patienten mit einer hTERT-Uberexpression wiesen ein 1,9-fach
erhdhtes Risiko auf, am Tumor zu versterben, gefolgt von dem histologischen Typ
und dem Alter.

3.5.2. Multivariate Analyse
Fir die multivariate Uberlebensanalyse wurden alle Parameter beriicksichtigt, die
sich zuvor in der univariaten Analyse als signifikant (p<0,05) gezeigt hatten. Diese
Parameter waren: das Vorhandensein von Metastasen und Nekrosen, der
histologische Typ, das Alter, die Risikokategorien und die Expression von hTERT.
Diese Parameter wurden multivariat mit Bezug auf das Uberleben analysiert. In
Tabelle 7 sind die nach dem letzten Schritt der Regression Ubrig gebliebenen
Parameter aufgelistet (p<0,1). Die hTERT-Expression ist demnach Kkein

unabhéangiger prognostischer Faktor fir GIST.
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Parameter Anzahl der Daten Risiko Signifikanz
Nekrosen 66 5,150 0,053
Metastasen 66 3,958 0,065
histologischer Typ 66 1,788 0,086

Tabelle 7: Multivariate Analyse

3.6. Konfigurationsfrequenzanalyse
In der Konfigurationsfrequenzanalyse werden alle statistisch mdglichen
Markerkombinationen mit der wirklich beobachteten Frequenz verglichen. Die
Analyse zeigte signifikante Ergebnisse zwischen der hTERT-Expression und dem
Vorhandensein von Metastasen, der Lokalisation, den Risikokategorien und dem
Uberleben. In der Analyse wurden jeweils die Parameter hTERT-Expression,
Versterben und einer der drei folgenden Marker geprift: Metastasen, Lokalisation
Magen, Risikokategorien. In der Tabelle 8 sind die Typen und Antitypen mit den in

der Spalte 1 aufgelisteten zugehérigen Parametern dargestellt.

Es konnten 3 Typen definiert werden, bei denen die beobachtete Haufigkeit

signifikant Gber der statistisch errechneten Haufigkeit lag. Diese waren:

- hTERT-Uberexpression/Lokalisation Magen/Versterben
- keine hTERT-Uberexpression/sehr niedrige/niedrige Risikogruppe/Uberleben
- hTERT-Uberexpression/intermedidre/hohe Risikogruppe/Versterben

Des Weiteren konnten drei Antitypen definiert werden, bei denen die beobachtete
Haufigkeit unter der statistisch erwarteten Haufigkeit lag. Diese lauten:

- keine hTERT-Uberexpression/keine Metastasen/Versterben
- keine hTERT-Uberexpression/Lokalisation Magen/Versterben

- keine hTERT-Uberexpression/sehr niedrige/niedrige Risikogruppe/Versterben
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Typen Antityp Antityp Antityp Typ Typ Typ
hTERT-Expression <20% <20% <20% >20% >20% <20%
Metastasen keine
Lokalisation Magen Magen
sehr

Risikokategorie niedrig/ intermediédr/ sehr niedrig/

niedrig hoch niedrig
gestorben ja ja ja ja ja nein
beobachtete Félle 3 2 0 13 22 18
erwartete Félle 12,1 7,758 4,078 7,138 11,293 11,181
Signifikanz 0,009 0,039 0,04 0,028 <0,001 0,04

Tabelle 8: Konfigurationsfrequenzanalyse
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4. Diskussion

4.1. hTERT - ein prognostischer Marker fur GIST
Eine gute Prognoseaussage kann in den meisten GIST-Fallen mittels der
Risikokategorien getroffen werden (siehe Tabelle 3) (27). Auf Grund der neuen
Therapie mit Imatinib und der zu treffenden Entscheidung, welchem Patienten man
diese Therapie zufuhrt, untersuchten mehrere Arbeitsgruppen potenzielle Marker, um
eine verbesserte Aussage Uber das Malignitatsrisiko zu finden.

Hinweise daflir zeigten sich in den Arbeiten von Sakurai et al. (1998), Glnther et al.
(2000) und Kawai et al. (2005), die eine erhéhte Telomeraseaktivitat in GIST
verbunden mit einer schlechteren Prognose feststellten (32, 36, 37). Allerdings
beruhten die Ergebnisse auf sehr geringen Fallzahlen (29, 16 und 36 Falle) aufgrund
der aufwandigen TRAP-Analyse. Dabei wird frisches Tumorgewebe homogenisiert
und die Telomeraseaktivitat auf der Basis der mRNA mittels einer RT-PCR ermittelt.
Jedoch ist eine direkte morphologische Zuordnung der Telomeraseaktivitat im
Gewebe nicht mdglich. Auch der Einfluss von eventuell posttranskriptionellem
Splicing kann nicht berlcksichtigt werden (53).

