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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind die haufigsten mesenchymalen Tumoren
des Magen-Darm-Traktes. Eine immunhistochemische Differenzierung ist in ca. 90% der
Falle durch den Nachweis von CD117 mdglich (Fletcher et al. 2002, Hirota et al. 1998,
Kindblom et al. 1998). Einen Serummarker gibt es bislang noch nicht.

Tenascin-C ist ein Glykoprotein der extrazellularen Matrix, welches im Rahmen der
embryonalen Entwicklung exprimiert wird, daneben aber auch bei pathologischen
Vorgangen reexprimiert werden kann (Mackie 1994). Schon friih wurde das Vorkommen
von Tenascin-C im Zusammenhang mit neoplastischen Vorgangen beschrieben (Chiquet-
Ehrismann et al. 1986). Tumorassoziierte Veradnderungen in der Expression von
Tenascin-C sind Gegenstand aktueller tumorbiologischer Forschung. Die auffallend
starke Expression von Tenascin-C im Tumorgewebe und die neusten Erkenntnisse Uber
seine Funktion bei der Tumorprogression machen das Glykoprotein zudem zu einem
potentiellen Kandidaten fur die Tumordiagnostik und die Verlaufskontrolle von
Tumorerkrankungen. Veranderungen der Tenascin-C-Expression (TNC-Expression)
konnten bisher erfolgreich als prognostische Parameter fur einige Tumoren beschrieben
werden. Trotz vielversprechender Ergebnisse erster Untersuchungen von Tenascin-C im
Serum von Krebspatienten, sind die Studien zu diesem Thema in ihrer Anzahl bis heute
recht Uberschaubar.

Die vorliegende Arbeit soll das Glykoprotein Tenascin-C sowohl im Gewebe als auch im
Serum von Patienten mit GIST untersuchen: Mittels eines Tissue Microarrays mit
Gewebeproben unterschiedlicher Entitdten soll die Expression von Tenascin-C in GIST
und differentialdiagnostisch relevanten Tumoren untersucht werden. Mithilfe eines ELISA
soll die Tenascin-C-Konzentration wiederum im Serum von GIST-Patienten quantifiziert
und die Ergebnisse mit denen gesunder Kontrollpersonen verglichen werden. Die
ermittelten Serumkonzentrationen sollen anschlieRend mit klinisch-pathologischen
Angaben sowie Verlaufsdaten der Patienten korreliert werden. Auf diese Weise soll die
Nutzbarkeit von Tenascin-C als potentieller Tumor- und oder Prognosemarker im leicht

zuganglichen Blut von Patienten mit GIST evaluiert werden.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Gastrointestinale Stromatumoren

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind die haufigsten mesenchymalen Tumoren
des Gastrointestinaltrakts. Es handelt sich um eine heterogene Gruppe von Tumoren, die
Uber die gesamte Lange des Gastrointestinaltrakts auftreten kénnen, jedoch am
haufigsten in Magen und Dinndarm lokalisiert sind (DeMatteo et al. 2000, Nilsson et al.
2005). GIST besitzen ein weites klinisches Spektrum von kleinen, zufallig entdeckten
Knétchen bis hin zu ausgesprochen malignen Tumoren (Miettinen und Lasota 2001).
Friher wurden GIST meist als Leiomyome, Leiomyosarkome oder Leiomyoblastome
klassifiziert (Fletcher et al. 2002). Erst seit 1998 werden GIST Uber ihre Expression des
mutierten KIT (CD117) definiert und so gegenuber glattmuskularen Tumoren abgegrenzt
(Hirota et al. 1998). KIT (CD117) entspricht einer Typlll-Rezeptor-Tyrosinkinase, deren
Mutation zu dauerhafter Aktivierung fihrt und als Grundlage fiir die Entstehung von GIST
angesehen wird. Durch Inhibition dieser Tyrosinkinase ist mit Imatinib (friher STI571) eine
effektive Therapie fir GIST verfugbar (Demetri et al. 2002). Eine akkurate Diagnostik und
klare Abgrenzung von GIST gegenuber anderen Weichteiltumoren ist daher von grol3er

Bedeutung. Laborchemische Tumormarker sind bislang nicht bekannt.

2.1.1 Immunhistochemische Definition von GIST

Fast alle GIST, sowohl maligne als auch benigne, exprimieren CD117 (Fletcher et al.
2002, Hirota et al. 1998, Kindblom et al. 1998, Sarlomo-Rikala et al. 1998). Entscheidend
fur die Pathogenese von GIST scheint jedoch nicht der Nachweis von CD117 zu sein,
sondern das Vorhandensein einer Genmutation: CD117 wird durch das Protoonkogen
c-kit codiert. Durch ,gain-of-function“-Mutation des c-kit-Gens kommt es zu einer
ligandenunabhangigen Aktivierung der KIT-Rezeptor-Tyrosinkinase und damit zu
gesteigerter Zellproliferation und verminderter Apoptose (Hirota et al. 1998). Allerdings
zeigen nur ca. 88% der GIST mit Aktivierung der Tyrosinkinase eine c-kit-Mutation.
Andere besitzen alternative onkogenetische Mechanismen, die zur Freisetzung von
Onkoproteinen flihren. Demnach sorgen bei 5% aller GIST Mutationen des platelet-
derived growth factor receptor (PDGFRA) fiir zytogenetische Veranderungen im Rahmen
der Tumorprogression (Heinrich et al. 2003).

