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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind seltene Tumoren neuronalen Ur-
sprungs, die erst seit einigen Jahren als eigenstdndige Entitat definiert werden.
Histologisch kbnnen GIST anhand Mitoserate, Tumorgrof3e und Primartumorlokalisa-
tion in Risikogruppen hinsichtlich ihrer Dignitat eingeteilt werden, wobei jeder GIST
als potentiell maligne betrachtet werden sollte (Nilsson et al. 2005). Die Prognose der
an GIST erkrankten Patienten verschlechtert sich erheblich, wenn der Tumor
metastasiert oder Rezidive bildet (Tryggvason et al. 2005). Die endgultige
diagnostische und therapeutisch relevante Abgrenzung zu den differenzialdia-
gnostisch in Frage kommenden Tumoren wie dem Leiomyom l&asst sich derzeit nur
anhand von immunhistochemischer Analyse des Tumorgewebes auf die Tyrosin-
kinase c-Kit stellen, die von etwa 90% der GIST exprimiert wird (Hirota et al. 1998).
Trotz der Existenz dieses und weiterer Gewebemarker sind einfacher zugangliche
Differenzierungs- und Prognosemarker nicht vorhanden.

Der Wachstumsfaktor Midkine (MK)  spielt eine wichtige Rolle in der Tumorpro-
gression und wird von einer Vielzahl an Tumorentitaten verstarkt exprimiert (Garver
et al. 1993, Nakagawara et al. 1995, Aridome 1998). Immunhistochemisch konnte
eine MK-Expression im Primartumor bereits mit einer schlechten Prognose bei GIST-
Patienten assoziiert werden (Kaifi et al. 2007). In Studien wurde MK bereits im
Serum von Patienten mit verschiedenen Tumorentitaten nachgewiesen (Song et al.
1997, Shimada et al. 1997, Ikematsu et al. 2003).

Ziel der Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Dissertation durchgefthrt
wurden, ist es die MK-Expression in Gewebe- und Serumproben von GIST-Patienten
zu bestimmen. In einem Tissue-Microarray aus Gewebeproben von 60 Tumorenti-
taten soll untersucht werden, ob MK im Tumorgewebe von GIST-Patienten im Ver-
gleich zu den differentialdiagnostisch zu erwdgenden Tumorproben exprimiert wird.
Mittels Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA) soll MK im Serum von GIST-
Patienten detektiert und quantifiziert werden, um die Nutzbarkeit als Prognose-, Ver-
laufs- und Tumormarker im leicht zuganglichen peripheren Blut zu untersuchen. Des
Weiteren soll geklart werden, inwiefern MK als Serummarker eine Rolle im Therapie-
verlauf mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib spielt. Die Befunde der Gewebe- und
Blutuntersuchungen werden mit den Kklinischen Verlaufsdaten und den patho-
logischen Daten der Patienten korreliert.
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2. Einleitung

2.1) Midkine

2.1.1) Protein Midkine: Das Protein Midkine (MK), auch Neurite Growth-promoting
Factor 2 (NEGF2) genannt, wurde Ende der 1980er Jahre als das Produkt eines fur
Retinsaure responsiven Gens entdeckt (Kadomatsu 1988, Tomomura et al. 1990,
Matsubara et al. 1994).

MK ist ein an Cystein und basischen Aminosauren reiches Protein, das aus einer N-
und einer C-terminalen Doméane besteht. Die beiden Doménen nehmen je eine drei-
strangige [-Faltblattstruktur an und sind durch Disulfidbriicken miteinander verbun-
den (Matsubara et al. 1990, Iwasaki et al. 1997). Die C-terminale Doméane besitzt
zwei Heparin-Bindungsstellen und Ubt die biologischen Funktionen von MK aus
(Tomomura et al. 1990, Asai et al. 1997).

MK stimmt in seiner Aminosauresequenz zu 45% mit dem Wachstumsfaktor
Pleiotrophin HB-GAM (heparin-binding growth-associated molecule) Uberein. Die
beiden Proteine werden zu einer eigenen Familie zusammengefasst, die sich vor
allem strukturell von den anderen Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren (HBGF)
unterscheidet (Nakamoto et al. 1992, Muramatsu 1993, Muramatsu 2002).

2.1.2) Gen MDK: Das fur humanes MK kodierende Gen (MDK) liegt auf Chromosom
11p11.2 und besteht aus vier Exonen mit etwa 3500 Basepaaren (Matsubara et al.
1990, Tomomura et al. 1990). MDK besitzt ein Element, das retinsdure-abhangig die
MK-Expression induziert (Matsubara et al. 1994, Pedraza et
al. 1995). Ein weiteres Element auf MDK ist abhangig vom Wilms-Tumorsuppres-
sorgen WT1, welches die MK-Expression inhibieren kann (Adachi et al. 1996).

2.1.3) MK-Rezeptoren: Der genaue Weg der Signaltransduktion, Gber den MK seine
Wirkung vermittelt, ist noch unbekannt. Man nimmt an, dass der MK-Rezeptor ein
molekularer Komplex aus verschiedenen Proteinen ist. Uber Heparin-
Bindungsstellen kann MK an das Heparansulfat der extrazellularen Matrix binden.
Das Heparansulfat N-Syndecan ist auch direkter Bestandteil der Signaltransduktion
(Raulo et al. 1994, Nakanishi et al. 1997). MK bindet an die receptor-type protein
tyrosine phophatase z (RPTP z) und wirkt Uber das low density lipoprotein receptor-
related protein (LRP) sowie die anaplastische Lymphomkinase (ALK) und die
Protein-Tyrosin-Phosphatase ¢ (Maeda et al. 1999, Muramatsu et al. 2000).
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Es ist noch unklar, ob nur einzelne Rezeptoren an den unterschiedlichen biologi-
schen Funktionen von MK beteiligt sind, oder ob MK uber eine Vielzahl von
Rezeptoren seine Wirkung entfaltet. Maeda et al. konnten zeigen, dass die Bindung
von MK an die Protein-Tyrosin-Phosphatase ¢ die neuronale Migration stimuliert
(Sakaguchi et al. 2003). Die Bindung von MK an die ALK konnte mit der Induktion
von Tumorigenitat assoziiert werden (Stoica et al. 2002). Uber das LRP kann MK per
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, in den Nukleus gelangen und so das
Uberleben diverser Zellen fordern (Muramatsu et al. 2000).

Bei der Osteoblastenmigration und dem neuronalen Uberleben konnten Signaltrans-
duktionswege Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) oder die Extra-
zellularsignal abhangige Kinase (ERK) nachgewiesen werden (Qi et al. 2001, Owada
et al. 1999).

2.1.4) Biologische Aktivitat: MK {bt wichtige biologische Funktionen in der
Entwicklung, Angiogenese und Inflammation aus (Muramatsu et al. 1993, Kurtz et al.
1995). Wahrend der Embryogenese der Maus ist die MK-Expression zeitlich und
ortlich streng reguliert (Kadomatsu 1988, Matsubara et al. 1990). Wegen der starken
Expression wahrend der Mitte der Embryonalzeit (midgesetation) erhielt dieser
Wachstumsfaktor seinen Namen Midkine (Michikawa et al. 1993, Mitsiadis et al.
1995).

Die Funktion von MK bei der Entwicklung des Nervensystems ist bisher am grind-
lichsten erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass durch MK die Uberlebensrate von
embryonalen Neuronen erhéht wird und dass MK das Aussprossen von Neuriten, die
neuronale Differenzierung und die neuronale Migration stimuliert (Yoshida et al.
1995, Mochizuki et al. 1998, Wang et al. 1998).

In adulten Mausen und Menschen wird die MK-Expression stark eingeschrankt
(Kadomatsu 1988, Matsubara et al. 1990). Wahrend entziindlicher Prozesse, der
Wundheilung und der Kanzerogenese wird MK jedoch stark hochreguliert oder neu
induziert und spielt dann eine Rolle bei der Zellproliferation, Zellmigration, Fibrinolyse
sowie bei der Angiogenese (Muramatsu 1993, Matsubara et al. 1994, Muramatsu
2002).
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Verschiedene Studien haben sich mit den biologischen Funktionen von MK wéhrend
entzuindlicher Prozesse befasst und konnten eine anti-apoptotische, anti-inflammato-
rische und angiogenetische Funktion des Proteins nachweisen.

Nach Induktion eines experimentellen Gehirninfarktes bei Ratten konnte eine MK-
Expression in Astrozyten nachgewiesen werden (Yoshida et al. 1995, Nakamura et
al. 1998, Mochizuki et al. 1998). Intrathekale MK-Injektionen verzbgerten den
ischamischen Zelltod im Hippocampus bei Wistenrennméausen. MK konnte in vivo
Photorezeptoren im Auge von Ratten vor lichtinduziertem Schaden schitzen (Zhang
et al. 1995, Miyashiro et al. 1998). Bei Alzheimer Patienten bindet MK an die
Amyloid-3-Plaques und unterdriickt deren zytotoxische Aktivitat (Yasuhara et al.
1993).

MK wurde in der Synovia, den Synoviozyten und in Endothelzellen von
neugebildeten Blutgefalen bei chronischer Osteoarthritis und rheumatoider Arthritis
gefunden (Takada et al. 1997). In aortalen Endothelzellen von Rindern wurden durch
MK die Plasminogenaktivator-Spiegel und die Plasmin-Aktivitat erhéht (Kojima et al.
1995). Des Weiteren stimuliert MK die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen (Takada et al. 1997, Horiba et al. 2000).

2.1.5) MK bei malignen Tumorerkrankungen: Nicht nur bei entzindlichen
Reaktionen, sondern auch bei malignen Prozessen spielt MK eine Rolle. Es wird an-
genommen, dass MK die Tumorprogression vorantreibt, indem es Uberleben,
Wachstum, Migration und Angiogenese von Tumorzellen fordert (Kurtz et al. 1995,
Choudhui et al. 1997, Muramatsu 2002, Kadomatsu und Muramatsu 2004). In den
letzten Jahren konnte im Vergleich zu den benachbarten gesunden Geweben eine
erhohte MK-Expression in diversen Malignomen nachgewiesen werden.

In neuroektodermalen Tumoren konnte eine erhthte MK-Expression in MPNST,
Neuroblastomen, Astrozytomen, Schwannomen, Meningeomen und anderen ZNS-
Tumoren gezeigt werden (Nakagawara et al. 1995, Kato et al. 1999, Watson et al.
2004). Eine erhdhte MK-Expression wurde auch in Tumorgeweben anderer Herkunft,
wie dem hepatozellularen Karzinom, dem Osophaguskarzinom, dem Magen-
karzinom, dem kolorektalen Karzinom, dem Pankreaskarzinom, dem Prostata-
karzinom, dem Harnblasenkarzinom, dem Mammakarzinom, dem Bronchialkarzinom,
dem Schilddrisenkarzinom, dem Hodgin-Lymphom und in Wilms-Tumoren nachge-
wiesen (Garver et al. 1993, Tsutsui et al. 1993, Aridome 1998, Miyauchi et al. 1999,
Koide et al. 1999, Konishi et al. 1999, Kato et al. 2000, Maeda et al. 2007).
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Vor allem in Neuroblastomen, Astrozytomen und Harnblasenkarzinomen konnte eine
starke MK-Expression mit einer schlechten Prognose fur die Patienten assoziiert
werden (Nakagawara et al. 1995, Mishima et al. 1997, O’'Brien et al. 1996).

Eine erhthte MK-Expression konnte aullerdem bereits in frihen Stadien der
Kanzerogenese nachgewiesen werden. Etwa die Halfte der in einer Studie
untersuchten kolorektalen Adenome mit mittelgradiger Dysplasie hat eine MK-
Uberexpression gezeigt (Ye et al. 1999).

Als sekretorisches Protein kann MK auch im Blut nachgewiesen werden (Song et al.
1997). Erhdhte MK-Konzentrationen wurden beispielsweise im Blut von Patienten mit
Osophaguskarzinom und Neuroblastom detektiert (Shimada et al. 2003, Ikematsu et
al. 2003). Hohe MK-Konzentrationen sind nach Entfernung des Primartumors
gesunken (Kadomatsu und Muramatsu 2004). Beim Endometriumkarzinom konnte
die S-MK-Konzentration signifikant mit einer schlechten Prognose und dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen korreliert werden (Tanabe et al. 2008).
Es konnte gezeigt werden, dass die MK-Konzentration im Serum und Urin von
Patienten mit Magenkarzinom mit dem Tumorstadium assoziiert werden kann
(Shimada et al. 2003, Obata et al. 2005). Kirzlich wurde herausgefunden, dass MK
im Plasma von Patientinnen mit Mammakarzinom als neuer Marker dienen konnte,
der den alten peripheren Markern, wie dem carcinoembryonalem Antigen (CEA),
Uberlegen ist (Ibusuki et al. 2009).

Antisense oligo-DNA oder siRNA (small interfering Ribonukleinsaure) gegen MK,
unterdriickt das Tumorwachstum in Nacktméusen. MK kénnte zuklnftig in der
Krebstherapie von gro3ter Bedeutung sein (Dai et al. 2007).

All diese Studien legen nahe, dass MK eine wichtige Rolle in der Kanzerogenese und

Tumorprogression spielt und als neuer Tumormarker dienen konnte.
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2.2) Gastrointestinale Stromatumore (GIST)

2.2.1) Definition: Gastrointestinale Stromatumore (GIST) sind sehr seltene
Tumoren, die nur 0,2-1% der gastrointestinalen Malignome ausmachen. Sie gehoren
zur Gruppe der Weichgewebstumore, die zu etwa 10-15% ihren Ursprung im
Gastrointestinaltrakt (Gl) nehmen und sind der haufigste nicht-epitheliale Tumor des
Magen-Darm-Trakts.