Ein immunhistochemischer Nachweis von hTERT, der katalytischen Einheit der
Telomerase, mittels Antikdrper wird als neue, effektivere Methode zur Messung der
Telomeraseaktivitdt verwendet (33, 51, 53). Sabah et al. (2004) wandten diese
Technik an 23 GIST an und konnten die genaue Lokalisation und Starke der hTERT-
Expression im Gewebe detektieren. Sie stellten fest, dass eine erhdhte hTERT-
Expression wahrend der klinischen Progression der GIST auftrat (53).

4.1.1. hTERT-Uberexpression bedingt schlechtere Prognose in GIST
In dieser Arbeit Uber 239 GIST bestatigte sich die Aussage, dass in GIST eine
erhdéhte hTERT-Expression und damit eine erhdhte Telomeraseaktivitdt mit einer
schlechteren Prognose verbunden ist (p=0,0013). In der Gruppe [ (bis 20% hTERT-
Expression) verstarben 8 von 59 (13,6%) Patienten und in der Gruppe Il (iber 20%
hTERT-Expression) verstarben 23 von 57 (40,4%). Es konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit einer hTERT-Expression von Uber 20% ein um 1,9-fach erhdhtes
Risiko haben, am Tumor zu versterben. In diesem Kollektiv exprimierten hTERT etwa
36,4% aller primaren GIST. Sakurai et al. (1998) und Kawai et al. (2005) konnten
29% bzw. 39% der Telomeraseaktivitat in GIST feststellen (32, 37). Allerdings sind
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diese Angaben nicht direkt vergleichbar, aufgrund der unterschiedlichen
Bewertungen bezliglich der als positiv fir eine Telomeraseaktivitdt anzusehenden
GIST. So wurde in dieser Arbeit GIST-Proben als positiv gewertet, deren
immunhistochemisch angefarbten Zellkerne Gber 20% aller Zellkerne aufwiesen.
Sakurai et al. (1998) und Kawai et al. (2005) benutzten den TRAP-Assay zur
Bestimmung der Telomeraseaktivitat.

4.1.2. hTERT-Expression definiert Hochrisikogruppen
Es konnten relevante Subgruppen definiert werden, in denen eine hTERT-
Uberexpression verbunden mit einer deutlich schlechteren Prognose hochsignifikant
war. Diese waren: keine Metastasen (p=0,0002), epitheloide Morphologie (p=0,012)
und Lokalisation Magen (p=0,0008). Das bedeutet, dass in diesen Subgruppen, die
eher far einen harmloseren Verlauf sprechen, die hTERT-Expression eine

zusatzliche Aussage Uber die weitere Prognose des Patienten liefert.

In der Konfigurationsfrequenzanalyse konnte der Zusammenhang zwischen der
hTERT-Expression, der Lokalisation Magen sowie dem Vorhandensein von
Metastasen  weiter erhartet werden. Flar die Konstellation hTERT-
Uberexpression/Lokalisation Magen/Versterben konnte ein Typ definiert werden, da
die beobachtete Haufigkeit dieser Konstellation signifikant Gber der statistisch
errechneten Haufigkeit lag. Des Weiteren konnte ein Antityp flr die Konstellation
keine hTERT-Uberexpression/keine Metastasen/Versterben definiert werden. Hier
lag die beobachtete Haufigkeit signifikant unter der errechneten Haufigkeit.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Uber die hTERT-Expression folgende
Hochrisikogruppen definiert werden kbénnen: keine Metastasen, epitheloide
Morphologie und Lokalisation Magen, die z. B. von einer adjuvanten Therapie mit

Imatinib am ehesten profitieren kénnten.