Als weiterer sensitiver immunhistochemischer Marker neben CD117 ist das Protein CD 34
bei 70% aller GIST nachweisbar. Diese immunhistochemische Charakterisierung deutet
auf eine Beziehung des Tumors zu den interstitiellen Zellen von Cajal (Robinson et al.
2000). Diese befinden sich im Nervenplexus der Muscularis propria und gelten als
Schrittmacherzellen der Darmmotorik (Kindblom et al. 1998). Daruber hinaus sind 20-30%

der GIST positiv fur Aktin, 10% positiv flr das Protein S100 und weniger als 5% positiv fur
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Desmin (Miettinen und Lasota 2001).

Ein fir GIST spezifischer Marker konnte bisher noch nicht gefunden werden: CD117 ist in
zahlreichen gesunden Geweben, aber auch in anderen Neoplasien, darunter das
kleinzellige Bronchialkarzinom, Melanome und Sarkome, nachweisbar (Miettinen und
Lasota 2001, Krystal et al. 2000). Einige der GIST (weniger als 5%) sind weder CD34-
noch CD117-positiv (Kindblom et al. 1998, Robinson et al. 2000). Auch bleibt die definitive
Diskriminierung zwischen gut- und bésartigen GIST weiter Gegenstand aktueller

Forschung.

2.1.2 Epidemiologie

Obwohl GIST die haufigste Form der mesenchymalen Neoplasien des
Gastrointestinaltrakts reprasentieren, bleiben sie im Vergleich zu epithelialen Tumoren der
gleichen Lokalisation insgesamt eher selten. Je nach Datenbank wird die Inzidenz mit
Fallzahlen zwischen 1 und 2 pro 100.000 Einwohner angegeben (Miettinen et al. 2002,
Nilsson et al. 2005). Das mediane Alter bei Erkrankungsbeginn liegt bei 69 Jahren
(Nilsson et al. 2005). Eine 2005 unternommene Analyse von fast 1500 GIST-Fallen aus
der Datenbank des National Cancer Institutes der USA ermittelte dagegen eine
altersadaptierte Inzidenz von nur 0,68 pro 100.000 Einwohner mit einem medianen
Erkrankungsalter von 62,9 Jahren. Es wurden signifikante Unterschiede in der
altersadaptierten Inzidenz zwischen unterschiedlichen Rassen und Geschlechtern
gefunden. Demnach waren die Inzidenzen bei Schwarzen sowie bei Mannern héher als in
ihren Vergleichsgruppen (Tran et al. 2005). Andere Studien hingegen berichten von einer
Ausgeglichenheit in der Geschlechterverteilung (Nilsson et al. 2005).

GIST kénnen im gesamten Gastrointestinaltrakt vom oberen Osophagus bin hin zum
Anorektum auftreten, deutlich bevorzugt jedoch in Magen (59%) und Dinndarm (Jejunum
und lleum, 34%) gefolgt von Kolon und Rektum (6%) (Nilsson et al. 2005). Sehr selten
finden sich GIST in Osophagus, Duodenum oder extraintestinal. GIST metastasieren fast

ausschlieBlich in die Leber und die Peritonealhdhle (Miettinen et al. 1999).

2.1.3 Klinik und Diagnostik

Die Diagnose eines GIST wird oftmals erst nach Laparotomie und feingeweblicher
Untersuchung gestellt. Goldstandard der konventionellen Diagnostik von GIST in der
taglichen Praxis bleibt die typische HE-Morphologie, ergénzt durch immunhistochemische
Merkmale (Positivitat fir CD117 und CD34). Dabei lassen sich histologisch verschiedene
Phanotypen unterscheiden: Die Tumorzellen kénnen spindelzellig (70%) oder epitheloid

(20%) gestaltet sein oder als Intermediarformen vorliegen (Fletcher et al. 2002).
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Abbildung 1: HE-Férbung eines GIST vom A: spindelzelligen und B: epitheloiden Typ (aus
Fletcher et al. 2002). Mit freundlicher Genehmigung von Sage Publications.

Die praoperative Diagnostik erfordert ein hohes Mall an Vertrautheit mit den
radiologischen Befunden eines GIST (Gold und DeMatteo 2006). Diese weisen ein breites
morphologisches Spektrum auf: Sie kdnnen einzeln oder multipel auftreten, ihre Groflie
reicht von mikroskopisch-kleinen Lasionen (Chetty 2008) bis zu grofsien Tumoren mit 10-
20 cm Durchmesser (Van Roggen et al. 2001). Kontrastmittelverstarkte
Computertomographie (CT) sowie Magnetresonanztomographie (MRT) sind hilfreich bei
der Beurteilung von Primartumor, Leber und Peritonealhéhle. Dabei prasentieren sich die
Primartumoren als gut abgrenzbare und oftmals stark vaskularisierte Raumforderungen
mit enger Ortlicher Beziehung zu Magen oder Dunndarm. Nekrosen, hamorrhagische
Gebiete und degenerative Tumorkomponenten lassen das Bild inhomogen erscheinen.
Die 18Fluor-Deoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie (18FDG-PET) ist hoch
sensitiv, aber nicht spezifisch flir die Diagnose eines GIST, kann aber nutzliche
Informationen Uber das Ansprechen einer medikamentésen Therapie liefern (Stroobants
et al. 2003). Endoskopisch erscheinen GIST als submukdse Masse. Die Endosonographie
in Kombination mit einer Feinnadelaspiration oder Stanzbiopsie stellt eine weitere
Méglichkeit der Diagnostik dar. Die praoperative Biopsie wird aber aufgrund einer oftmals
eingeschrankten Beurteilbarkeit des Praparats bei gleichzeitig erhdhtem Risiko eines
,Canalseedings“ entlang des Biopsiekanals kontrovers diskutiert (Ando et al. 2002,
Williams et al. 1999).