Kennzeichnend fur GIST ist der Nachweis des Rezeptors c-Kit (CD117) auf der Zell-
oberflache der Tumorzellen.

Vor der heutigen Definition wurden GIST als benigne oder maligne Tumoren der
glatten Muskulatur oder als neuronale Tumoren eingestuft (Nilsson et al. 2005,
Fletcher et al. 2002, Connolly et al 2003).

2.2.2) Epidemiologie: GIST wurden erst vor einigen Jahren als eigenstandige
Entitat erkannt und definiert. In Studien konnte nach Revision der Histologie und
Immunhistochemie eine Inzidenz von 0,68-2 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwoh-
ner festgestellt werden (Tryggvason et al. 2005). Es wird angenommen, dass die
Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland etwa 1500 pro Jahr betragt (Jost et al.
2003, Reichardt et al. 2004). Die Pravalenz des GIST wurde auf etwa 13 Falle pro
100.000 Einwohner geschatzt (Nilsson et al. 2005).

Das mediane Alter der Erkrankung liegt zwischen 55 und 65 Jahren, 80% der
Patienten sind bei Diagnosestellung alter als 50 Jahre. Die Verteilung Manner zu
Frauen betragt etwa 54 zu 46% (Blay et al. 2005).

2.2.3) Atiologie: Die genaue Atiologie des GIST ist noch unbekannt.
Immunphanotypisch und ultrastrukturell zeigen GIST-Zellen Eigenschaften von inter-
stitiellen Cajal-Zellen (ICC), die als histogenetischer Ursprung des GIST diskutiert
werden (Kindblom et al. 1998, Sircar et al. 1999, Torihashi et al. 1999). ICC sind
Schrittmacherzellen des Gastrointestinaltraktes und stimulieren die gastrointestinale
Peristaltik, indem sie zwischen autonomem Nervenplexus und glatter Muskulatur
vermitteln. Da GIST jedoch auch an Lokalisationen entstehen, an denen keine ICC
lokalisiert sind (beispielsweise im Omentum), wird heute eher das Konzept vertreten,
dass GIST-Zellen und ICC aus einer gemeinsamen indeterminierten Stammzelle
entspringen (Miettinen et al. 1999).

In 67% der GIST-Zellen ist eine Mutation auf Exon 11 nachweisbar. Patienten mit
einer Mutation in diesem Exon sprechen am besten auf eine Therapie mit dem

Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib an.
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Am zweithaufigsten sind mit einem Anteil von 17% Mutationen auf Exon 9. Sie
konnten nur bei GIST des Dinndarms und Kolons nachgewiesen werden. Patienten
mit dieser Mutation sprechen schlechter auf Imatinib an als Patienten mit Exon 11
Mutationen, jedoch besser als Patienten mit einem Wildtyp-GIST. Selten kommen
auch Mutationen auf Exon 13 und 17 vor.

2.2.4) Einteilung: Seitdem GIST als eigene Entitat betrachtet wird, wurden weitere
Einteilungen des GIST in Untergruppen vorgenommen. Der Tumor kann eingeteilt
werden in GIST des Erwachsenen, familiaren GIST, kindlichen GIST und GIST bei
Neurofiboromatose Typ | (NFI). Diese Kategorien kdnnen dann weiter unterteilt
werden, beispielsweise nach Mutationstyp (c-Kit, PDGFRa oder Wildtyp), Mutations-
lokalisation und Tumorlokalisation.

Die meisten GIST sind sporadisch vorkommende GIST des Erwachsenen. Nur etwa
1-2% der GIST kommen bei Patienten unter 18 Jahren vor (Prakash et al. 2005,
Miettinen et al. 2005).

Die familidre Form des GIST ist duf3erst selten und betrifft nur etwa zwei Dutzend
Familien weltweit. Bei diesen Patienten, bei denen eine c-Kit Mutation in allen
Korperzellen vorhanden ist, treten je nach Mutationslokalisation neben GIST
verschiedene weitere Erkrankungen wie Mastozytose, partieller Albinismus und
Hyperpigmentationen auf (Robson et al. 2004, Zhang et al. 2005). Familiarer GIST
wird autosomal-dominant mit hoher Penetranz vererbt (Li et al. 2005).

Das Carney-Syndrom ist eine weitere eigenstandige Erkrankung, die sich durch die
Trias Magen-GIST, pulmonale Chondrome und extraadrenale Paragangliome defi-
niert und bevorzugt bei jungen Frauen auftritt.

2.2.5) Kilinik, Lokalisation und Metastasierung: Etwa ein Drittel der GIST
Patienten bleiben asymptomatisch (Kindblom et al. 2000). GIST werden héaufig
inzidentiell wahrend einer Laparoskopie/Laparotomie oder einer Computertomo-
graphie (CT) entdeckt (Joensuu et al. 2002). Bei symptomatischen Patienten ist das
Beschwerdebild je nach TumorgréfZe und Primartumorlokalisation variabel. Mit 50%
sind gastrointestinale Blutungen das haufigste Symptom. Des Weiteren kommen
haufig undefinierbare Bauchschmerzen (20-50%) und intestinale Obstruktionen (10-
30%) vor (Ghanem et al. 2003). Sekundar kann es durch Tumorblutungen zu einer

Anamie kommen.
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40-70% der GIST entstehen im Magen, 20-40% im Dunndarm und 5-15% im Dick-
darm. Weitere Lokalisationen sind Osophagus (<5%), Omentum (<5%), Mesenterium
und Retroperitoneum (Joensuu et al. 2002, Reichardt et al. 2004).

Als ,eGIST“ werden seltene, aulRerhalb des Gastrointestinaltraktes auftretende
Primartumoren bezeichnet.

In bis zu 50% der Falle streuen GIST Metastasen. Mehr als die Halfte der Patienten
stellt sich mit bereits fortgeschrittenem GIST vor und zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung sind bereits 15-50% der Tumoren metastasiert. Anders als gastrointestinale
Leiomyosarkome, die typischerweise in die Lunge metastasieren, streuen GIST vor
allem hamatogen uber die Vena portae in die Leber (65%) und in das Peritoneum
(20%) (Joensuu et al. 2002). Selten werden Metastasen in Lunge, Knochen,
Lymphknoten, Pleura und ZNS beobachtet. Auch nach Operation des Primartumors
haben GIST-Patienten ein hohes Risiko fur die Entwicklung von Metastasen und
Lokalrezidiven (Blay et al. 2005).

2.2.6) Risikostratifizierung und Prognoseeinschatzu ng: Bei der Erstmanifestation
eines GIST ist die Prognose kaum vorhersehbar. Metastasen oder Rezidive
verschlechtern die Prognose erheblich (Miettinen et al. 2001, Tryggvason et al.
2005). Kriterien zur Beurteilung der Aggressivitat von GIST wurden lange diskutiert.
Prognostisch am bedeutsamsten sind die beiden Faktoren Tumorgrof3e und
Mitoserate (Appelman und Helwig 1977, Corless et al. 2004).

Anhand der Konsensus Risikoklassifikation aus dem Jahre 2002 kodnnen diese
Faktoren mit dem Risiko fir Metastasen- und Rezidivbildung assoziiert werden
(Kindblom et al. 1998). Tumoren mit entweder einer hohen Mitoserate (>10/50 high-
power field [HPF]) oder einer Grol3e von tber 10 cm tendieren zu einem aggressiven
Verhalten (Fletcher et al. 2002, Miettinen et al. 2002). Allerdings kdnnen auch kleine
Tumoren mit niedriger Mitoserate metastasieren, weswegen alle Tumoren als poten-
tiell maligne zu betrachten sind. Die nachfolgende Tabelle (Tab. 1) fuhrt die Kriterien
zur Beurteilung der Aggressivitat nach Fletcher auf (Fletcher et al. 2002, Miettinen et
al. 2002).
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Tabelle 1: Kriterien zur Beurteilung der Aggressivitdt von GIST nach Fletcher und

Arbeitsgruppe

Risikogruppe Tumorgrofe Anzahl Mitosen

(cm) (pro 50 HPF)
sehr niedriges Risiko <2 <5
niedriges Risiko 2-5 <5
intermediares Risiko <5 6-10

5-10 <5
hohes Risiko >5 >5

>10 jede Anzahl

jede GroRRe >10

2007 wurde die Tumorlokalisation vom “Journal of the National Comprehensive
Cancer Network® (JNCCN) als dritter prognostisch bedeutsamer Indikator hinzuge-
fugt (Miettinen und Arbeitsgruppe; 2001, 2005, 2006). Dunndarm-GIST verhalten
sich aggressiver als Magen-GIST.

Weiter wurde in einer Veroffentlichung von Singer im ,Journal of Clinical Oncology*
gezeigt, dass Patienten mit Tumoren mit spindelzellfdrmiger Morphologie ein
langeres rezidivfreies Uberleben haben, als Patienten mit Tumoren mit epitheloider
Morphologie (Singer et al. 2002). Patienten mit gemischter Morphologie hatten die
kurzeste rezidivfreie Uberlebenszeit. Weitere Faktoren, die mit einem hohen Risiko
zur Rezidivbildung einhergehen, sind eine intraoperative Tumorruptur und eine R1/2-
Resektion.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate lag nach vollstandiger chirurgischer Resektion bislang
bei etwa 50%. Die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit metastasierten GIST
vor der Imatinib-Ara liegt bei 10-20 Monaten. Seit Einfihrung des Tyrosinkinase-
hemmers Uberleben 60% drei Jahre.

2.2.7) Diagnose, Histologie und Immunhistochemie: Bei klinischem Verdacht auf
einen GIST erlauben Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie
(MRT) genauere Aussagen uber Grofl3e und Struktur von Primartumor und eventuell
vorhandenen Metastasen. Auch die Fluorine-18-Fluordeoxyglucose (FDG)-
Positronen-Emissions-Tomographie (18FDG-PET) und die Endosonographie werden
zur Diagnostik eingesetzt. Mittels PET kann differenziert werden, ob es sich bei einer
Raumforderung um ein Rezidiv oder Narben handelt. Es kann aul3erdem schon sehr
frih anzeigen, ob eine Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie anschlagt (Blay et al. 2005).
In der Labordiagnostik hat die Bestimmung von Tumormarkern derzeit keinen
Stellenwert.
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Die Differenzialdiagnostik der GIST ist komplex und die endgtltige Diagnose kann
nur anhand von Tumorgewebsuntersuchungen gestellt werden.

Histologisch kdnnen GIST in drei Kategorien eingeteilt werden. 70% der Zellen zei-
gen ein spindelzellférmiges, 20% ein epitheloides und 10% ein gemischtes Zell-
muster (Blay et al. 2005). Bis zum Jahr 2000 wurden GIST falschlicherweise bei
spindelzellférmiger Morphologie als Leiomyom/Leiomyosarkom und bei epitheloider
Morphologie als benignes oder malignes Leiomyoblastom klassifiziert (Appelman und
Helwig 1977).

Obwohl bereits 1983 erstmals der Begriff ,GIST* von Mazur und Clark verwendet
wurde, konnte erst die 1998 von Hirota gemachte Entdeckung, dass die Mehrzahl
der GIST Mutationen im c-Kit (CD117) Gen enthélt, zu einer Definition des GIST als
eigenstandige Krebserkrankung fuhren (Hirota et al. 1998). Nach WHO 2001 ist die
CD117-Expression das am besten definierte Kriterium des GIST.

c-Kit ist ein transmembrandser Wachstumsfaktor-Rezeptor mit Stammzellfaktor
(SCF) als Ligand. In 85-90% der GIST-Zellen liegen Mutationen im c-Kit
Protoonkogen vor. Es kommt zu einer ligandenunabhéngigen Aktivierung der
Rezeptor-Tyrosinkinase, was zu einer permanenten Aktivierung des Rezeptors fuhrt.
Dadurch kommt es zu dauerhafter Zellproliferation und Inhibierung der Apoptose in
GIST-Zellen.

Eine positive c-Kit-Farbung kann GIST von anderen Neoplasien wie dem Leiomyom,
Leiomyosarkom und dem Schwannom abgrenzen. Neben den 90% der GIST-
Patienten, die eine Mutation im c-Kit aufweisen, sind bei 5% der Patienten
Mutationen im PDGFRa nachweisbar. 60-70% der GIST exprimieren CD34

(Zhang et al. 2005, Li et al. 2005). Die meisten GIST sind Desmin und S100 negativ.
Als Standard wird auch die Analyse der in der nachfolgenden Tabelle aufgezeigten
Marker anerkannt (Tab. 2) (Joensuu et al. 2002, Miettinen et al. 2002, Blay et al.
2005).
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Tabelle 2: Expressionsmuster der GIST und differentialdiagnostisch bedeutsamer Tumoren

nach Fletcher und Arbeitsgruppe (Human Pathol. 2002)

Marker GIST Leiomyogene Schwannome
Tumoren

CD117 +++ - -
85-90%

CD34 + + +
60-70% 10-15%

Aktin + + -
30-40%

Desmin (+) + -

Sehr selten

S100 (+) - +++

Ca. 5%

2.2.8) Therapie: Die operative Entfernung des Tumors ist nach wie vor erste Wabhl
fur lokalisierte, resektable GIST. Ziel der chirurgischen Therapie eines GIST ist die
komplette chirurgische Resektion (RO), ohne dabei die bei GIST zumeist vorhandene
Pseudokapsel zu zerstoren (Blay et al. 2005, Reichardt 2006). Indikation und
Ausmald der chirurgischen Intervention héngen von der Lage und GroRRe des
Priméartumors ab. Nach den neuesten JNCCN Leitlinien fur GIST sollen alle Tumore,
die eine Grol3e von 2 cm Uberschreiten, operativ entfernt werden. Das kurative Ziel
einer Operation wird jedoch selten erreicht, da GIST haufig rezidivieren. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate nach RO-Resektion variiert zwischen 50 und 65% und sinkt
bei fortgeschrittenen GIST auf etwa 35% (DeMatteo et al. 2000, Eisenberg und
Judson 2004). Die Rolle der chirurgischen Therapie bei metastasierten GIST nach
Imatinib-Therapie ist noch nicht ganz geklart. In einigen Studien wird gezeigt, dass
Chirurgie bei metastasierten oder weit fortgeschrittenen GIST keinen grof3en
Uberlebensvorteil fiir die Patienten bringt (Gronchi et al. 2005, Gronchi et al. 2007,
Hohenberger et al. 2006, Raut et al. 2006).