In der Subgruppe keine Nekrosen konnte auf Grund der geringen Fallzahl (39 Falle)
kein eindeutiger Zusammenhang mit einer hTERT-Uberexpression nachgewiesen
werden. Jedoch zeigte sich, dass in der Gruppe | (bis 20% hTERT-Expression)
keiner und in der Gruppe Il (Uber 20% hTERT-Expression) zwei Patienten jeweils
schon nach 29 Monaten verstarben. Es wird angenommen, dass GIST ohne
Nekrosen, jedoch mit erhéhter hTERT-Expression, ein deutlich erhdhtes Risiko zur

schlechteren Prognose haben. Genauere Aussagen lassen sich erst nach einer
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Prifung mit wesentlich gréBeren Fallzahlen treffen. Ein ahnliches Bild zeigte sich in
den Subgruppen sehr niedriges/niedriges Risikogruppe und intermedidre
Risikogruppe. Allerdings konnten in der Konfigurationsfrequenzanalyse Antitypen
identifiziert werden mit der Konstellation: keine hTERT-Uberexpression/sehr
niedrig/niedrige Risikogruppe/Versterben. Weiterhin konnte ein Typ abgrenzt werden,
der sich Uber das Zusammentreffen von hTERT-Uberexpression/intermedidre/hohe
Risikogruppe/Versterben definiert. Es kann angenommen werden, dass Uber die
hTERT-Expression weitere Hochrisikogruppen insbesondere in der Fraktion niedrige
Risikokategorie identifiziert werden konnen. An einem Kollektiv mit gréBeren
Fallzahlen in diesen Subgruppen sollten diese Zusammenhange genauer Uberprift

werden.

4.1.3. Korrelation: hTERT-Expression mit klinisch-pathologischen
Faktoren

Eine Korrelation der hTERT-Expression konnte mit dem histologischen Typ eruiert
werden (p=0,016). Es zeigten deutlich mehr GIST mit epitheloider Morphologie als
mit spindelzelliger Morphologie eine hTERT-Uberexpression auf. Keine Korrelation
konnte zwischen der hTERT-Expression und den Risikokategorien bewiesen werden,
was im Kontrast zu Sakurai et al. (1998), Sabah et al. (2004) und Kawai et al. (2005)
steht. Sie berichteten Uber einer Korrelation zwischen erhéhter Telomeraseaktivitét
und der TumorgréBe sowie ki67, dem Proliferationsindex (32, 37, 53). Sakurai et al.
(1998) sowie Gunther et al. (2000) beschriecben, dass eine erhéhte
Telomeraseaktivitdt in den Tumorkollektiven nicht mit dem Geschlecht korreliere
(32). Auch in dieser Studie fand sich keine Korrelation der hTERT-Expression mit
dem Geschlecht.

Des Weiteren berichteten Sakurai et al. (1998), keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der hTERT-Expression und dem Alter eruiert zu haben, was auch in dieser
Untersuchung bestatigt werden kann. Gertler et al. (2004) beschrieben dieses
Phanomen ebenso fur kolorektale Karzinome, jedoch konnten sie zeigen, dass im
anliegenden Nicht-Karzinomgewebe mit steigendem Alter eine hTERT-
Expressionsabnahme stattfand (54). lwama et al. (1998) konnten an peripheren
gesunden Blutzellen zeigen, dass die Telomeraseaktivitat in zwei Phasen verlauft.
Bis zum 39. Lebensjahr nimmt die Telomeraseaktivitat zu, danach fallt sie auf null ab.

Im Gegensatz dazu steht die Telomerlange, die fast kontinuierlich abnimmt (55).
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Hakin-Smith et al. (2003) zeigten an Glioblastoma multiforme Gewebe keine
Assoziation zwischen dem Alter im Tumorgewebe und der Telomeraseaktivitat (56).
Die hTERT-Expression scheint somit fir Tumorgewebe nicht abhéangig vom Alter des
Patienten zu sein. Ferner konnte mit dem Nekrosenstatus, der Lokalisation und dem

Vorhandensein von Metastasen keine signifikante Korrelation aufgezeigt werden.

4.1.4. Cox-Regressionanalyse
Es wurde die Nitzlichkeit von hTERT als méglichen prognostischen Marker fur GIST
mittels der Cox-Regressionsanalyse zunachst univariat geprift. Dabei konnte
feststellt werden, dass unter anderem die hTERT-Expression, sowie auch die
Risikokategorien sich als signifikant darstellten. Dies konnten Sakurai et al. (1998)

ebenso zeigen (32).

In der multivariaten Prifung konnten als unabhangige prognostische Faktoren
Nekrosen, Metastasen sowie der histologischen Typ feststellt werden. Sakurai et al.
(1998) sowie Wong et al. (2003) ermittelten Ki67, als unabhangigen Faktor (57). In
dem Kollektiv dieser Arbeit waren der Proliferationsindex und die hTERT-Expression
nicht miteinander korreliert. Dabei priften Sakurai et al. (1998) an 23 Fallen
zusatzlich p53, Vimentin, CD34, a-SMA, Durchschnittsgr6Be und Ki67 auf einen
mdglichen prognostischen Wert und Wong et al. (2003) an 108 Fallen TumorgréBe,
Nekrosen, Mitoseindex, Ki67 und p53. Jedoch &uBerten sie sich nicht zu dem
Vorhandensein von Metastasen (32). Schneider-Stock et al. (2005) konnten den
Verlust von p16 in GIST als einen prognostischen Faktor definieren (28).