Das klinische Bild eines GIST variiert stark; eine charakteristische Symptomatik gibt es
nicht und die Beschwerden sind stark von der Lokalisation des Tumors abhangig. Bei
GIST des Magens sind Schleimhautulzerationen mit konsekutiver Anadmie haufig,
wohingegen GIST des Jejunums durch abdominale Schmerzen oder lleus, GIST des
Osophagus wiederum durch Schluckbeschwerden, auffallen. Bei etwa einem Drittel der
Patienten bestehen unspezifische Beschwerden oder die Tumoren werden durch Zufall im

Rahmen anderer Untersuchungen entdeckt. So wurden im Rahmen einer
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populationsbasierten Studie in Schweden von 1460 GIST-Fallen 29% zufallig im Rahmen

anderer Operationen sowie weitere 10 % bei Obduktionen gefunden (Nilsson et al. 2005).

2.1.4 Malignitatseinschatzung und Risikoklassifizierung

Die Einschatzung des biologischen Verhaltens von GIST stellt eine Herausforderung dar,
die mit konventionellen histopathologischen Kriterien leider nicht zu GUberwinden ist. Eine
Malignitatseinschatzung, wie sie fir andere Tumoren Ublich ist und zum Beispiel gemaf
dem FNCLCC-Schema (Gradingsystem der French Fédération Nationale des Centres de
Lutte Contre le Cancer) fiur andere Weichteiltumoren durchgefiihrt wird, ist bei GIST nicht
anwendbar. Eindeutige Malignitatskriterien sind lediglich organlberschreitendes,
invasives Wachstum, peritoneale Metastasenaussaat und Fernmetastasierung (Miettinen
1999).

Dignitatsbeurteilung schwierig. Zurzeit gibt es keinen einzelnen Prognosefaktor, welcher

et al. FUr Tumoren, die sich ohne diese Faktoren prasentieren, ist die
fur die Beurteilung des Tumorverhaltens genutzt werden kann. Es gibt aber den
allgemeinen Konsensus dartber, dass flr die Risikoeinschatzung beziglich eines
aggressiven klinischen Krankheitsverlaufs die Kombination aus Daten zur Tumorgrofie
und Mitosezahl pro 50 hochauflésender Gesichtsfelder (High power fields, HPF) im

Mikroskop entscheidend ist (Tabelle 1) (Fletcher et al. 2002).

Tabelle 1: Risikokategorien (WHO 2002) nach Fletcher et al. 2002:

Risiko TumorgrolRe Mitoserate
Sehr niedrig <2 cm <5 Mitosen pro 50 HPF
Niedrig 2-5cm <5 Mitosen pro 50 HPF
Mittel <5 cm 6-10 Mitosen pro 50 HPF
5-10 cm <5 Mitosen pro 50 HPF
Hoch >5 cm >5 Mitosen pro 50 HPF
>10 cm jede Anzahl
jede GrolRe >10 Mitosen pro 50 HPF

*HPF= High power Field

So ist es allgemein anerkannt, dass eine TumorgroRe von Uber 5 cm mit einem hohen
Risiko fir Metastasen oder Rezidiv assoziiert ist (DeMatteo et al. 2000, Franquemont
1995) und eine Mitoserate von mehr als 5 Mitosen pro 50 HPF auf ein malignes Verhalten
des Tumors hindeutet (Miettinen et al. 2002). Ungeklart ist dagegen weiterhin die Frage,
ob neben TumorgréRe und Mitoserate auch die Lokalisation des Tumors eine
prognostische Aussagekraft besitzt. Studien konnten zeigen, dass GIST des Dinndarms

bei gleicher Grofle und Mitosezahl eine schlechtere Prognose besitzen als GIST des
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Magens (Emory et al. 1999, Ueyama et al. 1992). Eine aktuelle Studie aus dem Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center, New York zeigte in der Analyse von 127 vollstandig
resezierten primaren GIST eine signifikante Korrelation zwischen dem rezidivfreien
Uberleben und der Lokalisation des GIST. So wiesen GIST des Magens die beste
Prognose auf, gefolgt von GIST des Diinndarms, wahrend der schlechteste Verlauf bei
kolorektalen GIST beobachtet werden konnte. Es wird daher diskutiert, neben der
Tumorgrofle und der Mitoserate, auch die Variable der Organmanifestation fir die
Risikostratifizierung zu beriicksichtigen (DeMatteo et al. 2008).

In der siebten Edition der TNM-Klassifikationen fiir maligne Tumoren, die Anfang 2010
von der Internationale union contre le cancer (UICC) herausgegeben wurde, wird erstmals
auch eine TNM-Klassifikation fur GIST angegeben. Auch diese Klassifikation greift auf die
Kriterien der TumorgroRe und der Mitoserate zurick und teilt die Tumoren in vier T-

Gruppen sowie korrespondierende UICC-Gruppen ein (Agaimy 2010).