Die Entdeckung, dass eine mutierte Tyrosinkinase fur die Entstehung von GIST ver-
antwortlich ist, fihrte schlieBlich zum gleichen Behandlungsansatz wie bei chronisch
myeloischer Leukamie (CML).

Eine bedeutende Rolle spielt dabei der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib (Gleecev®),
der nicht nur BCR-ABL, das die chronisch myeloische Leukadmie (CML) verursacht,
sondern auch c-Kit, PDGFRa und andere Formen der Abl-Enzyme inhibiert
(Buchdunger et al. 2000, Demetri et al. 2002, Dewar et al. 2005).
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Imatinib bindet kompetitiv an die ATP-Bindungsstelle spezifischer Tyrosinkinasen,
was die Phosphorylierung von Tyrosinresten verhindert (Deininger et al. 2001). Es
resultiert eine Hemmung der Zellproliferation und ein Wiedereinsetzen der Apoptose
in den Tumorzellen (D’Amato et al. 2005, Krause und Van Etten 2005).

Neben den Indikationen fur Patienten mit CML, akuter lymphatischer Leuk&amie
(ALL), myelodysplastischem Syndrom (MDS) und Dermatofribrosarkom protuberans
wurde Imatinib 2002 fur die Behandlung von erwachsenen Patienten mit CD117
positiven nicht resektablen und/oder metastasierten GIST und fur die adjuvante Be-
handlung Erwachsener mit signifikantem Risiko eines Rezidivs nach Resektion
c-Kit-positiver GIST zugelassen (Novartis Oncology).

Seit der Einfuhrung von Imatinib hat sich die Prognose von Patienten mit fortge-
schrittenen und/oder metastasierten GIST drastisch verbessert. Vor der Zulassung
von Imatinib bestand die einzige Behandlungsoption fir GIST-Patienten mit fortge-
schrittener Erkrankung in der Gabe von konventioneller Chemo- und
Strahlentherapie, gegen die jedoch die meisten GIST resistent sind. Durch die hohe
Resistenzrate und die Toxizitat der Strahlentherapie auf die den Tumor umgebenden
Gewebe ist der Wert dieser Therapieform begrenzt (DeMatteo et al. 2000, Demetri et
al. 2004, Eisenberg und Judson 2004). Gegen Chemo- und Strahlentherapie
resistente Patienten mit GIST-Metastasen oder -Rezidiven hatten nach chirurgischer
Resektion ein medianes Uberleben von 12 Monaten (Bucher et al. 2004, Blay et al.
2005). Nach der Einfuhrung von Imatinib zur Therapie von Patienten mit GIST konnte
nach einer 52 Monate langen Nachverfolgungszeit einer Phase 2 Studie gezeigt
werden, dass bei 84% der Patienten mit fortgeschrittenen GIST die Krankheit
stabilisiert werden konnte oder noch bessere Ergebnisse erzielt wurden (16% stabile
Erkrankung, 67% partielle Remission, 1% komplette Remission) (DeMatteo et al.
2000, Demetri et al. 2004,). Etwa 85% der GIST-Patienten sprechen auf Imatinib mit
signifikanter Reduktion der Tumormasse oder einem Tumor-Wachstumsstop an.
Durch die selektive Wirkung von Imatinib konnten auch die toxischen
Nebenwirkungen einer konventionellen Chemo- oder Strahlentherapie limitiert
werden. Die mediane Uberlebenszeit unter Imatinib-Therapie betragt 4,8 Jahre.
Haufig erflllt die initiale Antwort auf die Imatinib-Therapie bei GIST Patienten nicht
die Response Evaluation Criteria in Solid Tumor (RECIST) Leitlinien fir
Therapieerfolge. GIST konnen sich trotz gutem Therapieansprechen langsam
verkleinern oder nur einen Wachstumsstillstand wéhrend der Therapie aufweisen.
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Das 18FDG-PET ist eine gute Hilfe zur Evaluation des Therapieerfolges. Mittels PET
kann der Therapieerfolg schon 24 Stunden nach Therapiebeginn evaluiert werden.

Signifikante Aktivitatsverlust konnen innerhalb eines Monats nachvollzogen werden,
wahrend diese im CT erst viel spater sichtbar werden. Die primar gegen Imatinib
resistenten Patienten konnen mittels PET identifiziert werden und Therapie-

alternativen sollten erwogen werden.
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3. Material und Methoden

3.1) Studiendesign und Patientenkollektiv

Die wissenschaftlichen Projekte im Rahmen dieser Dissertation wurden mit offizieller
Zustimmung der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg durchgefiihrt. 96 GIST
Patienten aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz wurden retrospektiv
ausgewahlt. Von allen Patienten deren Serum-, oder Gewebeproben untersucht wur-
den, liegt eine schriftliche Einwilligungserklarung vor.

Die Teilnahme der Klinik fir Allgemein-, Viszeral-, und Thoraxchirurgie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) an einem Diagnostik-Projekt fur
GIST, das von der GIST-Selbsthilfeorganisation ,Das Lebenshaus e.V.* unterstitzt
wird, ermoglichte die Sammlung einer grol3en Anzahl von GIST-Blutproben.

,Das Lebenshaus e.V.” ist ein gemeinnitziger Verein, der seit 2003 Patienten mit
verschiedenen Krebserkrankungen (darunter GIST) und deren Angehérige in
Deutschland, der Schweiz und Osterreich in Kooperation mit medizinischen
Experten, der Pharmaindustrie und anderen Patientenorganisationen informiert und
betreut.

Weitere Patienten konnten mit freundlicher Unterstiitzung des Pharmaunternehmens
.Novartis Oncology” rekrutiert werden, das GIST-Patienten durch das Auslegen von
Laufzetteln in onkologischen Praxen Uber das Projekt informierte.

An der Forschung interessierte GIST Patienten lie3en sich in ihrem betreuenden
Krankenhaus oder ihrer onkologischen bzw. Hausarztpraxis venodses Blut
entnehmen. Das Blut wurde zusammen mit der Forschungseinwilligung der Patienten
und den gegebenenfalls vorhandenen klinischen Daten (z.B. Operationsberichte, CT-
Befunde) gekuihlt mittels Kurier an die Abteilung fur Allgemein-, Viszeral-, und
Thoraxchirurgie des UKE versandt. Es wurde angestrebt, dass die Patienten regel-
mafig alle drei Monate Blut an das UKE schicken. Unglicklicherweise wurden in
einigen Fallen die Blutentnahmen unregelméafig durchgefiihrt oder es fehlten
vollstandige klinisch-pathologische Befunde.

Aus dem Vollblut wurde nach Zentrifugieren Serum extrahiert und bei -20° Celsius
eingefroren oder sofort mittels ELISA weiter verarbeitet.
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Die Blutproben wurden aufgrund der Seltenheit des Tumors zunachst alle gesammelt
und verarbeitet, ohne eine Vorauswahl zum Beispiel durch verschiedene Therapiere-
gime zu treffen. Alle Patientendaten, einschlief3lich Alter, Geschlecht, Tumorgrolie,
Mitoserate, Primartumorlokalisation, Metastase, Rezidiv und Imatinib-Therapie wur-
den den gegebenenfalls mitgesendeten klinischen und pathologischen Befunden
entnommen.

Zusatzlich wurden im Rahmen der Vorbereitung auf dieses Projekt in Zusammenar-
beit mit dem Blutspendedienst des UKE (Prof. Dr. Kihnl) 148 Blutproben von
gesunden Blutspendern, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme mindestens 30 Jahre

alt waren, fur die Studie zu Kontrollzwecken gesammelt.

3.2) Tissue-Microarray und Immunhistochemie

In Vorarbeiten konnte eine MK-Uberexpression in 57 GIST-Tumorproben bereits mit
einer schlechten Prognose korreliert werden. Aus diesem Grund wurde im ersten Tell
dieser Studie ein Multi-Tumorarray mit Tumorproben von unter anderem GIST und
Leiomyomen angefertigt.

3.2.1) Tissue-Microarray: Der Begriff Microarray bezeichnet molekularbiologische
Untersuchungssysteme, die es ermdglichen mehrere tausend Einzelnachweise in
einer geringen Menge Probenmaterial zu analysieren.

Um im Tissue-Microarray (TMA) untersucht zu werden, werden Gewebe unter-
schiedlicher Herkunft (z.B. unterschiedliche Tumorentitdaten) zunachst in Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet und mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt.

Anschliel3end werden dinne Schnitte angefertigt. Aus den Schnitten werden préazise
Stanzkerne aus selektierten Bereichen des Gewebes (Donorblock) enthommen und
auf einem neuen Paraffinblock (Empfangerblock) mit regelmallig ausgestanzten
Lochern platziert. Die Schnitte des Tissue-Arrays konnen fur alle histologischen
Farbeverfahren und in situ Analysen verwendet werden

3.2.2) Prinzip, Durchfihrung und Auswertung der Imm unhistochemie: Die
Immunhistochemie (IHC) ist eine der zentralen Methoden der histopathologischen
Diagnostik und Forschung. Das Prinzip der IHC beruht auf dem Einsatz von AK,
durch deren spezifische Bindung die Verteilung bestimmter Antigene (AG) am
histologischen Schnitt oder in Zellen sichtbar gemacht werden kann. Durch
Koppelung des AK an Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme, partikulares Material (z.B.
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Goldpartikel) oder radioaktive Isotope kann die Verteilung des nachzuweisenden AG
aufgezeigt werden. Als Enzyme werden meist Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-
Peroxidase (HRP)) oder alkalische Phosphatase (AP) eingesetzt. Durch die
enzymatische Aktivitat wird ein farbloses Chromogen in ein farbiges Enzymprodukt
umgewandelt.

Fur die Antikoérperfarbung wird fixiertes Gewebe verwendet, das beispielsweise mit-
tels Mikrotomschnitt aus Gewebeproben entnommen werden kann. Das Standard-
verfahren ist die Formalinfixierung. Durch Formalin werden die Proteine miteinander
vernetzt, was aber auch dazu fuhrt, dass antigene Strukturen maskiert werden. Die
Molekilvernetzungen lassen sich durch Andauen der Schnitte mit Pronase E (Ge-
misch verschiedener Proteasen), Protease oder Trypsin aufbrechen. Als Alternative
zur Formalinfixierung bietet sich bei empfindlichen AG die Gefriertechnik an.

Von den diversen immunhistochemischen Farbemethoden soll im Folgenden nur auf
die Methode eingegangen werden, die fur die dieser Dissertation zugrunde liegenden
Studie genutzt wurde, das Verfahren der l6slichen Enzym-Immunkomplexe. Fir
dieses Verfahren existieren 2 Methoden: Die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische
Phosphatase (APAAP)-Methode und die von uns verwendete Peroxidase-
Antiperoxidase (PAP)-Methode. Bei der PAP-Methode bestehen die Immunkomplexe
aus drei Molekulen Enzym und zwei Antikoérpern, die gegen das Enzym gerichtet
sind. Der Sekundar-AK fungiert als Bricke zwischen Primar-AK und PAP-Komplex.
Nach Bindung des Primarantikdrper an das zu untersuchende AG werden
Sekundarantikorper (Bruckenantikorper), loslicher Enzym-Immunkomplex und
Substrat hinzugegeben. Der Primarantikérper und der AK des Enzym-
Immunkomplexes entstammen derselben Spezies, so dass der Brickenantikorper
diese beiden verbinden kann.

Das Enzym Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) setzt als Substrat
Wasserstoffperoxid um. Die freiwerdenden Protonen oxidieren das Chromogen zu
seinem farbigen Endprodukt unter Bildung von Wasser. Es existiert eine Vielzahl an
Chromogenen. Das in dieser Studie eingesetzte 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)/
EnVision Polymer-HPR (K3468 and K4003; Dako, North America, USA) bildet nach
seiner Umsetzung ein braunes Endprodukt.

Die GIST-Gewebeproben wurden zunachst in vierprozentig gepuffertem Formalin
fixiert, in Paraffin eingebettet und mit Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbt. Die mittels
.Paraffin Sectioning Aid System“ (Instrumentics, Hackensack, NJ, USA)
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angefertigten drei Mikrometer dicken Schnitte wurden aus Donorblocken
reprasentativer Tumorregionen aus den jeweiligen Primartumoren gewonnen.
Gewebezylinder mit je 0,6 mm Durchmesser wurden dann aus den jeweiligen
Regionen des Donorblocks mittels einem vom Institut far Pathologie des
Universitatsklinikums Eppendorf selbst hergestelltem halbautomatischem Tissue-
Arrayer entnommen.

Fur die IHC wurde ein kommerzielles Kit fur in Paraffin eingebettete Gewebe der
Firma Novus Biologicals verwendet. Als Primarantikérper dient ein monoklonaler
Kaninchen AK (IgG; Clone EP1143Y, 1:450; Novus Biologicals, Littleton, CO, USA)
gegen das C-terminale Ende von humanem MK.

Testdurchfihrung: Die Tumorproben des TMA wurden immunhistochemisch mit
einem Antikorper (AK) gegen das C-terminale Ende von humanem MK gefarbt.

Nach Entparaffinieren wird eine durch Hitze induzierte AG-Demaskierung
durchgefiihrt. Um endogene Peroxidase zu inaktivieren, werden die Schnitte mit
dreiprozentigem H,O, bedeckt und anschlieRend mit Block-Puffer inkubiert.