Sakurai et al. (1998), DeMatteo et al. (2000) und diese Arbeit konnten das Alter als
nicht signifikant herausstellen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass dieser
Parameter keinem Einfluss als prognostischer Faktor besitzt (9). Bei dem Geschlecht
konnte ebenso kein Einfluss nachwiesen werden. Dies berichteten Sakurai et al.
(1998) und Schneider-Stock et al. (2005) auch. Jedoch konnten DeMatteo et al.
(2000) und Rutkowski et al. (2006) das mdnnliche Geschlecht als prognostisch
schlechten Faktor ausmachen (58). Es bleibt abzuwarten, ob sich das ménnliche

Geschlecht als ein negativer prognostischer Faktor bestatigt.

Zusammenfassend scheinen das Vorhandensein von Nekrosen und Metastasen
sowie ki67 valide, unabhangige, prognostische Faktoren fir GIST zu sein. Jedoch
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zeigen diese GrdBen einen spaten Tumorzeitpunkt an und kénnen keine weitere
Aussage Uber die Prognose in Nekrosen- und Metastasenfreien GIST treffen. In
diesen Fallen ist die hTERT-Expression nitzlich, da sie dort das Potenzial hat,
Hochrisikogruppen zu definieren. In mehreren anderen Tumorentitaten konnte die
Telomeraseaktivitat bereits als unabhéngiger Faktor aufgezeigt werden. So wiesen
Bautista et al. (2007) dies fur rektale Karzinome nach (59) und Poremba et al. (2002)
zeigten diesen Fakt auch fir Brustkrebs (60). Tabori et al. (2006) konnten die
Telomeraseaktivitat als prognostischen Faktor bei kindlichen intrakraniellen
Ependyomen identifizieren. (51, 61). Hakin-Smith et al. (2003) zeigten an
Glioblastoma multiforme Tumoren eine deutlich schlechtere Prognose flur Tumoren
mit Telomeraseaktivitat als Tumoren, die den alternativen Verlangerungsprozess der
Telomere (ALT) ohne Telomerase benutzen (56).

4.2. hTERT als aussichtsreicher Marker
4.2.1. Anwendung mittels Microarrays und Immunhistochemie
Obwohl der Gold-Standard in der Tumordiagnostik die morphologische Beurteilung
ist, erwartet man von molekularen Markern, dass sie weniger subjektiv sind und stellt
hohe Anforderungen. Zum einen soll der prognostische Wert eindeutig
nachgewiesen sein, zum anderen wird erwartet, dass die Nachweismethode einfach,
eindeutig, standardisiert, kostenglnstig und wenig zeitintensiv ist. Das Herstellen der
Gewebemicroarrays bedeutet eine starke Vereinfachung der pathologischen
Auswertung von Kollektiven fiir die Forschung, jedoch auch zur Uberpriifung von
Laborstandards und Ringversuche. Als Nachteil ist hier zu beachten, dass die
Lokalisation der Stanze im Tumorgewebe nicht mehr nachzuvollziehen ist. Auch
muss das angrenzende Gewebe aus einem reprasentativen Bereich des Tumors
stammen. Um vergleichbare Microarrays herstellen zu kénnen, ist es notwendig ein

standardisiertes Verfahren Uber die Institutsgrenzen hinaus festzulegen.

Des Weiteren revolutionierte das Verfahren der Immunhistochemie die pathologische
Routinediagnostik. Es ist méglich, innerhalb von sehr kurzer Zeit ein spezifisches
Antigen mittels Antikérper im Gewebe zu detektieren. Der Aufwand gegeniber der
TRAP-Analyse ist um ein Vielfaches reduziert und mit Hilfe spezieller noch zu
entwickelnder Kits kdnnte ein standardisierter Test fir die Routinediagnostik

angewendet werden. Hiyama et al. (2001) zeigten, dass mit Hilfe der
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Immunhistochemie ein gutes Verfahren vorliegt, die Telomeraseaktivitat mittels der
hTERT-Expression schnell und sicher nachzuweisen (62). Tabori et al. (2006) und
Liu et al. (2006) konnten dies in ihren Kollektiven bestatigen (33, 61).