2.1.5 Therapie

Die Standardtherapie von primaren, lokalisierten GIST ist die chirurgische Resektion. Das
chirurgische Vorgehen ist dabei von der Lokalisation des Tumors abhangig. Primares Ziel
der chirurgischen Therapie sollte aber immer die komplette Entfernung des Tumors mit
tumorfreien Resektionsrandern (RO) sein (DeMatteo et al. 2000, Heinrich und Corless
2005). Hierdurch kann eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 48%-65% erreicht werden
(Connolly et al. 2003). Aufgrund der niedrigen Inzidenz der lymphogenen Metastasierung
wird eine Lymphadenektomie nicht empfohlen (DeMatteo et al. 2000). Insgesamt ist eine
komplette Resektion bei etwa 85% der Patienten mit primarem, lokalisiertem GIST
moglich; allerdings entwickeln mindestens 50% der Patienten ein Rezidiv nach kompletter
Resektion (Gold und DeMatteo 2006).

Die Behandlung von metastasierten oder nicht resezierbaren GIST mit Standard-
Chemotherapeutika oder Strahlentherapie hat sich als uneffektiv erwiesen. Bis vor einigen
Jahren gab es daher neben der chirurgischen Resektion keine wirkungsvolle Therapie fur
GIST. Mit der Entdeckung der c-kit-Protoonkogen-Mutation als zentraler Faktor in der
Pathogenese von GIST und der Entwicklung von Imatinib (STI571, Glivec®), einem
spezifischen Inhibitor der KIT-Tyrosinkinase, wurde die Therapie von GIST revolutioniert.
Heute gilt die Therapie mit Imatinib als erste Wahl bei nicht resezierbaren, rezidivierenden
oder metastasierten GIST (DeMatteo et al. 2002).

Imatinib wurde urspriinglich als Inhibitor der bcr-abl-Tyrosinkinase bei Patienten mit
Philadelphia-Chromosom-positiver Chronisch myeloischer Leukamie (CML) entwickelt
(Druker et al. 1996) und 2000 erstmals bei einem Patienten mit metastasiertem GIST
eingesetzt (Joensuu et al. 2001). Der eindrucksvolle Erfolg der Behandlung flihrte rasch

zur Initiierung zweier grofRer klinischer Multicenter-Studien, die den Effekt von Imatinib bei
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metastasierten GIST untersuchen sollten. Diese konnten zeigen, dass uUber 50 % aller
Patienten ein partielles Ansprechen auf Imatinib vorwiesen, welches zur eindeutigen
Reduktion der Tumormasse fuhrte. Weitere 27% zeigten unter Imatinib-Gabe immerhin
einen stabilen Krankheitsverlauf (Demetri et al. 2002, Verweij et al. 2004). Die Erfolge der
Therapie fuhrten in Deutschland im Juli 2002 zur Zulassung von Imatinib flir metastasierte
und lokal fortgeschrittene, nicht resezierbare GIST. Durch die Einfihrung von Imatinib als
Standardtherapie bei Patienten mit fortgeschrittenem GIST lieR sich die 2-Jahres-
Uberlebensrate von 26% auf 76% steigern (Demetri et al. 2002).

Bei jedem zweiten RO-resezierten Patienten kommt es aufgrund einer peritonealen
Dissemination zu einem Tumorrezidiv. Die postoperative Einnahme von Imatinib reduziert
signifikant die Rezidivrate bei primaren GIST. Nach einem Jahr Imatinib-Therapie blieben
98% der Patienten rezidivfrei (DeMatteo et al. 2009). Im Mai 2009 erhielt Imatinib deshalb
in Deutschland auch die Zulassung fiir die adjuvante Therapie von GIST.

Zurzeit wird auch die neoadjuvante Anwendung von Imatinib bei initial nicht resezierbaren
GIST diskutiert. Insbesondere bei Eingriffen, die mit Funktionsverlust von Organen
verbunden waren, gilt die Imatinib-Therapie als mdgliches Behandlungskonzept zur
Verkleinerung von inoperablen Tumoren (Haller et al. 2007, Gold und DeMatteo 2007,
DeMatteo 2009).

Eine neue klinische Herausforderung stellt auch die Entwicklung von Resistenzen
gegenlber Imatinib bei GIST-Patienten dar (Gramza et al. 2009). Leider zeigt die
Mehrheit der Patienten mit metastasiertem GIST irgendwann im Laufe der Behandlung
eine Resistenz gegenuber dem Medikament: 14 % sind bereits Initial resistent und weitere
50% der Patienten entwickeln innerhalb von 2 Jahren eine Resistenz (Demetri et al. 2002,
Verweij et al. 2004). Fir die neu erworbenen Resistenzen werden sekundare KIT-
Mutationen verantwortlich gemacht, die die Tyrosinkinase unsensibel flr den Inhibitor
Imatinib machen sollen (Antonescu et al. 2005). Die molekularen Mechanismen, die den
primaren und sekundaren Resistenzen zugrunde liegen, sind Gegenstand aktueller
Forschung (Heinrich et al. 2006). Diskutiert wurden jlingst Veranderungen in der
Enzymkonformation der Tyrosinkinase, die diese unempfanglich fir die Inhibition machen
(Gajiwala et al. 2009). Verschiedene Therapeutika der zweiten Wahl (zum Beispiel
Sunitinib) sowie eine Kombination von Tyrosinkinase-Inhibitoren, die sich gegen
verschiedene Tyrosinkinase-Konformationen richten, sind als Umgehungsstrategie im
Gesprach. Sunitinib (SU11248) hat bereits Wirkung gegen bestimmte Imatinib-resistente

Mutanten zeigen kdnnen (Demetri et al. 2006, Heinrich et al. 2008).