Der mit Block-Puffer verdiinnte Primar-AK wird auf jeden Schnitt gegeben und Uber
Nacht inkubiert. Nach einem Waschgang wird der in Blockpuffer verdiinnte und mit
HRP konjugierte Sekundar-AK auf jeden Schnitt gegeben. Durch Zugabe von DAB-
Substrat entwickelt sich die passende Farbung.

Abschlieend werden die Schnitte mit H.E gegengefarbt, dehydriert und mit
Permount Medium bedeckt.

Testauswertung: Im TMA wurden neben etwa 4500 Proben von 60 Entitdten 39
GIST-Proben und 17 Leiomyom-Proben von chirurgisch im UKE resezierten
Tumoren untersucht. Die immunhistochemische Analyse und Auswertung erfolgte
durch drei unabhangige Personen. Bei unterschiedlichen Meinungen bezuglich eines
Schnittes galt die des Pathologen als verbindlich. Die Intensitat der Farbung wurde in
einer vierstufigen Skala eingeteilt (0, 1+, 2+, 3+). Die Ergebnisse aller TMAs wurden
dann in drei Kategorien unterteilt: negativ (keine detektierbare Farbung im Vergleich
zur unspezifischen Hintergrundfarbung), schwach positiv (1+) und stark positiv (2+
oder 3+).
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3.3) Enzyme linked Immuno sorbent assay (ELISA)

Um die Detektion von MK auch in Serumproben vorzunehmen, wurden bereits in
ausgiebigen Vorversuchen verschiedene ELISA-Systeme getestet, um eine optimale
Bestimmung des Proteins im Serum zu gewahrleisten.

3.3.1) Prinzip und Methoden des ELISA : Als ELISA bezeichnet man ein
immunologisches Nachweisverfahren (Assay), das zur Gruppe der Immunoassay-
Verfahren gehort. Immunoassays gehéren zu den am weitesten verbreiteten
Methoden in der Bioanalytik. Mit Hilfe des ELISA kdnnen durch AG-AK-Bindung
Proteine, Viren, aber auch niedermolekulare Verbindungen wie Hormone und Toxine
in einer flussigen Phase (z.B. Korperflissigkeiten) nachgewiesen werden. Zum
Nachweis und zur quantitativen Bestimmung des Analyten werden markierte
Reagenzien verwendet.

Es gibt unterschiedliche Formen des Immunoassays. Im Folgenden soll nur auf den
in dieser Studie verwendeten Sandwich-ELISA eingegangen werden.

Im Sandwich-ELISA werden zwei AK, die beide spezifisch an das nachzuweisende
AG binden, verwendet. Um sich nicht gegenseitig zu behindern, binden beide AK an
unterschiedliche Bindungsstellen des AG. Der Primarantikorper wird an eine feste
Phase gebunden.

Fur den ELISA werden in der Regel sog. Mikrotiterplatten mit einer definierten Anzahl
an Vertiefungen mit einem bestimmten Volumen verwendet.

Die Probe mit dem nachzuweisenden AG wird dann in die Kavitdten gegeben, inku-
biert und der Primarantikérper kann hinzugegeben werden, um spezifisch an das
nachzuweisende AG zu binden. Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte
gewaschen um die ungebundenen, Uberschissigen Primarantikbrper zu entfernen.
Im nachsten Schritt wird ein zweiter AK, der Detektions-AK, zugegeben, an dessen
Ende ein Enzym, meist HRP oder AP, gebunden ist. Er bindet ebenfalls spezifisch an
das AG und es entsteht der Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex (Sandwich).
Nach grundlichem Auswaschen von Uberschiissigem Detektions-AK wird ein zum
Enzym passendes chromogenes Substrat zugegeben und vom Enzym umgesetzt,
wodurch ein Farbumschlag entsteht.

Beim ELISA werden Enzyme verwendet, die eine chemische Reaktion katalysieren,
bei der das Enzym ein Substrat umsetzt und dadurch als Reaktionsprodukt ein Farb-
umschlag (chromogenes Substrat), eine Fluoreszenz oder eine Chemolumineszenz

nachgewiesen werden kann. Fir eine exakte Konzentrationsbestimmung des
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Analyten in der flissigen Phase ist eine Kalibrationskurve, fur die Proben mit
bekannter Analytkonzentration mitgemessen werden, notwendig. Nach der Erstellung
einer Kurve, bei der die gemessenen Aktivitdten im Assay gegen die jeweiligen
Konzentrationen des Analyten in den Vergleichsproben aufgetragen werden, lasst
sich die Konzentration des Analyten in den zu untersuchenden Proben aus der Kurve
berechnen. Die Signalstarke ist also eine Funktion der Antigenkonzentration, so dass
der ELISA auch fur quantitative Nachweise verwendet werden kann.

3.3.2) Durchfihrung und Auswertung des ELISA: Die GIST-Blutproben wurden
mittels Sandwich-ELISA zur Detektion von humanem MK im Serum mit einem
kommerziellen humanen MK-ELISA Kit (BioVendor®, Heidelberg, Germany)
verarbeitet.

Testdurchfihrung:  Im humanen MK-ELISA werden je 100 ul des Standards
(rekombinantes 14,6 KiloDalton (kDa) groRes Protein aus 131 Aminosauren), einer
Qualitatskontrolle und der zu verarbeitenden Proben in Doppelbestimmungen auf
eine bereits mit einem polyklonalen gegen menschliches MK im Serum gerichteten
Primarantikorper vorbeschichtete Mikrotiterplatten pipettiert (solide Phase).

Die Platte wird bei RT zwei Stunden auf einem Schuttler mit 300 Rotationen pro
Minute (rpm) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0,35 ml Waschlésung pro
Kavitat wird die Platte auf einem Papiertuch abgeklatscht.

Anschlieend werden 100 ul des biotinylierten, polyklonalen gegen humanes MK
gerichtete Detektions-AK pro Kavitat hinzugeben. Nach erneutem Waschen wird 100
pl Streptavidin-HRP pro Kavitat hinzugegeben und inkubiert. Anschlie3end werden
100 pl des Substrates H,O,-Tetramethylbenzidine (TMB) pro Kavitat auf die Platte
pipettiert und die Platte zum Inkubieren in Alufolie als Lichtschutz eingepackt. Die
verwendete Substratlosung TMB erzeugt nach etwa 10-15 Minuten Inkubationszeit
einen Farbumschlag von gelb nach blau. Die Reaktion wird durch Zugabe von je 100
pl einer sauren Losung gestoppt. Die Absorption der blauen Ldsung kann
photometrisch bei 450 Nanometer (nm) (OD450) Wellenlange im ELISA-Lesegerat
(Dynatech MR 500) gemessen werden.

Das von uns benutzte Computerprogramm Mikrowin 2000® berechnet die
Konzentrationen aus den gemessenen Absorptionen automatisch. Die
Standardkurve wird bei einer Wellenlange von 450 nm gegen die Konzentration von

humanem MK im Serum berechnet.

-19 -



Material und Methoden

Das Detektionslimit (Konzentration des Analyten, mit einer hoheren Absorption als
die des Puffers plus dreifache Standardabweichung) betragt 33 pg/ml. Werte, die
diese Konzentration oder eine niedrigere besal3en, wurden von uns fur die
statistische Auswertung als 33 pg/ml definiert.

Die benutzten Antikorper richten sich spezifisch gegen humanes MK, es existieren

keine Kreuzreaktivitdten gegen den verwandten Wachstumsfaktor Pleiotrophin.

3. 4) Statistische Analyse

,Statistical Package for Social Sciences* (SPSS®) fur Windows (Version 11.5.1)
(SPSS® Inc., Chicago, IL, USA) wurde zur statistischen Auswertung verwendet. Sta-
tistische Signifikanz der Korrelationen zwischen den MK-Konzentrationen und
klinisch-pathologischen Daten wurde mittels Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis-
Test und T-Test nachgewiesen. Die Kreuztabellen-Statistiken wurden mittels Fishers-
Test berechnet. Die Uberlebensanalysen wurden mit der Kaplan-Meier-Methode be-
rechnet und statistische Signifikanzen wurden mittels log-rank-Test nachgewiesen.

Als statistisch signifikant wurden p-Werte< 0,05 in zweiseitigen Tests festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1) Tissue-Microarray (TMA)

4.1.1) MK-Expression bei Patienten mit Osophagus-, Kolon-, Bronchial- und
Pankreaskarzinom: Die Ergebnisse einiger der im TMA untersuchten Entitaten
werden im Folgenden kurz dargestellt (s. Tab. 3). 39 der 56 (70%) untersuchten
Gewebeproben aus Plattenepithelkarzinomen des Osophagus zeigten keine MK-
Farbung, 9 (16%) waren schwach MK positiv und 8 (15%) stark MK positiv. Bei den
Adenokarzinomen des Osophagus waren 24 von 59 (41%) negativ, 7 (13%) schwach
positiv und 27 (46%) stark positiv.

24 der 45 (53%) untersuchten low grade Kolonkarzinome waren MK negativ, 8 (18%)
schwach positiv und 13 (29%) stark positiv, wohingegen 19 der 35 (54%)
untersuchten high grade Kolonkarzinome stark MK positiv, 5 (14%) schwach positiv
und 11 (31%) negativ waren.

Von den insgesamt 198 untersuchten Bronchialkarzinomen waren nur 29 (15%) MK
negativ. 6 der 10 (60%) untersuchten nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome
(NSCLC), 46 der 70 (66%) untersuchten Adenokarzinome, 43 der 57 (75%)
Plattenepithelkarzinome, 10 der 13 (77%) bronchioalveolaren Karzinome und 12 der
15 (80%) kleinzelligen Bronchialkarzinome (SCLC) lieRen sich stark MK positiv an-
farben.

13 der 19 (68%) neuroendokrinen Pankreaskarzinome, 41 der 56 (73%) duktalen
Adenokarzinome des Pankreas und 23 der 28 (82%) Pankreasadenokarzinome der

Papille waren stark MK positiv.
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Tabelle 3: Darstellung der untersuchten Entitaten mit Auffihrung der Gesamtzahl aller
untersuchten Tumorproben und der Anzahl an MK stark positiv gefarbten Tumorproben

Entitat Anzahl gesamt | stark positive
Féarbung
Anzahl (%)
Osophaguskarzinom
Plattenepithelkarzinom 56 8 (15%)
Adenokarzinom 59 27 (46%)
Kolonkarzinom
Low grade 45 13 (29%)
High grade 35 19 (54%)
Bronchialkarzinom
NSCLC 10 6 (60%)
Adenokarzinom 70 46 (66%)
Plattenepithelkarzinom 57 43 (75%)
Bronchoalveolares Karzinom 13 10 (77%)
SCLC 15 12 (80%)
Pankreaskarzinom
Neuroendokrin 19 13 (68%)
Duktales Adenokarzinom 56 41 (73%)
Papillares Adenokarzinom 28 28 (82%)

4.1.2) MK-Expression bei Patienten mit GIST und dif ferentialdiagnostisch
relevanten Tumoren: Im TMA wurden Gewebeproben von 39 im UKE resezierten
GIST, 17 Leiomyomen, 52 Neurofiboromen, 26 Leiomyosarkomen und 14
Schwannomen auf eine etwaige MK-Expression untersucht.

Eine MK-Expression konnte in etwa 60% der GIST-Proben festgestellt werden, 18
(46%) der GIST-Gewebeproben waren stark positiv (s. Abb. 1). Gegenlber den
benignen differentialdiagnostisch zu erwadgenden Tumoren lieBen sich GIST gut
abgrenzen: Unter den Leiomyomen waren 12 der 17 (71%) Proben negativ. Eine
starke Farbung konnte in nur einem (6%) der Leiomyome gefunden werden.

44 der 52 (83%) untersuchten Neurofiborome waren MK negativ, nur 2 (4%) waren
stark MK positiv.

Die MK-Expression bei den malignen differentialdiagnostisch zu erwagenden Entita-
ten unterschied sich hingegen weniger deutlich von der Farbung bei GIST. 8 der 26
(31%) untersuchten Leiomyosarkome und 5 der 14 (36%) malignen Schwannome
waren stark MK positiv.

-22 -



Ergebnisse

A B GIST Leiomyom

Abbildung 1. MK-Expression bei GIST- und Leiomyom-Gewebeproben. Die immunhistochemische
Farbung wurde mittels PAP-Methode mit einem monoklonalem Antikorper (Clone EP1143Y) gegen
Midkine durchgefihrt. (A) zeigt einen kompletten Tissue-Microarray (TMA) (B) zeigt ein Beispiel eines

einzelnen Gewebespots eines GIST und eines Leiomyoms (Vergro3erung, x100).

4.2) ELISA

4.2.1) Serum-MK-Konzentration bei Patienten mit Oso phagus-, Kolon-,
Bronchial- und Pankreaskarzinom: Die Ergebnisse der Serumuntersuchung aller
untersuchten Tumorpatienten und der Kontrollprobanden sind Tabelle 3 zu
entnehmen. Die mittleren (x Standardabweichung (SD)) und medianen (25. und 75.
Perzentile) MK-Konzentrationen im Serum aller untersuchten Tumorpatienten waren
im Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden erhoéht. Der Mittelwert der S-MK-
Konzentration der Kontrollprobanden betrug 128 (£115) pg/ml, die mediane S-MK-
Konzentration 99 (33 und 198) pg/ml (s. Tab. 4 und Abb. 2).