4.2.2. Telomeraseaktivitat in Tumorstadien und Resektionsgrenzen
Bei einigen Tumorarten unterscheidet die Telomeraseaktivitdt verschiedene
Tumorstadien. So konnten Yashima et al. (1998) eine Zunahme der
Telomeraseaktivitat von leicht verandertem Brustgewebe bis zu malignem Brustkrebs
feststellen (34). Sommerfeld (1996) konnte bei der Prostata zeigen, dass durch die
Telomeraseaktivitdt zwischen benigner Hyperplasie und Prostatakarzinom
unterschieden werden kann und diese mit dem Gleason Score korreliert (63). Yao et
al. (2006) zeigten an Ratten, dass die Telomeraseaktivitait von der
Hepatozytendegeneration Uber die Prakanzeroe bis zum Leberkarzinom signifikant

ansteigt (64). Weitere Beispiele sind in der Tabelle 9 dargestellt.

Gewebe Probenart Gewebe positive Telomerase
/Gesamtanzahl
Kopf/Nacken MundflUssigkeit Squamous Karzinom 14/44
Normal 1/22
Lunge Bronchiallavage Lungenkarzinom 29/37
gutartig 6/21
Pleuraerguss Lungenkarzinom 64/70
Benigne 3/52
Pankreas Pankreassaft Duktalkarzinom 9/12
Adenom 012
Pankreatitis 0/10
Kolon Kolonendoluminallavage Kolonkarzinom 9/15
entzlindliche Darmerkrankung 0/9
Mammae Feinnadelaspiration Invasives Karzinom 52/71
Fibroadenom 1/15
Fibrozystische Erkrankung 0/17
Normal 0/6
Prostata Biopsie Prostatakarzinom 17/19
Benigne Prostatahyperplasie 0/44
Blase Urin Blasenkarzinom 88/104
Karzinoma in situ 5/5
Zystitis 16/47
Normal 0/35
Ovar Peritonealflissigkeit Ovarkarzinom 37/42
Benigner Aszites 2/43
Cervix PAP-Abstrich Cervixkarzinom 15/17
intraepitheliale L&sion 19/32
Normal 3/33

Tabelle 9: Telomerase in minimal-invasiver klinischer Diagnostik
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Wichtig flr die Patienten ist unter anderem eine zlgige, genaue Diagnostik eines
Primartumors. Kommt es zur Operation, ist es von groBer Bedeutung flr die
Stadieneinteilung und die folgende Therapie, ob man im Gesunden resiziert hat und
einen RO-Status erreicht hat. Straub et al. (2001) konnten in 10,4% Telomerase
nachweisen aus auBerhalb des Resektionsgebietes gewonnenen Biopsien bei
Patienten nach einer radikalen Prostataektomie bei Prostatakarzinom im pT2-
Stadium. Die Autoren schlossen daraus, dass die Telomerase ein potenzieller
Parameter fiir das molekulare Staging von Resektionsgrenzen ist (65). Jedoch war
die Fallzahl mit 48 nicht sehr hoch und Verlaufsdaten zum Uberleben der Patienten
sind nicht vorhanden. Fabricius et al. (2003) untersuchten Basalzellkarzinome und
deren Resektionsgrenzen. Die Gruppe stellte fest, dass Patienten mit einem
Telomerase-positiven und histologisch tumorfreien Resektionsrand eine signifikant
kirzere ruckfallfreie Periode aufzeigten als Patienten mit Telomerase-negativen und
histologisch tumorfreiem Resektionsrand (66). In diesem Forschungsfeld ist somit
noch viel Engagement notwendig, um den Nachweis der Telomerase als
molekularen Marker fir Resektionsrander zu etablieren.

4.2.3. Telomeraseaktivitat in Korperflissigkeiten

Der Nachweis der Telomeraseaktivitat ist nicht auf einen Gewebeverband
beschrankt. Yao et al. (2006) konnten nachweisen, dass bei Hepatozellularem
Karzinom eine deutlich erhdéhte Telomeraseaktivitdt im Serum der Patienten zu
verzeichnen war (64). Dies erweitert das diagnostische Feld um ein Vielfaches. Da
auch GIST eine sehr gut durchblutete Tumorentitdt darstellen und der
Metastasierungsweg bevorzugt lokal oder hamatogen erfolgt, kann die Untersuchung
des Serums von Patienten mit GIST auf die Telomeraseaktivitdit von groBer
Bedeutung sein.