2.2 Die Extrazellulare Matrix

Die vielen Gewebearten, die unseren Korper formen, sind nicht einzig und allein aus
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Zellen zusammengesetzt; vielmehr bestehen sie aus Zellen und der extrazellularen Matrix
(EZM), welche diese umgibt; in ihrer Einheit als Stroma bezeichnet. Die EZM ist ein
komplexes, dreidimensionales Netzwerk aus extrazellularen Makromolekilen, welches
von Fibroblasten des Stromas und von Epithelzellen gemeinsam synthetisiert wird. Sie
sorgt fur die strukturelle Unterstiitzung der Gewebearchitektur und dient als Baugertst fur
Zelladhasion und Migration (Hay 1981). Neben ihrer mechanischen Funktion ist sie aber
auch essentiell fur die Kontrolle von Zellschicksalen. So stellt die EZM fur die
angrenzenden Zellen eine Informationsquelle und Funktionshilfe dar.

So vielfaltig, wie sich die verschiedenen Gewebeformen des menschlichen Korpers
darstellen, variiert auch die Zusammensetzung der EZM von Gewebe zu Gewebe und ist
abhangig von der Funktion des Organs, welches sie unterstitzt. Die zwei
Grundbestandteile, die dennoch in allen EZM Netzwerken gefunden werden, sind:
1. Faserige Bestandteile, zu denen neben anderen fibrillaren Proteinen auch das Kollagen
gehort, welches ca. 25% aller Proteine unseres Kdorpers ausmacht und 2. die nicht-
faserige Grundsubstanz. Diese wiederum besteht aus Proteoglykanen, welche aus langen
Polysaccharidketten gebildet werden, sowie einer Vielfalt an Glykoproteinen, zu denen
neben dem am besten charakterisierten Fibronektin auch die Familien der Laminine, der
Integrine sowie der Tenascine gehoren. Die Zusammensetzung der EZM ist daruber
hinaus auch vom Gewebestatus abhangig und variiert beispielsweise in embryonalen und
adulten Gewebe, so wie in Gewebe, welches pathologischem Stress ausgesetzt ist. So
darf die EZM nicht als statische Netzwerkstruktur verstanden werden, sondern befindet
sich vielmehr in einer Art FlieRgleichgewicht in Wechselwirkung mit den Zellen, die sie
umgibt (Adams und Watt 1993). Dabei kontrollieren und koordinieren Zell-Matrix-
Interaktionen zellulare Ereignisse wie Differenzierung und Proliferation in einer
spezifischen und reproduzierbaren Art und Weise und machen damit komplexe
Gewebestrukturen maoglich (Von der Mark et al. 1992).

Im Rahmen von Organogenese beispielsweise missen epitheliale Zellen, die das kinftige
Organ formen, nach einem streng kontrollierten Muster proliferieren, migrieren und
differenzieren. Die Koordination dieser Prozesse basiert auf einem Zusammenspiel
zwischen Epithelzellen und Zellen des Mesenchyms beziehungsweise des Stroma
(Adams und Watt 1993). In adultem Gewebe bleibt die Rolle der EZM elementar bei der
Generierung der apikobasalen Polaritdt des Epithels und seiner Aufrechterhaltung in
einem stabilen Zustand, zum Beispiel nach pathologischem Stress (Bissell und Radisky
2001). In gleicher Weise sind aber auch Verletzungen in nicht- epithelialen Organen, wie
Muskeln oder Sehnen, von Veranderungen im Stroma begleitet (Brellier et al. 2009).
Daruber hinaus besitzt die EZM im adulten Gewebe wichtige Funktionen bei der Erhaltung

der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung. So unterscheidet sich das Stroma
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welches Tumorzellen umgibt beispielsweise signifikant in seiner Zusammensetzung von
Stroma in gesundem Gewebe (Brellier et al. 2009). Heute ist es erwiesen, dass nahezu
alle zellularen Ereignisse wahrend der embryonalen Entwicklung und Organogenese,
aber auch im Rahmen von Gewebe-Remodelling und Wundheilung sowie Tumorgenese
und Metastasierung durch Komponenten der EZM beeinflusst werden (Von der Mark et al.
1992). Im Folgenden soll auf die Modulation der EZM im Zusammenhang mit Prozessen

der Tumorentstehung naher eingegangen werden.