Tabelle 4 : Mittlere und mediane S-MK-Konzentrationen bei Patienten mit Osophagus-,
Kolon-, Bronchial- und Pankreaskarzinom und bei Kontrollprobanden

Anzahl Mediane S-MK- Mittlere S-MK-
Konzentration Konzentration
(xSD) (25. und 75. Perzentile)
(pg/ml) (pg/ml)
Kontrollprobanden 148 128+115 99 (33 und 198)
Osophaguskarzinome 38 896+1111 705 (705 und 1013)
Kolonkarzinome 42 6091414 518 (351 und 750)
Bronchialkarzinome 40 2630+3121 2015 (1336 und 2505)
Pankreaskarzinome 37 1200+£1712 721 (409 und 1107)
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Die nachfolgende Abbildung (Abb. 2) stellt die S-MK-Konzentrationen bei allen unter-
suchten Kontrollprobanden (n= 148) und Tumorpatienten in einer Balkendiagramm-
Analyse dar.

4000
3000 7
2000 5

LR

1 2 3 4

$-MK-Konzentration (pg/ml)

Abbildung 2: Balkendiagramm-Analyse der S-MK-Konzentrationen bei gesunden Kontrollprobanden
(n= 148) (1), Patienten mit Kolonkarzinom (n= 42) (2), Bronchialkarzinom (n= 40) (3),
Pankreaskarzinom (n= 37) (4), GIST (n= 96) (5) und Osophaguskarzinom (n= 38) (6). Im
Balkendiagramm wird die niedrigste bzw. héchste S-MK-Konzentration angezeigt. Der Oberrand des
roten Balkens zeigt die 75. Perzentile, der Unterrand die 25. Perzentile an. Innerhalb des roten

Balkens wird mit einer schwarzen Linie die mediane S-MK-Konzentration dargestellt.

4.2.2) Serum-MK-Konzentration bei Patienten mit GIS T: Insgesamt wurden 96
GIST-Patienten und 148 gesunde Kontrollprobanden in die Studie miteinbezogen.
Die S-MK-Konzentrationen der GIST Patienten waren signifikant héher als die der
Kontrollprobanden. Die mediane (25. und 75. Perzentile) S-MK-Konzentration betrug
235 (139 und 376) pg/ml bei den GIST-Patienten und 99 (33 und 198) pg/ml bei der
Kontrollgruppe (p< 0.001; Mann-Whitney-U-Test) (s. Abb. 3).

Die mittlere S-MK-Konzentration (xSD) betrug 317 (x377) pg/ml bei den GIST-
Patienten und 128 (£115) pg/ml bei der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3: Balkendiagramm-Analyse der S-MK-Konzentrationen im ELISA von gesunden
Kontrollprobanden (n= 148) und GIST-Patienten (n= 96). Statistische Signifikanz wurde
mittels Mann-Whitney-U-Test (p< 0.001) ermittelt.

Das mediane Alter der GIST Patienten betrug 60 Jahre (28-81 Jahre), das der
Kontrollprobanden 47 Jahre (30-70 Jahre). 50 der 96 (52%) GIST-Patienten waren
mannlich und 46 (48%) weiblich. In der Kontrollgruppe waren 98 (66%) Probanden
mannlich und 50 (34%) weiblich. Es ergaben sich keine signifikanten Korrelationen
zwischen der S-MK-Konzentration und Alter oder Geschlecht (s. Tab. 5).

In Tabelle 4 werden die klinisch-pathologischen Daten der 96 GIST-Patienten mit
den jeweiligen medianen (25. und 75. Perzentile) und mittleren (xSD) S-MK-
Konzentrationen aufgelistet. Die jeweiligen p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-

Test, Kruskal-Wallis-Test und Fishers-Test berechnet.
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Tabelle 5: Klinisch-pathologische Daten der GIST-Patienten mit mittleren und medianen S-
MK-Konzentrationen und p-Werten. Die jeweiligen p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U-
Test und Kruskal-Wallis-Test ermittelt.

Patientendaten und Anzahl Mediane S-MK- Mittlere p-Wert
klinisch- (%) Konzentration S-MK-
pathologische Daten (25.'und 75. Konzentration

Perzentile) +SD

(pg/ml) (pg/ml)

Mittleres Alter
Jahre £ SD 60+12
Geschlecht
Mannlich 50 (52) | 241 (144 und 435) 369+483
Weiblich 46 (48) | 233 (113 und 317) 235+151 0,173
TumorgroflRe (cm)
<2 8 (10) | 239 (118 und 437) 275+183
2-5 21 (30) | 240 (167 und 414) 2714155
5-10 21 (30) | 232 (151 und 308) 229+114
>10 21 (30) 243 (87 und 501) 4144653 0,927
Mitoserate
(pro 50 HPF)
<5 27 (49) | 241 (113 und 424) 267+171
5-10 8 (15) | 232 (144 und 241) 195455
>10 20 (36) | 244 (190 und 407) 4144653 0,473
Tumorlokalisation
Magen 52 (66) | 240 (138 und 380) 3284440
Dinndarm 22 (28) 227 (74 und 284) 2444212
Andere 5 (6) 290 (182 und 510) 328+175 0,421
Resektionsausmalf
RO 54 (77) | 233 (115 und 370) 263+187
R1/2 16 (23) | 190 (106 und 511) 4694800 0,924
Rezidiv/Metastase
Nein 28 (42) 230 (80 und 247) 1974115
Ja 39 (58) | 295 (166 und 489) 386+458 0,009

Hinsichtlich ihres Risikoprofils fir aggressives Verhalten sind Mitoserate und Tumor-
groRRe wichtige prognostische Faktoren. Neuerdings wird auch die Tumorlokalisation
als prognostischer Indikator gewertet. Im Folgenden soll auf die Korrelation dieser
und weiterer prognostischer Parameter speziell eingegangen werden.

Die Patientengruppe mit einer Mitoserate von <5 Mitosen pro 50 HPF umfasste 27
Patienten. In der Gruppe mit 5-10 Mitosen/50 HPF waren 8 und in der Hochrisiko-
gruppe mit >10 Mitosen/50 HPF 20 Patienten.

Im Vergleich der drei Gruppen untereinander konnte keine signifikante Beziehung zu
der Hohe der S-MK-Konzentration festgestellt werden (p= 0,473; Kruskal-Wallis-
Test). Bei einer Zusammenlegung der drei Gruppen in zwei Gruppen mit >10 und
<10Mitosen/50 HPF kann festgestellt werden, dass sich die Mediane der
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S-MK-Konzentrationen der beiden Gruppen kaum unterscheiden, dass jedoch im
Mittelwertvergleich grol3e Unterschiede gefunden werden kénnen. Die mediane S-
MK-Konzentration in der Gruppe mit >10 Mitosen/50 HPF (n= 20) betrug 244 (190
und 407) pg/ml und die mittlere S-MK-Konzentration 428 (x646) pg/ml. In der
Patientengruppe mit Mitoseraten unter 10 Mitosen/50 HPF (n= 35) war der Median
236 (144 und 308) pg/ml und der Mittelwert 249 (£152) pg/ml. Es konnte jedoch
keine signifikante Korrelation beobachtet werden (p= 0,456; Mann-Whitney-U-Test
und p=0,127; T-Test).

In der Gruppe von Patienten mit einer Tumorgréf3e von <2 cm befanden sich 8
Patienten. Die anderen 3 Gruppen umfassten je 21 Patienten. Beim Vergleichen der
Gruppen untereinander unterschieden sich die Mediane kaum voneinander (p=
0,927; Kruskal-Wallis-Test). Bei einer Unterteilung in zwei Gruppen, mit einer
Tumorgréfe, die groRer beziehungsweise kleiner als 10 cm betrug, konnten im
Mittelwertvergleich jedoch @hnliche Tendenzen wie bei der Gruppe von Mitoseraten >
bzw. < 10 Mitosen/50 HPF festgestellt werden. In der Gruppe mit einer TumorgréiRe
von tber 10 cm (n= 20) betrug der Mittelwert 409 (x636) pg/ml, wohingegen er in der
Gruppe mit kleineren Tumoren (n= 39) nur 252 (£143) pg/ml betrug. Statistische
Signifikanz konnte nicht ermittelt werden (p=0,145; T-Test).

66% der GIST-Primartumoren waren im Magen und 28% im Dunndarm lokalisiert.
Weitere Primartumorlokalisationen waren Kolon, Rektum und Osophagus. Es zeigte
sich keine signifikante Korrelation zwischen der medianen S-MK-Konzentration und
der Primartumorlokalisation (p= 0,421; Kruskal-Wallis-Test).

54 GIST-Patienten wurden RO-reseziert, 16 R1 bzw. R2. Beim Vergleich der
Mediane konnten keine signifikanten Unterschiede in der S-MK-Konzentration ge-
zeigt werden (p= 0,924; Kruskal-Wallis-Test). Beim Mittelwertvergleich der beiden
Gruppen RO und R1/2 gab es deutliche Unterschiede. In der Gruppe der RO-
resezierten Patienten betrug der Mittelwert 263 (x187) pg/ml, in der Gruppe von
R1/2-resezierten Patienten 469 (x800) pg/ml (p=0,152; T-Test).

Bei Patienten, die im Verlauf eine Metastase und/oder ein Rezidiv entwickelt haben
(n= 39), konnten signifikant hohere S-MK-Konzentrationen gefunden werden als bei
denen, die weder Metastase noch Rezidiv entwickelten (n= 28). Die mediane (25.
und 75. Perzentile) S-MK-Konzentration betrug 295 (166 und 489) pg/ml bei den
Patienten mit Metastase und/oder Rezidiv und 230 (80 und 247) pg/ml bei den
Patienten ohne (p= 0,009; Mann-Whitney-U-Test).
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Die mittlere Nachverfolgungszeit der Patienten zum Zeitpunkt der Durchfiihrung des
ELISA betrug 50 Monate (8-273 Monate). Zur statistischen Analyse wurden die S-
MK-Konzentrationen in zwei Gruppen (Konzentration héher und niedriger als 400
pg/ml) eingeteilt und in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier dargestellt

(s. Abb. 4).

Die Patienten in der Gruppe mit S-MK-Konzentrationen uber 400 pg/ml schnitten
signifikant schlechter im metastasen- und rezidivfreien Uberleben ab (p< 0,026; log-
rank-Test).

Die Patienten mit Konzentrationen, die weniger als 400 pg/ml betrugen, zeigten eine
mediane metastasen- und rezidivfreie Uberlebenszeit von 61 Monaten [95%-Cl: 21;
100], wohingegen die Patienten mit hohen S-MK-Konzentrationen nur 46 Monate
[95%-Cl: 17; 75] ohne die Entwicklung eines Rezidivs und/oder einer Metastase
Uberlebten. Die 5-Jahres metastasen- und rezidivfreie Uberlebensrate bei Patienten
mit niedrigen Konzentrationen betrug 50%, bei den Patienten mit hohen
Konzentrationen hingegen nur 15%.

Von den 54 RO-resezierten Patienten entwickelten 24 (56%) eine Metastase
und/oder ein Rezidiv. Von den 16 R1/2-resezierten Patienten entwickelten 11 (73%)
eine Metastase und/oder ein Rezidiv.

Metastasen- und rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion fir metastasen- und rezidivfreies Uberleben bei
RO-resezierten Patienten (n= 39) mit S-MK-Konzentrationen héher und niedriger als 400 pg/ml.

Statistische Signifikanz wurde mit dem log-rank-Test berechnet.
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Da in der Nachbeobachtungszeit nur ein Patient tumorbedingt verstorben ist, konnte
keine Analyse fur das Gesamtiberleben berechnet werden.

Weder Mitoserate noch Tumorgrof3e konnten signifikant mit der Entwicklung eines
Rezidivs und/oder einer Metastase korreliert werden (p= 0,270 und p= 0,744,
Fishers-Test) und beide Faktoren zeigten keinen Einfluss auf das metastasen- und
rezidivfreie Uberleben in der Kaplan-Meier-Analyse (p= 0,7026 und p= 0,6721; log-
rank-Test).

Die Patienten mit einer Mitoserate Gber 10 Mitosen/50 HPF und einer Gro3e tber 10
cm hatten ein signifikant schlechteres metastasen- und rezidivfreies Uberleben als
die Patienten mit Mitoseraten unter 10/50 HPF und TumorgréRe kleiner als 10 cm
(p=0,0372; log-rank-Test) (s. Abb. 5).

Metastasen- und rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion fur TumorgréRe und Mitoserate tiber 10 cm bzw. tiber
10 Mitosen/50 HPF und unter 10 cm und unter 10 Mitosen/50 HPF. Die Patienten, bei denen beiden

Faktoren erhoht waren, zeigten ein kiirzeres metastasen- und rezidivfreies Uberleben. Statistische

Signifikanz wurde mit dem log-rank-Test berechnet.

Von den 96 in die Studie eingeschlossenen Patienten erhielten 40 eine Therapie mit
dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib. Nach einer mittleren Nachverfolgungszeit von
36 Monaten (3-83 Monate) nach der ersten Imatinib-Gabe zeigten die Patienten, die
eine Imatinib-Therapie erhielten, verminderte S-MK-Konzentrationen im Vergleich zu
den Patienten ohne Imatinib-Therapie (s. Abb. 6).
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Die medianen S-MK-Konzentrationen (25. und 75. Perzentile) bei Patienten ohne
Therapie betrug 201 (128 und 241) pg/ml und 331 (236 und 472) pg/ml bei Patienten
mit Imatinib-Therapie (p< 0,001; Mann-Whitney-U-Test).
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p< 0,001
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Abbildung 6: Balkendiagrammanalyse der S-MK-Konzentrationen bei GIST Patienten, die Imatinib-

Therapie erhielten (n= 40) und bei Patienten, die keine Imatinib-Therapie erhielten (n= 34). Patienten

mit Therapie zeigten niedrigere mediane S-MK-Konzentrationen im Vergleich zu den Patienten ohne
Therapie. Statistische Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet (p< 0,001).