Kinoshita et al. (1997) konnten im Urin bezogen auf Blasenkrebs flr die
Telomeraseaktivitat eine Sensitivitdt von 89% im Gegensatz zur Zytologie mit einer
Sensitivitdt von 42% eruieren. Viel wichtiger erscheint jedoch der Fakt, dass im
Tumorstadium 1 die Telomeraseaktivitat in 75% positiv detektiert wurde und die
Zytologie nur in 8% (67, 68). Die Arbeitsgruppe um Botchkina (2005) konnte an 56
Patienten nach einer Prostatamassage in Form einer rektalen digitalen
Untersuchung, anhand des Urins Prostatazellen ausfindig machen. Es konnte fur
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diesen Test fur die Telomeraseaktivitat eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitat
von 88,6% im Gegensatz zum Serum-PSA von 88,9% und 76,7% nachgewiesen
werden. Sehr interessant ist, dass 12% der benignen Prostatahyperplasie eine
deutliche Uberexpression der Telomeraseaktivitat aufwiesen. Die Autoren hegen den
Verdacht, dass anhand der erhéhten Telomeraseaktivitat ein neuer prognostischer
Marker fir ein sehr friihes Prostatakarzinom noch im benignen Prostatahyperplasie-
Stadium gefunden wurde (69).

Die Gruppe um Tangkijvanich et al. (1999) untersuchten Aszitespunktate von
Peritonealkarzinomatose-Préparaten und dem Hepatozellularem Karzinom. Es
konnte festgestellt werden, dass die Telomeraseaktivitat im Gegensatz zur Zytologie
eine Sensitivitat von 76% zu 40% und eine Spezifitat von 95,7% zu 100% aufwiesen.
Die Autoren schlossen daraus, dass die Telomeraseaktivitat ein nitzlicher Detektor
far frGhe intraperitoneale Metastasen ist (70). Ein ebenso aussagekraftiges Ergebnis
bei Pleurapunktaten erzielte die Gruppe um Yang (1998) (71).

Ein weiteres Untersuchungsmedium ist die Bronchiallavage. Yahata et al. (1998)
konnten dabei eine Sensitivitat fir die Telomeraseaktivitdt von 82% im Gegensatz
zur Zytologie von nur 41% feststellen (72). In einer Studie der Gruppe um Dejmek et
al. (2000) konnte flur die Telomeraseaktivitat eine hohe Sensitivitat bei
Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom, groBzelligem Lungenkarzinom und
Kolonkarzinommetastasen, nicht jedoch mit dem kleinzelligen Lungenkarzinom
feststellen (73). Eine Routinediagnostik aller Bronchiallavagen insbesondere bei
Hochrisikogruppen z. B. bei langjahrigen Rauchern kénnte eine friihzeitige Detektion

eines Lungenkarzinoms bewirken.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich das diagnostische Feld flr die
Anwendung der Telomeraseaktivitdt nicht nur auf Gewebeverbande beschrankt,
sondern auf normale sowie pathologische Korperflissigkeiten erweitert werden kann.
Auch weitere Korperflissigkeiten oder Sekrete wie z. B. Liquor, Galle, Sputum,
Abstriche, Sperma, Vaginalsekret oder Stuhlproben sollten auf Telomeraseaktivitat

hin analysiert werden.



42

4.3. hTERT als mogliches Therapieziel
Bis 2002 blieb als einzige Therapieform die chirurgische Resektion. Mit der neuen
Méglichkeit, Tyrosinkinaseinhibitoren (Imatinib) als Chemotherapeutikum zu
verwenden, wurde die Uberlebenszeit metastasierter GIST von 10-20 Monaten auf
eine Drei-Jahres-Uberlebensrate von 60% deutlich verlangert (11). Die katalytische
Untereinheit der Telomerase, hTERT, ist in circa 90% aller Tumoren nachweisbar,
jedoch auch auf Keimzellen, Stammzellen und aktivierten Lymphozyten. Uziel et al.
(2005) konnten in c-kit-exprimierenden Zellen sowie nicht-exprimierenden Zellen eine
Inhibition der Telomeraseaktivitat mittels Imatinib zeigen. Es erfolgte eine 50%ige
Proliferationshemmung. Die Inhibition der Telomeraseaktivitat entstand durch post-
translationale Modifikation und durch die frihe Herunterregulation von hTERT (74).
Somit kdnnten additive Effekte der Telomeraseinhibition in der Tumorbekampfung

ausgenutzt werden.