2.2.1 Tumorassoziierte Modulation der extrazellularen Matrix

Basierend auf den Anfang des 20. Jahrhunderts erstmals gemachten Beobachtungen,
dass sich einige Tumoren in Familien haufen, begann die Suche nach genetischen
Veranderungen, die der Tumorgenese unterliegen. In den folgenden Jahrzehnten erzielte
man grof’e Fortschritte bei der Erforschung der molekularen Determinanten, die zur
Entstehung von Krebs fuhren koénnten. Nach dem heutigen Verstandnis ist die
Tumorgenese ein mehrschrittiger Vorgang, bei dem Tumorzellen multiple genetische und
epigenetische Veranderungen erfahren (Hanahan und Weinberg 2000). Die Entstehung
von Tumoren ist demnach ein evolutiondrer Prozess. Genetische Mutationen kdnnen
einen Selektionsvorteil fur somatische Zellen bieten, welche auf diese Art und Weise anti-
proliferative und zelltodinduzierende Mechanismen umgehen kdnnen, die normalerweise
ihre klonale Expansion limitieren (Lowe et al. 2004). Voraussetzung flir diese genetischen
Veranderungen ist die Instabilitdt des Genoms, welche ebenfalls Teil dieses
Tumormodells ist. Mittlerweile konnte erfolgreich eine ganze Reihe von Protoonkogenen
und Tumorsuppressorgenen identifiziert werden, deren Mutation flr die Entstehung von
Tumoren verantwortlich gemacht wird (Bishop und Weinberg 1996). Obwohl Pagets
sogenannte ,seeds and soil“ -Theorie auf das Jahr 1889 datiert ist, hat man erst in den
letzten zwei Jahrzehnten damit begonnen die Veranderung im sogenannten tumor
microenvironment, also der Gewebe-Mikroumgebung des Tumors in die Aufklarung der
Tumorgenese mit einzubeziehen (Mueller und Fusening 2004). Der englische Chirurg
Paget verglich die Tumorzellen mit Samen (Seeds) von Pflanzen. Beide wirden ,in alle
Richtungen getragen, doch kénnen sie nur leben und wachsen, wenn sie auf kompatiblen
Boden fallen“ (,When a plant goes to seed, its seeds are carried in all directions; but they
can only live and grow if they fall on congenial soil*) (Paget 1889). Bis heute sind die
molekularen Faktoren, welche die ,Seeds“ bestimmen, besser verstanden als die des
,S0il“ (Fidler 2003). Mittlerweile weil3 man jedoch, dass neben den Mutationen in den
Tumorzellen selbst viele Veranderungen in der Mikroumgebung dieser Zellen auftreten, in
der extrazellularen Matrix (EZM) (Liotta 1986). Diese Veranderungen konnen der

Transformation von Epithelzellen, welche den Ursprung der meisten Tumoren des
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Menschen darstellen, sogar noch vorausgehen (Orend und Chiquet-Ehrisman 2006). Das
Stroma in malignen Tumoren weist Charakteristika auf, die sich in normalem Gewebe
nicht finden lassen, dazu gehéren zum Beispiel die Ansammlung von Tumorassoziierten
Makrophagen (TAM), Endothelzellen und Tumorassoziierten Fibroblasten (TAF) oder
Myofibroblasten, die tumorspezifische EZM-Molekile, Cytokine, Wachstumsfaktoren und
Matrix modellierende Enzyme sezernieren (Abbildung 2) (Elenbaas und Weinberg 2001).
Die wechselseitige Stimulation von Tumorzellen sowie spezifischen Zellen des Stromas
kann die Tumorprogression induzieren und letztendlich zu Angiogenese und
Metastasierungsprozessen filhren. Tumore sind also ein Produkt ihrer Mikroumgebung
(Liotta und Kohn 2001). So konnte zum Beispiel eine Studie zeigen, dass das erfolgreiche
Verpflanzen von humanen Brusttumor-Xenotransplantaten in Mause von dem
Vorhandensein von humanen, tumorspezifischen Fibroblasten abhangt (Kupperwasser et
al. 2004).

A: Normales Epithel B: Karzinom

ruhendes Stroma aktiviertes Tumorstroma

Keratinocyte

Basement
membrane

Collagen
bundle

Fibroblast

E
* ?ﬁ © e,

Capillary
Granulocyte

ECM fragment

Abbildung 2: Tumorassoziierte Modulation der extrazelluldaren Matrix A: Gut differenziertes,
normales Epithel; durch die Basalmembran abgegrenzt vom Stroma. Dieses besteht aus
Kollagenbiindeln, die ruhende Fibroblasten, Kapillaren sowie einige ansdssige Leukozyten
umgeben B: Die Progression zum Karzinom ist verbunden mit einer Proliferation des Epithels,
dem Durchbruch der Basalmembran und der Entwicklung eines aktivierten Tumorstromas. Die
Kollagenbiindel sind vermindert, die Anzahl der inflammatorischen Zellen steigt an und
Fibroblasten differenzieren zu Myofibroblasten, die Wachstumsfaktoren, Proteasen und andere
Matrixkomponenten sezernieren (aus Mueller und Fusening 2004). Mit freundlicher
Genehmigung der Nature Publishing Group.

Tenascin-C ist ein Faktor in der tumorspezifischen Mikroumgebung, welcher sowohl von

transformierten Epithel- als auch von Stromazellen selbst exprimiert werden kann
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(Hanamura et al. 1997, Yoshida et al. 1997). Die verstarkte Expression von Tenascin-C in
Tumorgewebe deutet darauf hin, dass Tenascin-C eine Schlusselrolle in der
Mikroumgebung von Tumoren besitzt und somit nicht nur in die Anfédnge der
Tumorgenese, sondern auch in Vorgange der Tumorprogression und Metastasierung

involviert sein kénnte (Orend und Chiquet-Ehrismann 2006).

2.3 Die Familie der Tenascine

Die Tenascine sind eine Familie von oligomeren Glykoproteinen, die in der extrazellularen
Matrix von Vertebraten gefunden wurden. Sie haben nicht nur eine unterstiitzende
Funktion in der Aufrechterhaltung der Matrix Struktur, sondern beeinflussen auch das
Verhalten von Zellen die im Kontakt zur EZM stehen. Unter anderem spielen sie eine
Rolle bei der Modulation von Zellmigration, Zelladhasion und Wachstum. So kommen die
Tenascine primar wahrend der Gewebeentwicklung in embryonalem Gewebe vor, werden
aber auch im Rahmen von Umbau- und Remodellierungsprozessen, zum Beispiel nach
Gewebeverletzung, exprimiert. Neben Tenascin-C existieren noch drei weitere Molekle:
Tenascin-R, Tenascin-W und Tenascin-X. Die ehemals als Tenascin-Y und Tenascin-N
bezeichneten Tenascine konnten mittlerweile als Mitglieder der Tenascin-X- und
Tenascin-W- Genfamilie identifiziert werden (Tucker et al. 2006).