Des Weiteren wurden die S-MK-Konzentrationen in der Gruppe von Patienten, die
mit Imatinib behandelt wurden (n= 40) in 2 Gruppen (S-MK héher und niedriger als
400 pg/ml) eingeteilt. Die beiden Gruppen wurden anschlieRend in der Uberlebens-
analyse nach Kaplan-Meier verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Patienten mit S-MK-Konzentrationen tber 400 pg/ml ein signifikant kirzeres rezidiv-
und/oder metastasenfreies Uberleben haben, als die Patienten mit Konzentrationen
niedriger als 400 pg/ml (p= 0, 0047; log-rank Test) (s. Abb. 7).
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Metastasen- und rezidivfreies Uberleben
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion fur GIST-Patienten unter Imatinib-Therapie. Patienten
mit S-MK-Konzentrationen unter 400 pg/ml zeigten ein signifikant langeres metastasen- und/oder
rezidivfreies Uberleben als Patienten mit S-MK-Konzentrationen tiber 400 pg/ml.

Statistische Signifikanz wurde mit dem log-rank-Test berechnet.

In der Gruppe von GIST-Patienten mit S-MK-Konzentrationen unter 400 pg/ml betrug
die mediane rezidiv- und metastasenfreie Uberlebenszeit 52 Monate [95%-Cl: 32;
72], wohingegen Patienten mit S-MK-Konzentrationen tber 400 pg/ml nur 18 Monate
[95%-CI: 8; 28] rezidiv- und metastasenfrei Uberlebten. Die 5-Jahres rezidiv- und
metastasenfreie Uberlebensrate bei den Patienten mit S-MK-Levels unter 400 pg/mli
betrug 56%. In der Gruppe mit Konzentrationen tber 400 pg/ml gab es keinen
Patienten der 5 Jahre ohne die Entwicklung eines Rezidivs und/oder einer Metastase

Uberlebte.
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5. Diskussion

Das Protein Midkine (MK) ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor, der stark
wahrend der Mitte der Embryonalzeit exprimiert wird und bedeutende Funktionen in
der Entwicklung ausubt. Die Rolle von MK bei der Entwicklung des Nervensystems
ist bisher am besten erforscht (Vanderwinden et al. 1992, Matsumoto 1994, Amet et.
al 2001, Kadomatsu und Muramatsu 2004). Es konnte gezeigt werden, dass durch
MK die Uberlebensrate von embryonalen Neuronen erhéht wird und dass MK das
Aussprossen von Neuriten, die neuronale Differenzierung und die neuronale
Migration stimuliert (Asai et al. 1997). Beim gesunden Erwachsenen ist die MK-
Expression auf einige Gewebe begrenzt (Kadomatsu 1988, Matsubara et al. 1990,
Nakamoto et al. 1992). Wahrend entzindlicher Prozesse, der Wundheilung und der
Kanzerogenese wird MK jedoch stark hochreguliert oder neu induziert (Muramatsu
1993, Matsubara et al. 1994). Es wird angenommen, dass MK die Tumorprogression
vorantreibt, indem es Uberleben, Wachstum, Migration und Angiogenese von
Tumorzellen fordert (Kurtz et al. 1995, Choudhui et al. 1997, Dai et al. 2007). Eine
erhohte MK-Expression wurde in einer Vielzahl maligner Tumoren neuronaler
Genese wie dem MPNST aber auch in Tumorgeweben anderer Herkunft wie dem
Pankreaskarzinom nachgewiesen (Mishima et al. 1997, lkematsu et al. 2000,
Mashour et al. 2001, Kadomatsu und Muramatsu 2004, Maeda et al. 2007). Vor
allem in Neuroblastomen, Astrozytomen und Harnblasenkarzinomen konnte eine
starke MK-Expression mit einer schlechten Prognose fir die Patienten korreliert
werden (Nakagawara et al. 1995, O’Brien et al. 1996, Mishima et al. 1997). All diese
Studien legen nahe, dass MK eine wichtige Rolle in der Kanzerogenese und
Tumorprogression spielt und als neuer Tumormarker dienen kdnnte. In einem im
UKE angefertigten TMA mit einem monoklonalem Kaninchen AK gegen das C-
terminale Ende von humanem MK wurden 60 Entitaten auf eine etwaige MK-
Expression untersucht. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung konnten
vorausgehende Daten bestatigen.

Eine starke MK-Expression wurde beispielsweise in  Neuroblastomen,
Bronchialkarzinomen, Pankreaskarzinomen und high-grade Kolonkarzinomen
detektiert. Die Daten mussen noch genauer ausgewertet und in einem fur die
jeweilige Entitat spezifischem Array bestatigt sowie mit den klinisch-pathologischen
Daten der Patienten korreliert werden.
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Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass MK im Gewebe von GIST-
Patienten Uberexprimiert wird sowie eine differentialdiagnostische und prognostische
Relevanz aufweist (Kaifi et al. 2007).

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)  sind sehr seltene Tumoren neuronalen
Ursprungs aus der Gruppe der Weichgewebstumoren, die sich aus interstitiellen
Cajal-Zellen (ICC) oder deren Vorlauferzellen entwickeln (Fletcher et al. 2002,
Nilsson et al. 2005).

Bei der Erstmanifestation eines GIST ist die Prognose kaum vorhersehbar. In bis zu
50% der Félle streuen GIST Metastasen. Mehr als die Haélfte der Patienten stellen
sich mit bereits fortgeschrittenen GIST vor und zum Zeitpunkt der Erstdiagnose sind
bereits 15-50% der Tumoren metastasiert (Joensuu et al. 2002). Metastasen oder
Rezidive verschlechtern die Prognose erheblich (Miettinen et al. 2001, Tryggvason et
al. 2005). Faktoren, die eine Einschatzung hinsichtlich der Aggressivitat des Tumors
erlauben, wurden lange diskutiert. Mitoserate, TumorgréRe und Lokalisation des
Primartumors erlauben eine Einstufung des Tumors hinsichtlich seiner Tendenz zur
Metastasierung und Rezidivbildung (Appelman und Helwig 1977, Corless et al.
2004). Weitere Faktoren, die mit einem hohen Risiko zur Rezidivbildung
einhergehen, sind eine intraoperative Tumorruptur und eine R1/2-Resektion.

Die Differenzialdiagnostik der GIST ist komplex und die endgultige Diagnose kann
nur anhand von Tumorgewebsuntersuchungen gestellt werden. Vor der heutigen
Definition wurden GIST als benigne und maligne Tumoren der glatten Muskulatur
oder als neuronale Tumoren eingestuft (Fletcher et al. 2002, Connolly et al. 2003).
Mit der Identifizierung des mutierten c-Kit-Rezeptors als Ausléser von GIST konnten
erstmals genauere Kenntnisse Uber die Entstehung von GIST gewonnen werden
(Hirota et al. 1998). Eine positive c-Kit-Farbung kann GIST von anderen Neoplasmen
wie dem Leiomyom, Leiomyosarkom und dem Schwannom abgrenzen. Bei ungefahr
90% der Patienten lassen sich Mutationen im c-Kit-Gen oder PDGFRa-Gen
nachweisen.

In dieser Studie konnten die vorausgehenden Daten unserer Arbeitsgruppe bestatigt
werden. Im TMA waren 61% der GIST Gewebeproben MK positiv, wohingegen nur
29% der differentialdiagnostisch zu erwagenden Leiomyome und nur 17% der
Neurofribrome MK exprimierten. Die Abgrenzung der MK-Farbung zwischen GIST

und den malignen differentialdiagnostisch in Frage kommenden Tumoren war
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weniger deutlich. 46%, der GIST, 36% der Schwannome und 31% der
Leiomyosarkome waren stark MK positiv.

Immunhistochemisch spielen neben c-Kit in der GIST-Diagnostik noch weitere
Marker, wie z.B. CD34, eine Rolle. Kirzlich wurde die Expression des neuronalen
Zelladhasionsmolekil L1 (CD171) bei GIST entdeckt, was unterstreicht, dass GIST
ein Tumor neuronalen Ursprungs ist (Kaifi et al. 2006). Es ist weiterhin geplant,
immunhistochemisch die Expression anderer Molekule der L1-Familie wie ChL1,
Nr-CAM und Tenascin C in GIST-Gewebeproben zu bestimmen und hinsichtlich ihrer
Funktion als Differentialdiagnose- und Prognosemarker fur GIST zu untersuchen.
Obwohl c-kit der etablierte Standardmarker zur Diagnostik eines GIST ist, kénnte MK
als neuer zusatzlicher Differenzierungsmarker fur GIST gegenuber anderen, vor
allem benignen Weichgewebstumoren, dienen. Da GIST oft zu malignerem Verhalten
tendieren und so radikalerer chirurgischer Therapie bedlirfen als die
differentialdiagnostischen Tumoren und da Patienten mit GIST haufig effektiv mit
dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib behandelt werden kdnnen, ist es von grol3er Be-
deutung GIST von anderen in Frage kommenden Tumoren abzugrenzen und die
richtige Therapieindikation zu stellen (Demetri et al. 2002).

Bei klinischem Verdacht auf einen GIST erlauben Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) genauere Aussagen Uber Gr6éRe und Struktur
von Primartumor und eventuell vorhandenen Metastasen (Blay et al. 2005). In der
Labordiagnostik hat die Bestimmung von Tumormarkern bislang keinen Stellenwert.
Da MK ein sekretorisches Protein ist, ist seine Analytik nicht nur auf die immunhisto-
chemische Diagnostik aus Tumorgewebeproben begrenzt, sondern es ist auch im
peripheren Blut detektierbar. Erhohte MK-Konzentrationen konnten im Blut von
Patienten mit verschiedenen Malignomen, wie dem Osophaguskarzinom und dem
Neuroblastom, nachgewiesen werden (Shimada et al. 2003, lkematsu et al. 2003,
Obata et al. 2005). Beim Magen- und Osophaguskarzinom konnte die S-MK-
Konzentration mit dem Tumorstadium assoziiert werden (Shimada et al. 2003, Obata
et al. 2005). Beim Osophaguskarzinom konnte gezeigt werden, dass die S-MK-
Konzentration nach operativer Entfernung des Tumors sinkt. S-MK-Konzentrationen
konnten signifikant mit einer schlechten Prognose und dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen beim Endometriumkarzinom korreliert werden (Tanabe et
al. 2008). In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mittels Sandwich-ELISA konnte
gezeigt werden, dass MK im Serum von Patienten mit Osophagus-, Kolon-,
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Pankreas- und Bronchialkarzinomen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
deutlich erhoht ist. Es steht noch aus héhere Fallzahlen der jeweiligen Entitat zu
untersuchen und die Daten der Serumanalyse mit den klinisch-pathologischen Daten
und dem Tumorstadium der Patienten zu korrelieren.

Da fur GIST kein klinisch relevanter Tumormarker vorhanden ist, wurde in dem Ver-
such, einen passenden Serummarker zu identifizieren, MK mittels Sandwich-ELISA
im peripheren Blut von GIST-Patienten bestimmt. Es soll die Nutzbarkeit als
Prognose-, Verlaufs- und Tumormarker im leicht zuganglichen peripheren Blut unter-
sucht und geklart werden, inwiefern MK als Serummarker eine Rolle im Therapie-
verlauf mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib spielt.

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollprobanden war die S-MK-Konzentration bei
den GIST-Patienten signifikant erhdht.

Da Mitoserate, TumorgrofRe, Primartumorlokalisation und Resektionsausmald
wichtige prognostische Faktoren sind, haben wir versucht diese mit der Héhe der S-
MK-Konzentration zu assoziieren. Durch hohe Varianzen der S-MK-Konzentrationen
unterschieden sich die Mediane der einzelnen Gruppen nicht voneinander. Bei der
Unterteilung der einzelnen Gruppen in ,Hochrisikogruppen* von dber 10 cm
TumorgréfRe und mehr als 10 Mitosen/50 HPF konnten jedoch im Mittelwertvergleich
klare Tendenzen festgestellt werden. Die Mittelwerte der Patientengruppen von
Tumoren mit einer Gréf3e Uber 10 cm bzw. mit >10 Mitosen pro 50 HPF waren
deutlich hoher als die der Gruppen mit geringerer Grol3e bzw. niedriger Mitoserate.
Die Mittelwerte der R1/2-resezierten Patienten waren hoher als die der RO-
resezierten.

Es konnte gezeigt werden, dass erhdhte S-MK-Konzentrationen bei GIST mit
schlechter Prognose einhergehen (lkematsu et al. 2003). Patienten, die im Verlauf
eine Metastase oder ein Rezidiv entwickelten, zeigten signifikant hohere S-MK-Werte
als Patienten ohne. Weiter konnte fir RO-resezierte Patienten gezeigt werden, dass
Patienten mit hohen S-MK-Konzentrationen ein signifikant kirzeres metastasen-
und/oder rezidivfreies Uberleben hatten als solche mit niedrigeren Konzentrationen.
Patienten in einer Hochrisikogruppe von >10 Mitosen/50 HPF und >10 cm
TumorgroéfRe hatten ein signifikant kirzeres metastasen- und/oder rezidivfreies
Uberleben als solche mit weniger Mitosen und einer geringeren TumorgréRe.

Die operative Entfernung des Tumors ist nach wie vor die erste Wahl fur lokalisierte
resektable GIST (Blay et al. 2005). Doch auch nach kompletter operativer Entfernung
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des Primartumors haben GIST-Patienten ein hohes Metastasierungsrisiko und
Lokalrezidive sind haufig. Die 5-Jahres-Uberlebensrate nach vollstandiger
chirurgischer Resektion lag bislang bei etwa 50% und sinkt auf etwa 35% bei
fortgeschrittenen GIST (DeMatteo et al. 2000, Eisenberg und Judson 2004). Seit der
Einfihrung des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib hat sich die Prognose von Patienten
mit fortgeschrittenen und/oder metastasierten GIST dramatisch verbessert. Der
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib wurde 2002 fur die Behandlung von erwachsenen
Patienten mit CD117 positiven nicht resektablen und/oder metastasierten GIST und
fur die adjuvante Behandlung Erwachsener mit signifikantem Risiko eines Rezidivs
nach Resektion c-Kit positiver GIST zugelassen (Novartis Oncology).