4.3.1. Immunotherapie — hTERT als Oberflachenantigen

Die Expression des hTERT als Antigen erfolgt auf der Oberflache der Zellen, welche
auf Tumorzellen deutlich héher ist als auf normalen Zellen (75). Aus diesem Grund
ist hnTERT ein gutes Ziel flr eine Tumortherapie. Die Gefahr des Antigenverlusts
durch Veranderung der Tumorzelle ist sehr gering einzuschatzen, da die Tumorzelle
hTERT fir ihr eigenes Uberleben benétigt. Die Immunotherapie ist eine Maglichkeit,
die Telomerase als Therapieziel zu nutzen, indem eine Aktivierung von zytotoxischen
T-Lymphozyten gegen Telomerase-exprimierende Zellen erfolgt. Die T-Zellen lassen
sich in Verbindung mit den MHC-Klasse-Molekilen und kurzen Peptiden, die an der
Zelloberflache prasentiert sind und aus der Zelle stammen, aktivieren und zerstéren
darauf hin die Zelle (75).

Die Gruppe um Vonderheide (1999) konnte zytotoxische CD8"-T-Zellen mittels des
Peptids 1540 bei HLA-A2'-Status aktivieren und verschiedene Karzinomzellen
lysieren. Da Stammzellen ebenfalls positiv fir Telomerase sind, wurden diese auch
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass CD34" Zellen nicht lysiert wurden. Die
Arbeitsgruppe vermutete, dass hTERT das am weitesten exprimierte Tumor-
assoziierte Antigen ist (76). Die Arbeitsgruppe um Bernhardt (2006) zeigte in einer
Phase I/l Studie eine Immunantwort bei 24 von 38 Patienten. Die Patienten mit

einem nicht-resektablen Pankreastumor wurden mit GV1001 geimpft, welches sie gut
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vertrugen. Die mediane Uberlebenszeit in der intermediaren Dosisgruppe betrug 8,6
Monate, ohne Therapie liegt die Uberlebenszeit bei 3-6 Monaten. Die Ein-Jahres-
Uberlebensrate betrug 25% (77, 78). Jedoch handelte es sich um eine nicht-
randomisierte Studie mit geringer Fallzahl. Weitere Untersuchungen sind nétig, um

diese Ergebnisse zu verifizieren.

Weitere Peptide mit hdéherer Effizienz konnten identifiziert werden, die nicht nur
CD8*-T-Zellen bei HLA-A2"-Status aktivieren kdnnen, sondern auch andere HLA-
Varianten akzeptierten und auch CD4" Zellen aktivieren. Eine Polypeptid-Impfung
gegen verschiedene Epitope ist sinnvoll, da jeder Patient einen spezifischen HLA-
Status aufweist und nicht jedes Peptid exprimiert. Des Weiteren wird hTERT nicht
nur von Tumorzellen, sondern auch von Stammzellen, aktivierten Lymphozyten und
Keimzellen exprimiert. Eine Therapie kénnte zu Nebenwirkungen oder Autoimmunitat
fuhren. Jedoch gibt es bis jetzt in der Literatur keine Hinweise auf
Beeintrachtigungen von normalen Zellen oder von Autoimmunitat. Somit scheint ein

fahiges Immunotherapeutikum in naher Zukunft mdglich (75).

4.3.2. Chemotherapie — Telomerase als Target

Eine weitere Mdglichkeit eine Anti-Tumortherapie Gber die Telomerase zu bewirken,
besteht in der Entwicklung und Verwendung von spezifischen Chemotherapeutika.
Hier sind eine Reihe unterschiedlicher Ansatzpunkte vorhanden. Inhibiert man die
Telomerase spezifisch, kann man nicht nur die Vermehrungskapazitat der
Tumorzellen einschranken, sondern eventuell auch den Tod der Tumorzelle
veranlassen (46). Mittels Ribozymen kann man die RNA in der Zelle zerschneiden,
die somit funktionslos ist. Die Gruppe um Saretzki (2001) verwendete ein hTERT-
spezifisches Ribozym in Ovartumorzellen. Es konnte gezeigt werden, dass es nach
drei Tagen zu einer deutlichen Reduktion der Telomeraseaktivitdt und zum massiven
Zellverlust kam (79). Die erfolgreiche Hemmung der Telomeraseexpression auf der
Ebene der Transkription hat die Arbeitsgruppe um Pendino (2001) belegt. Sie
verwendeten Retinsdure und bewirkten in Leukamiezellen eine Verkirzung der
Telomere und den Zelltod (80).