Obgleich Mitglieder einer Proteinfamilie und folglich ahnlich in Struktur und Aufbau,
besitzen die vier Tenascine auffallig unterschiedliche Expressionsmuster wahrend der
embryonalen Entwicklung und im adulten Organismus, die auf unabhangige
Regulationsmuster deuten. Tenascin-C kommt vor allem im embryonalen Gewebe vor,
vorzugsweise in der Nahe von migrierenden Zellen, im Mesenchym, das aufkeimendes
Epithel umgibt und in sich entwickelndem Bindegewebe, insbesondere von Knochen,
Knorpel und Sehnen (Chiquet-und Fambrough 1984a, Chiquet-Ehrismann et al. 1986). In
adultem Organismus persistiert Tenascin-C dann nur noch an wenigen Stellen, seine
Expression kann aber in Gewebe, welches Umbauprozessen ausgesetzt ist, erneut
hochreguliert werden. So erscheint Tenascin-C zum Beispiel erneut unter pathologischen
Bedingungen wie zum Beispiel im Rahmen von Wundheilung, Inflammation und
Tumorgenese (Chiquet-Ehrismann et al. 1986, Garin-Chesa et al. 1989, Whitby et al.
1991). Tenascin-X wird vor allem in lockerem Bindegewebe, insbesondere in Dermis,
Epimysium und Blutgefalien, sowohl wahrend der fetalen Entwicklung als auch im adulten
Organismus, exprimiert. Mutationen im Tenascin-X-Gen kdénnen zu einer Form des
Ehlers-Danlos-Syndroms fuhren (Bristow et al. 2005). Die Expressionsmuster von
Tenascin-R und Tenascin-W sind deutlich begrenzter. So kommt Tenascin-R
ausschlief3lich im zentralen und peripheren Nervensystem vor (Rathjen et al. 1991).

Tenascin-W findet man vornehmlich im fetalen Skelettsystem und im Periost des
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Erwachsenen, sowie in der Niere und bestimmten Muskeln (Scherberich et al. 2004).
Darlber hinaus konnte man Tenascin-W ahnlich wie Tenascin-C im Stroma einiger
Tumoren nachweisen, so zum Beispiel beim malignen Mammakarzinom sowie beim
Kolonkarzinom (Scherberich et al. 2005, Degen et al. 2007, Degen et al. 2008).

Langere Zeit ging man davon aus, dass alle vier Mitglieder der Tenascin-Familie trotz
ihrer individuellen, spezifischen Expressionsmuster eine streng regulierte und transiente
Expression wahrend der embryonalen Entwicklung und postnatal gemeinsam hatten, die
sie grundlegend von allen anderen Proteinen der extrazellularen Matrix unterschied (Hsia
und Schwarzbauer 2005). Mittlerweile ist man dazu Ubergegangen, die Tenascine in zwei
Gruppen zu unterteilen: Die erste Gruppe, bestehend aus Tenascin-R und Tenascin-X,
besitzt tatsachlich ein streng reguliertes, aber stabiles Expressionsmuster. Die zweite
Gruppe, gebildet von Tenascin-C und Tenascin-W, hingegen ist in ihrer Expression
malfigeblich von der Gewebemikroumgebung beeinflusst und reguliert (Tucker und
Chiquet-Ehrismann 2009). Demzufolge ist es letztere Gruppe, die haufig im
Zusammenhang mit Krankheit oder Trauma in der extrazellularen Matrix vorzufinden ist,
insbesondere im Stroma von Tumoren.

Das Vorkommen der Tenascine als Matrixproteine wahrend der embryonalen Entwicklung
und ihr Wiedererscheinen bei pathologischen Prozessen ist mittlerweile anerkannt, jedoch
nicht gut verstanden. Das am besten untersuchte und charakterisierte Mitglied der
Tenascin-Familie ist das Tenascin-C. Seine Effekte auf Zellproliferation,

Zelldifferenzierung und Motilitat sind bis heute am besten dokumentiert und beschrieben.

2.4 Tenascin-C

Als erstes Mitglied der Familie der Tenascine wurde Tenascin-C in den 80er Jahren von
verschiedenen Arbeitsgruppen unabhangig voneinander entdeckt; infolgedessen taucht
es in der Literatur unter verschiedenen Namen auf: Glioma mesenchymal extracellular
matrix antigen GMEM (Bourdon et al. 1983), hexabrachion (Chiquet and Fambrough
1984a), myotendinous antigen (Erickson und Inglesias 1984), J1 glycoproteins (Kruse et
al. 1985), Cytotactin (Grumet et al. 1985) und Neuronectin (Rettig et al. 1989). Der
endglltige Name Tenascin setzt sich zusammen aus dem lateinischen ,tenere” (halten)
und ,nascere“ (geboren werden, gedeihen), dem Ursprung der englischen Worter
sLendon“ (Sehne) und ,nascent* (werdend, aufkeimend) und bezieht sich auf die
Lokalisation von Tenascin-C, die zu diesem Zeitpunkt beobachtet wurde, und seine
Expression wahrend der embyronalen Entwicklung (Chiquet-Ehrisman et al. 1986 ).