In dieser Studie hatten Patienten, die mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib behan-
delt wurden, signifikant niedrigere MK-Konzentrationen als Patienten ohne Imatinib-
Therapie. Patienten mit hohen S-MK-Konzentrationen unter Imatinib-Therapie hatten
ein kirzeres rezidivfreies Uberleben, als solche mit niedrigen Konzentrationen.

MK kann als Prognosemarker und Verlaufsmarker fir GIST-Patienten dienen, indem
es in hohen Konzentrationen helfen konnte, eine Metastase oder ein Rezidiv
frihzeitig zu identifizieren. So kdnnten Patienten mit fortgeschrittenen GIST, die fur
eine Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie in Frage kommen, frih identifiziert werden.

MK ist ein potentieller Indikator fir das Ansprechen auf die Tyrosinkinaseinhibitor-
Therapie, welches derzeit nur mittels PET und CT beurteilt werden kann.

Hohe S-MK-Konzentrationen kénnten bei der Indikationsstellung fur (neo)adjuvante
Therapien hilfreich sein oder dabei helfen Patienten auszuwéhlen, die gegen Imatinib
resistent sind und einer anderen Therapie bedurfen.

Hohe S-MK-Konzentrationen kénnten dabei helfen vor Operationen Hochrisiko-
patienten zu identifizieren, was maoglicherweise als Auswahlkriterium flr neoadju-
vante Therapien dienen kdnnte.

Auch die Zelladhasionsmolekile der L1-Familie sollen auf Serumebene bestimmt
werden, um die Daten der Immunhistochemie mit den Daten des ELISA zu
korrelieren. Hierfir wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits ein ELISA zur
Diagnostik von L1 und ChL1 etabliert. Tenascin C wird mittels handelstblichem
ELISA detektiert. Die Daten werden derzeit ausgewertet.

Die Identifizierung von durch Tumorzellen exprimierten Molekulen, anhand derer eine
gezielte Tumorzerstdérung und Hemmung einer Metastasensetzung erreicht werden

kann, kdnnte einen Ansatz fUr eine gezielte immuntherapeutische Behandlung bieten
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und diese Molekile konnten als Tumormarker in der Diagnostik eingesetzt werden.
Im Mausmodell konnte mithilfe von Antisense-Oligonukleotiden das Tumorwachstum
und die Angiogenese inhibiert werden (Dai et al. 2007). Das Vorhandensein einer
siRNA macht MK als Zielmolekdl fir eine Antitumor-Therapie einsetzbar.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse dieser Studie
indizieren, dass MK immunhistochemisch und im Blut von Patienten mit GIST nach-
gewiesen werden kann und so nicht nur als Differenzierungsmarker im Gewebe,
sondern auch als einfach zuganglicher Prognose- und Progressionsmarker im Blut,
speziell auch unter einer Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie im peripheren Blut, dienen
kann. Hohe S-MK-Konzentrationen kénnten dabei helfen, Hochrisikopatienten zu
identifizieren und so kdnnte diese Patientengruppe friihzeitig von neuen Therapie-
strategien, wie beispielsweise einer (neo)adjuvanten Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie,
profitieren.

Zukunftige Studien sollten sich auf die Rolle von MK in der Tumorigenese und auf die
Bedeutung von MK als Tumormarker und Therapie-Ansprechmarker fur Imatinib-
Therapie fokussieren.

Obwohl eine relativ groRe Anzahl an GIST-Patienten in diese Studie eingeschlossen
wurde, war eine Limitation dieser Studie, dass es bei einigen Patienten durch
logistische Schwierigkeiten bei der Sammlung von Proben aus verschiedenen

Kliniken zu fehlenden Daten gekommen ist.
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6. Zusammenfassung

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)  sind Tumoren neuronalen Ursprungs, die
erst seit einigen Jahren als eigene Entitat betrachtet werden (Fletcher et al. 2002).
Ihre endgultige Diagnose lasst sich derzeit nur durch immunhistochemische Analyse
des Tumorgewebes anhand der Expression des Tyrosinkinase-Rezeptors c-kit
stellen, fur den mehr als 90% der GIST positiv sind (Miettinen et al. 2002, DeMatteo
et al. 2000). Ein klinisch relevanter Serummarker fur GIST ist bisher nicht vorhanden.
Da Patienten mit GIST haufig effektiv mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
(Glivec®) behandelt werden konnen, ist es von groRBer Bedeutung, GIST von den
differentialdiagnostisch zu erwégenden Tumoren abzugrenzen. In Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass der Wachstumsfaktor Midkine (MK) im
Gewebe von GIST-Patienten tGberexprimiert wird sowie eine differentialdiagnostische
und prognostische Relevanz aufweisen kann (Kaifi et al. 2007). In dieser Studie
konnte immunhistochemisch im TMA bestéatigt werden, dass MK in GIST
Gewebeproben im Gegensatz zu Leiomyomen Uberexprimiert wird. Die
Serumanalyse mittels ELISA ergab, dass bei GIST-Patienten MK im Serum nach-
weisbar und im Gegensatz zu gesunden Normalprobanden signifikant erhdht ist.
Hohe S-MK-Konzentrationen konnten mit einer schlechten Prognose verbunden
werden. Bei Patienten, die im Langzeitverlauf eine Metastase und/oder ein Rezidiv
entwickelten, wurden signifikant héhere MK-Konzentrationen gemessen als bei
Patienten ohne Rezidiv und Metastase. In der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse
zeigten die Patienten mit hohen S-MK-Konzentrationen ein signifikant schlechteres
Uberleben als die mit niedrigen S-MK-Konzentrationen.

Patienten, die im Verlauf mit Imatinib behandelten wurden, hatten signifikant
niedrigere S-MK-Konzentrationen als Patienten ohne Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie
und in der Kaplan-Meier Uberlebensanalyse hatten Patienten mit hohen S-MK-
Konzentrationen unter der Therapie ein signifikant hoheres Risiko ein Rezidiv
und/oder Metastasen zu entwickeln.

MK kann also nicht nur in der Tumorgewebsuntersuchung unterstitzend wirken,
GIST von anderen in Frage kommenden Tumoren abzugrenzen, sondern es ist auch
ein potentieller Serummarker zur Evaluierung der Progression und Prognose von

GIST, speziell unter Imatinib-Therapie.
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ABSTRACT

Background. A previous study identified midkine (MK)
expression in primary gastrointestinal stromal tumor
(GIST) as a prognostic marker. The aim of the current
study was to compare serum midkine (S-MK) concentra-
tions of GIST patients with those of healthy controls and to
determine if MK can serve as a prognostic serum marker
for these patients.

Materials and Methods. S-MK concentrations were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay in GIST
patients (n = 96) and healthy controls (n = 148). S-MK
levels were then correlated with clinicopathological data
and the administration of imatinib therapy. In addition, MK
expression was evaluated in 39 surgically resected GIST
and in 17 leiomyoma specimens on a tissue microarray.
Results. S-MK concentrations in GIST patients were sig-
nificantly higher than in healthy controls: median (25th and
75th percentiles) S-MK concentration was 235 (139 and
376) pg/ml in the GIST patients and 99 (33 and 198) pg/ml
in the controls (P < 0.001; Mann—Whitney U test). Sig-
nificantly higher median S-MK concentrations were found
in GIST with recurrence compared with those without (295
vs 230; P = 0.009). GIST patients with S-MK levels
higher than 400 pg/ml showed a significantly worse
recurrence-free  survival (P = 0.026; log-rank test).
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Patients receiving imatinib therapy had decreased median
S-MK concentrations compared with those who were not
treated with imatinib (331 vs 201; P < 0.001).
Conclusions. S-MK concentration is a potential marker
for evaluating the progression and prognosis of GIST,
especially during imatinib therapy. Further studies could
focus on the role of midkine in the tumorigenesis of GIST
and responsiveness toward imatinib therapy.

Gastrointestinal stromal tumors (GIST) are believed to
arise from the interstitial cells of Cajal (ICC) in the nerve
plexus of the tunica muscularis in the gut wall." GIST is a
very rare tumor, making up only 0.2% of intestinal tract
malignancies. Most GIST occur in the stomach and small
intestine, but they are found occasionally in the esophagus
and colorectum.” On primary manifestation, the outcome
of GIST is hardly predictable. By tumor size and mitotic
count, GIST can be stratified into a risk profile concerning
the development of metastases. Once recurrence or
metastasis is discovered, patients have a poor prognosis.™*
The protein kinase inhibitor imatinib (Gleevec) provides an
effective treatment for GIST. Differential expression of c-
kit (CD 117) and PDGFRA plays an important role in
GIST, diagnostically and thelrapeutically.1_3’5 Another
marker is CD 34 which is expressed in 60-70% of cases.®’
Microsatellite DNA alterations of resected GIST were
shown to be predictive for outcome.® Despite the existence
of these different immunopathological markers that require
tumor resection, more convenient and more easily
approached prognostic factors predicting metastatic and
recurrence potential are needed.

Midkine (MK) is a heparin-binding growth factor
playing a central role in carcinogenesis, including antiap-
optotic and angiogenic activities, and in signaling through
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the ALK receptor.”'” The expression of MK is increased in
various human tumors, making it a promising target for
specific therapy. Inhibition of MK by antisense techniques
would be a novel therapeutic strategy.'' An elevated MK
expression has been detected in tumors such as colon, lung,
pancreatic, stomach, and esophageal tumors and hepato-
cellular carcinoma.'”> MK plays an important role in
neuronal survival and differentiation.”'” It has been proven
to be involved in tumorigenesis of neuroblastoma, astro-
cytoma, and malignant peripheral nerve sheath tumors
(MPNSTs)."*"!7 Since MK is a secretory protein, it can be
detected in the peripheral blood of patients with MK
overexpressing tumors. It has been reported that elevated
serum MK (S-MK) levels decrease after removal of
tumors.'*'® S-MK levels are significantly correlated with
poor prognosis and the presence of lymph node metastasis
in endometrial carcinoma.'® It is also associated with the
progression stage of gastric and esophageal carcino-
mas.”*?" An earlier immunohistochemical study identified
midkine as being expressed as a prognostic marker in 57
surgically resected GIST.** The aim of the current study
was to determine if midkine levels are increased in the
serum of GIST patients compared with healthy controls
and if midkine can serve as a peripheral prognostic marker
for GIST.

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Patients

The study was approved by the Ethics Committee of the
Chamber of Physicians in Hamburg, Germany. Written
informed consent was obtained from all patients for using
tissue and serum samples. For this study, 96 patients with
GIST were chosen retrospectively. It was possible to
evaluate a rather large number of patients suffering from
this rare tumor because of the cooperation of a self-help
organization for GIST patients called “Lebenshaus,”
which allowed collecting serial serum samples from
patients of different areas in Germany, Austria, and Swit-
zerland. The blood samples were first acquired at diagnosis
and then during the disease process in 3-month intervals.
Patients were selected on the basis of availability of
specimens and were not stratified because of rare occur-
rence and different treatment strategies. All data including
sex, age, tumor size, mitotic count, tumor location,
metastasis, recurrence, and imatinib therapy were obtained
from the clinical and pathological records. The clinico-
pathological data from externally treated patients
participating in the self-help project were sent regularly by
their attending physicians. Unfortunately, clinicopatholog-
ical data were not complete in some cases, with the

consequence of some missing data. As healthy controls,
148 blood bank donors were included in the study. In
addition to formerly stained 57 GIST specimens, a tissue
microarray (TMA), including 39 resected GIST and 17
leiomyoma tissue samples, was stained with a rabbit
monoclonal antibody against human MK (Clone EP1143Y,
Novus Biologicals, Littleton, CO). Staining reaction was
performed by the peroxidase method.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for Human
Midkine

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to
detect human MK in serum was performed using a human
MK ELISA (BioVendor Heidelberg, Germany). Briefly,
microtiter wells precoated with a rabbit polyclonal anti-
human MK antibody were incubated with the serum of
GIST patients. After washing, a biotin-labeled polyclonal
anti-human MK antibody was added and the plates with
captured MK were incubated for 1 h. After a thorough
wash, streptavidin-horseradish peroxidase conjugate was
added to convert the substrate H,O,-tetramethylbenzidine.
The reaction was stopped by the addition of an acid solu-
tion. Finally, the absorbance was measured at 450 nm
(ODys0). Additionally, human recombinant MK (Chemicon
International, Temecula, CA) was used as a positive
control.

Tissue Microarray Construction
and Immunohistochemistry

Tissue samples were fixed in 4% buffered formalin,
paraffin embedded, and used for TMA construction as
described elsewhere.”’ Hematoxylin-eosin stained sections
were made from selected primary tumor blocks (donor
blocks) to define representative tumor regions. Sec-
tions 3 pm thick were made by the use of the Paraffin
Sectioning Aid System (Instrumentics, Hackensack, NJ).
Tissue cylinders (0.6 mm in diameter) were then punched
from that region of the donor block using a homemade
semiautomated tissue arrayer. Heat-induced antigen
retrieval by autoclaving was performed on deparaffinized
sections at 120°C for 5 min with TBS-buffer (pH 9.0).
Peroxidase blocking (3% H,0, in methanol) was per-
formed for 10 min. MK incubation with the prediluted
primary antibody lasted 2 h at 30°C using a monoclonal
rabbit anti-human antibody (IgG; clone EP1143Y, 1:450;
Novus Biologicals, Littleton, CO) that binds to the C-ter-
minus of human MK. Visualization of the immunoreaction
was performed with DAB-chromogen/EnVision Polymer-
HPR (K3468 and K4003; Dako, North America, Carpin-
teria, CA). Mild counterstaining was performed with
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FIG. 1 MK expression in GIST and leiomyoma tissue spots. Immunohistochemical staining was performed by the peroxidase method using a
monoclonal antibody (Clone EP1143Y) against midkine. a illustrates a complete tissue array. b represents an example of a single tissue spot of

GIST and leiomyoma (magnification 100x)

hematoxylin for 30 s. Immunohistochemical analysis and
scoring were performed by 3 independent investigators
(T.R., J.T.K, and R.S.). The staining intensity was scored
using a 4-step scale (0, 14, 24, 34). The results of all
MTAs were then grouped into 3 categories: negative (no
detectable staining beyond nonspecific background stain-
ing), weak (14 staining), moderate (24 staining), and
strong (34 staining). The TMA and single-tissue spots of
GIST and leiomyoma are shown in Fig. 1.