Song et al. (2003) benutzten die hTERT-spezifische Tumorgentherapie bei
Ovartumorzellen und normalen Fibrozyten. Sie verwendeten dabei den hTERT-

Promotor als Identifikator fir Tumorzellen. Gebraucht eine Tumorzelle diesen
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Promotor, wird gleichzeitig das mit eingeschleuste HSV-TK, ein Suizidgen, exprimiert
und die Zelle geht in die Apoptose. Diesen Effekt konnte die Arbeitsgruppe
nachweisen. Die normalen Fibrozyten gingen nicht in Apoptose, jedoch 55% der

Ovartumorzellen (81).

Die Hauptschwierigkeit der Chemotherapie ist, wie man das therapeutische Agens
bei Patienten in die Zelle einschleust und diese Technik fir die klinische Routine
tauglich gestalten kann. Diese Punkte stellen hohe Anforderungen an die zukinftige
Forschung. Ein weiterer Diskussionspunkt ist die Toxizitdt der Chemotherapeutika.
Selbst wenn sie sehr spezifisch nur auf Telomerase-positive-Zellen wirken, kénnten
sie auch das Telomerase-positive-Knochenmark, die Keimzellen oder aktivierte
Lymphozyten treffen. Die eventuellen Nebenwirkungen sind bisher noch nicht

untersucht.

Zusammenfassend kann zu dem Ergebnis gekommen werden, dass hTERT ein
neuer prognostischer Marker fir GIST ist, insbesondere in den Subgruppen keine
Metastasen, Magentumoren und epitheloide Morphologie. Des Weiteren ist hnTERT
ein sehr geeigneter Marker, der nicht nur im Gewebeverband nachweisbar ist,
sondern sich auch in Korperflissigkeiten. Mit Hilfe der Immunhistochemie und
Microarrays ist er fir die klinische Routinediagnostik sehr gut verwendbar. Auch bei
der Resektionsgrenzenbestimmung kann hTERT als Marker eine groBe Rolle
spielen. Aufgrund seiner fast spezifischen Tumorexpression ist hnTERT ein gutes Ziel
fir die Antitumortherapie. Insbesondere die Immunotherapie kann sehr groBe
Fortschritte aufweisen. Jedoch auch die Therapie mittels Chemotherapeutika ist ein
Bereich der zuklnftigen Antitumortherapie.
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5. Zusammenfassung

Hintergrund: Es ist oft schwierig, das prognostische Verhalten von GIST
vorauszusagen und die Patienten einer zukinftigen adjuvanten Imatinib-Therapie
zuzuordnen. Es gab Hinweise, dass eine hTERT-Expression mit einem hohen

malignen Potenzial in vielen Tumoren verbunden ist.

Methoden: Um den prognostischen Wert der hTERT-Immunhistochemie zu testen,
wurden 239 primare GIST, welche als Proben auf Microarrays gesammelt wurden,
untersucht.

Ergebnisse: In dieser Arbeit konnte eine hTERT-Uberexpression in 36,4% der GIST
(Gber 20% der Zellkerne farbten sich an) nachwiesen werden. Eine Korrelation
zwischen hTERT-Expression und histologischem Typ konnte eruiert werden
(p=0,004), jedoch keine Korrelation mit Geschlecht, Alter, Lokalisation, Nekrosen,
Metastasen und den Risikokategorien. Die Uberlebensanalyse wurde anhand von
116 Féllen in einem Beobachtungszeitraum von 2-192 Monaten, Median 48 Monate
untersucht. Patienten mit hTERT-positivem Tumor zeigten eine signifikant kirzere
Uberlebenszeit (p<0,001) mit einem 1,9-fach héheren Risiko zu versterben. Die
hTERT-Uberexpression charakterisiert drei Subgruppen (keine Metastasen
(p=0,0002), epitheloide Morphologie (p=0,012) und Lokalisation Magen (p=0,0008)
mit einer schlechteren Prognose. In der Konfigurationsfrequenzanalyse konnte unter
anderem ein Typ (hTERT-Uberexpression/intermedidre/hohe Risikogruppe/
Versterben mit p<0,001) und ein Antityp (keine hTERT-Uberexpression/keine
Metastasen/Versterben mit p=0,009) identifizieren werden. In der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse zeigten sich die Parameter Nekrosen, Metastasen und der
histologische Typ als unabhangige prognostische Faktoren.

Fazit: Es kann festgestellt werden, dass die hTERT-Uberexpression in GIST ein
hohes prognostisches Potenzial hat, besonders bei epitheloider Morphologie, bei
Magen-GIST und metastasenfreien GIST.
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