Statistical Analysis

SPSS for Windows (Version 11.5.1) (SPSS Inc., Chi-
cago, IL) was used for statistical analysis. Statistical
significance was evaluated by Mann—Whitney U test and
Kruskal-Wallis test. Cross-table statistics were performed
using the Fisher test. Recurrence-free survival was plotted
using the Kaplan—Meier method and analyzed by the log-
rank test. Significance statements refer to P values of two-
tailed tests less than 0.05.

RESULTS
Characteristics of Patients and Healthy Controls

A total of 96 patients suffering from GIST and 148
healthy controls were included in our study. The median
age of GIST patients was 58 years (range 28-80 years)
and 47 years (range 27-70 years) for the healthy controls.
With regard to gender, 50 of the GIST patients (52%)
were male and 46 (48%) were female; in the control group
98 (66%) were male and 50 (34%) were female. Patients’
characteristics and clinicopathological data are listed in
Table 1.

Serum Midkine Concentrations of Healthy Controls
and GIST Patients

S-MK concentrations in GIST patients were signifi-
cantly higher than those in healthy controls: median (25th
and 75th percentiles) S-MK values were 235 (139 and 376)
pg/ml in the GIST patients and 99 (33 and 198) pg/ml in
the controls (P < 0.001; Mann—Whitney U test) (Fig. 2).
The mean (£SD) S-MK concentration was 317 £ 377 pg/
ml for GIST patients and 128 £ 115 pg/ml for healthy
controls.

Increased Serum Midkine Concentrations Correlate
with Recurrence

Significantly higher median S-MK concentrations were
found in GIST patients with recurrence compared with
those without: median (25th and 75th percentiles) S-MK
concentration was 295 (166 and 489) pg/ml in GIST
patients with recurrence and 230 (80 and 247) pg/ml in
patients who did not develop relapse (P = 0.009; Mann—
Whitney U test).

The median follow-up time was 50 months (range 8-
273 months). For statistical analysis, 2 groups of S-MK
concentrations (higher or lower than 400 pg/ml) were
compared using survival curves plotted by Kaplan—Meier
method for recurrence-free survival (Fig. 3). GIST
patients with S-MK levels higher than 400 pg/ml with
complete tumor resection (RO) showed a significantly
worse recurrence-free survival (P < 0.026; log-rank test).
Patients with concentrations lower than 400 pg/ml showed
a median recurrence-free survival of 61 months (95%
confidence interval [95% CIJ: 21-100), whereas patients
with S-MK levels higher than 400 pg/ml had a median
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TABLE 1 Clinicopathological

S : Characteristics Absolute Median S-MK-concentration Mean S-MK P value
chipapbsnisiias YEGIST peliiins counts (%) [25th and 75th concentration = SD
(n = 96) and S-MK X
concentrations ety (pg/ml)
(pg/mb)]
Mean age, y £+ SD 60 £+ 13
Sex
Male 50 (52) 241 (144 and 435) 369 + 483
Female 46 (48) 233 (113 and 317) 235 151 0.173
Tumor size (cm)
<2 8 (10) 239 (118 and 437) 275 + 183
2-5 21 (30) 240 (167 and 414) 271 £ 155
5-10 21 (30) 232 (151 and 308) 229 + 114
>10 21 (30) 243 (87 and 501) 414 £+ 653 0.927
Mitotic count
(per 50 HPF)
<5 27 (49) 241 (113 and 424) 267 £ 171
5-10 8 (15) 232 (144 and 241) 195 + 55
>10 20 (36) 244 (190 and 407) 414 + 653 0.473
Tumor location
Stomach 52 (66) 240 (138 and 380) 328 + 440
Small intestine 22 (28) 227 (74 and 284) 244 + 212
Others 5 (6) 290 (182 and 510) 328 £+ 175 0.421
The patient numbers do not add Resection margin
up to the included full number RO 54 (77) 233 (115 and 370) 263 + 187
?lfei]s] vcva;?ng’ zo?f)dalzzcause RI1/2 16 (23) 190 (106 and 511) 469 + 800 0.759
available in this retrospective Recurrence
study. P values were calculated No 28 (42) 230 (80 and 247) 197 £ 115
by tie Mann-Whitngy U and Yes 39 (58) 295 (166 and 489) 386 + 458 0.009

Kruskal-Wallis test

recurrence-free survival of 46 months (95% CI: 17-75)
only. The 5-year recurrence-free survival rate among
patients with S-MK levels lower than 400 pg/mL was
50%; however, it was 25% for patients with levels higher
than 400 pg/ml. Analysis for overall survival was not
done because of low numbers (n = 4) of death in the
patient group in this study.

Neither mitotic count nor tumor size had an influence on
recurrence-free survival plotted by Kaplan—Meier analysis
(P = 0.703 and P = 0.672; log-rank test; data not shown).
Mitotic count and tumor size were also not significantly
correlated with recurrence (P = 0.270 and P = 0.744,
Fisher test). There was no significant difference found
between the median S-MK concentrations and age, gender,
resection margins, or tumor location (Table 1).

Decreased Serum Midkine Level Correlates
with Imatinib Therapy of GIST

After a mean time of 36 months (range 3-83 months)
after the first imatinib administration, patients receiving
therapy showed decreased S-MK concentrations com-
pared with patients without therapy (Fig. 4). The median

S-MK concentration (25th and 75th percentiles) in
patients with imatinib therapy was 201 (128 and 241)
pg/ml, and it was 331 (236 and 472) pg/ml in those who
did not receive imatinib (P < 0.001; Mann—Whitney U-
test).

Furthermore, S-MK concentrations of patients receiving
imatinib therapy were divided into 2 groups (higher or
lower than 400 pg/ml) and compared by survival curves
plotted by the Kaplan—-Meier method for recurrence-free
survival (Fig. 5). GIST patients receiving imatinib with S-
MK levels higher than 400 pg/ml showed a significantly
worse recurrence-free survival (P = 0.004; log-rank test).
Under therapy, patients with concentrations lower than
400 pg/ml showed a median recurrence survival of
52 months (95% CI: 32-72), whereas for patients with
S-MK levels higher than 400 pg/ml, it was only 18 months
(95% CI: 8; 28). The 5-year recurrence-free survival rate
among patients with S-MK levels lower than 400 pg/ml
was 56%. None of the patients with concentrations above
400 pg/ml showed a recurrence-free survival rate of
5 years or longer. Patients with S-MK levels higher than
400 pg/ml showed a worse recurrence-free survival, even
they received imatinib therapy.
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FIG. 2 Box-plot analysis of S-MK protein concentration of healthy
controls (n = 148) and GIST patients (n = 96) determined by
ELISA. Statistical significance was determined by Mann—-Whitney
U test (P < 0.001)

Reccurrence-free

Survival
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FIG. 3 Kaplan-Meier survival curve for recurrence-free survival in
GIST patients (n = 39) after surgery with complete resection (RO)
with S-MK concentration lower or higher than 400 pg/ml. P values
were calculated with log-rank test

No Yes
Imatinin-Therapy

FIG. 4 Box-plot analysis of S-MK concentrations in GIST patients
with (n = 40) and without (n = 34) imatinib-therapy determined by
ELISA. Patients receiving imatinib therapy showed decreased median
S-MK concentrations in comparison to those who were not treated
with imatinib. Statistical significance was determined by Mann—
Whitney U test (P < 0.001)

Midkine Expression in GIST and Leiomyoma

In addition to 57 previously examined GIST specimens,
a tissue microarray including 39 resected GIST and 17
leiomyoma tissues was stained with a monoclonal antibody
against human midkine (Clone: EP1143Y).** MK expres-
sion was detected in 61% of all GIST tissue spots: 18 of 39
of the GIST tissues (46%) showed moderate or strong MK
expression and 6 (15%) stained weakly. Among all leio-
myoma tissue spots, 12 of 17 (71%) did not express MK,
while 4 (25%) stained weakly and 1 moderately. No leio-
myoma tissues stained strongly at all. Immunohisto-
chemistry correlated with ELISA data.

DISCUSSION

MK plays a role in neuronal survival and differentiation
and is also overexpressed at higher concentrations in var-
ious malignant tumors.'>'? In an attempt to identify a
serum marker for GIST, MK was determined in peripheral
blood of GIST patients and healthy controls. The present
study demonstrated that S-MK concentrations were sig-
nificantly elevated in GIST patients compared with healthy
controls and negatively correlated with imatinib therapy.
Furthermore, a significant association between increased
S-MK levels and recurrence, which predicts worse
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Reccurrence-free Survival
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FIG. 5 Kaplan—Meier survival curve for recurrence-free survival in
GIST patients (n = 36) under imatinib therapy with S-MK concen-
tration lower or higher than 400 pg/ml. P values were calculated with
log-rank test

outcome in GIST, was identified. These results are in
accordance with previous studies showing elevated S-MK
levels linked with negative prognosis in tumors such as
esophageal, endometrial, and oral squamous cell carcino-
mas.!?2024 Ip gastric cancer, S-MK concentrations were
associated with progression stages; a significant association
with the pTNM and distant metastasis was observed.”' In
the past, immunohistochemical studies found MK overex-
pression to be also related to worse outcome in various
human tumors.'”-*>° It could be shown that in endometrial
carcinoma MK expression was highest at the margins of
tumor invasion and low in the superficial areas of the tumor
samples. Furthermore, S-MK values in these patients with
lymph node metastasis or recurrence, or cancer death, had
significant higher S-MK levels. Thus, MK was identified as
a useful serum biomarker for high-risk patients to predict
prognosis in endometrial carcinoma.'®

Another study demonstrated for esophageal cancer that
high S-MK levels were associated with tumor size,
immunoreactivity, and poor survival.”® The stratification of
S-MK in different levels seems to play an important role to
predict poor outcome in cancer patients. For instance, oral
squamous cell carcinoma patients in high S-MK groups
showed a significantly lower 5-year survival rate compared
with patients in low S-MK groups.** In this study, previous
data on MK expression were confirmed; 61% of GIST

specimens on a tissue microarray stained MK-positive,
whereas only 29% of leiomyomas showed MK expression.
Although c-kit expression is the established standard in the
identification of GIST, midkine can be considered as a new
additional differential marker that could differentiate GIST
from other soft tissue malignancies. Immunohistochemi-
cally, other expressions of malignancy-associated markers,
for instance HIF-1la or VEGF, have been shown in
GIST 2’28 Recently, the neuronal cell adhesion molecule
L1 (CD171) was found to be expressed in GIST.” These
findings stress that GIST is a tumor of neuronal origin from
the interstitial cells of Cajal. However, MK analysis is not
only confined to immunohistochemical analysis of resected
tissues, MK can be easily detected in peripheral blood and
can serve as a novel convenient tumor marker for GIST. In
esophageal carcinoma, preoperatively high S-MK concen-
trations were decreased after tumor removal.>’ MK plays
an important role in tumor progression and reflects prog-
nostic tumor stages in several malignancies.21’30 S-MK
concentration could be a useful marker for tumor pro-
gression and metastasis, which predicts prognosis in GIST.

Recent data provide evidence for a role of MK in
resistance to chemotherapy. In this study, patients receiv-
ing imatinib therapy showed decreased S-MK concen-
trations. However, it could also be demonstrated that
patients under imatinib therapy with high S-MK levels had
a shorter recurrence-free survival rate than patients with
low levels. Consequently, it could be a potential response
indicator for imatinib therapy, if MK concentrations remain
low. For patients with continuously high S-MK levels, a
new therapeutic strategy is needed because these patient
groups showed a worse recurrence-free survival even they
received imatinib therapy. This could be, for instance, a
higher dose of imatinib from the beginning or an alterna-
tive targeted medication. Furthermore, high S-MK levels
could serve as selection criteria for (neo) adjuvant therapy
regimens.

Because MK is involved in generation and progression
of many types of tumors, recent studies examine whether
MK has a value as a therapeutic target. In osteosarcoma
MK was detected as a novel target for antibody therapy. It
could be shown that the anti-MK antibody has the potential
to inhibit tumor growth in osteosarcoma.”’  Another
mechanism to examine MK as therapeutic target is to use
small interfering RNA (siRNA) targeting MK to down-
regulate humane MK expression. It was demonstrated that
siRNA targeting MK gene can inhibit gastric cancer cell
growth and induce apoptosis via mitochondrial depolar-
ization and caspase-3 activation.”” This MK siRNA may be
a promising novel and potential strategy for treatment of
MK overexpressing tumors. This would be of high interest
to investigate MK as a therapeutic target for GIST in fur-
ther studies.
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In summary, the results indicate that MK can be detected

in the serum of GIST patients in addition to the primary
tumor and could serve as an easily detectable prognostic
marker in the peripheral blood of GIST patients. Future
studies could focus on the role of MK in the tumorigenesis
of GIST and examine the importance of MK as a tumor
marker and response predictor for imatinib therapy.
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