Die Wechselwirkungen von Tenascin-C sind komplex. Aufgrund seiner Multidomanen-
Struktur kann Tenascin-C mit vielen Zell-Oberflachen-Rezeptoren sowie mit zahlreichen

anderen Matrixmolekulen, darunter auch Fibronektin, interagieren. Das Glyokoprotein
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nimmt so direkten und indirekten Einfluss auf Zellantworten und Zellverhalten sowie auf
Gewebearchitektur und —resilienz (Midwood und Orend 2009). Dabei fungiert Tenascin-C
nicht als klassisches Adhasionsprotein wie zum Beispiel Fibronektin, sondern kann in
vielen Fallen auch anti-adhdsiv wirken. In vielen Berichten wird es daher als
adhasionsmodulierendes Protein der EZM Kklassifiziert (Orend und Chiquet-Ehrismann
2000, Sage et al. 1991). Eine Vielzahl von Zelltypen ist in der Lage, Tenascin-C zu
synthetisieren. Das Expressionsmuster von Tenascin-C ist jedoch streng mit der

embryonalen Entwicklung und pathologischen Vorgangen verbunden (Mackie 1994).

2.4.1 Expression im embryonalen und im adulten Gewebe

Wesentliche Orte der Tenascin-C Synthese wahrend der embryonalen Entwicklung sind
Nerven-, Skelett- und Gefallsystem. Weitgehend verbreitet, in fast jedem Organsystem,
ist Tenascin-C jedoch durch seine Expression im Mesenchym, welches sich
entwickelndes Epithel umgibt (Chiquet-Ehrismann et al. 1986). So fand man Tenascin-C
zum Beispiel auch in Brustdruse, Zdhnen und Haarfollikeln (Chiquet-Ehrismann et al.
1986), in der Niere (Aufderheide et al. 1987), entlang des Sinus Urogenitalis (Takeda et
al.1988) oder im Darm (Aufderheide und Ekblom 1988).

Im gesunden adulten Organismus ist das Expressionsmuster von Tenascin-C wesentlich
eingeschrankter. Es gibt jedoch einige Gewebe, unterschiedlicher embryologischer
Herkunft, in denen Tenascin-C persistiert (Natali et al. 1990). Dazu gehdren
Perichondrium, Periost und Endost (Mackie et al. 1987), bestimmte Teile der Niere, einige
glatte Muskeln, so zum Beispiel die Lamina muscularis mucosae des Magen-Darmtrakts,
sowie die Media von Arterien und Arteriolen (Oike et al. 1990). Natali et al. fanden
daneben auch eine Tenascin-C Expression in adultem Gewebe in den Basalmembranen
von Haut, Laryngotrachealtrakt, Osophagus, Duodenum und Rektum (1990). Allerdings
lasst sich eine Hochregulation der TNC-Expression im Rahmen von Wundheilung, sowie
unter pathologischen Bedingungen wie zum Beispiel bei Inflammation oder

Krebserkrankungen, beobachten.

2.4.2 Expression im Rahmen von pathologischen Prozessen und bei Tumoren

Zellproliferation, Zellmigration und Zelldifferenzierung sowie Gewebe-Remodelling sind
Vorgange, die neben ihrer Bedeutung wahrend der embryonalen Entwicklung auch im
Rahmen von Wundheilungsprozessen eine Rolle spielen. So Uberrascht es nicht, dass
eine starke Akkumulation von Tenascin-C im Granulationsgewebe der Haut wahrend
Wundheilungsprozessen nachgewiesen werden konnte (Mackie et al. 1988). Daneben
induzieren auch hyperproliferative Erkrankungen der Haut, wie Psoriasis (Schalkwijk et al.
1991), Sklerodermie (Lacour et al. 1992) oder bulldse Dermatosen (Schenk et al. 1994)
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die TNC-Expression.

Bei alkoholinduzierten und Cholestase-bedingten Lebererkrankungen, sowie bei akuter
und chronischer Hepatitis, wurde ebenfalls eine erhdhte Immunreaktivitat fir Tenascin-C
im Vergleich zu gesundem Lebergewebe festgestellt (Van Eyken et al. 1990).
Auch im Zusammenhang mit Asthma bronchiale als typisch chronisch-inflammatorische
Krankheit wurde eine gesteigerte TNC-Expression beobachtet (Laitinen et al. 1997).
Dabei scheint diese, interessanterweise, durch den Neuropeptid S-Rezeptor 1
hochreguliert zu werden, welcher selbst als Suszeptibilitats-Gen fir Asthma bekannt ist
(Orsmark-Pietras et al. 2008). Auch bei dilatativer Kardiomyopathie hat sich Tenascin-C in
einer Studie als erfolgreicher Marker fir Inflammation unter Beweis stellen kdnnen
(Tsukada et al. 2009). Im Zusammenhang mit rheumatoider Arthritis konnte krzlich sogar
gezeigt werden, wie Tenascin-C in Makrophagen und Fibroblasten die Synthese von
inflammatorischen Cytokinen mittels Aktivierung des Toll-like Rezeptors 4 induziert
(Midwood et al. 2009). All dies lasst vermuten, dass Tenascin-C Teil einer allgemeinen
inflammatorischen Antwort ist (Midwood und Orend 2009).

Die TNC-Expression wird auch bei Infektionen induziert. So fand man verstarkte TNC-
Expressionen zum Beispiel im Lungengewebe von Tuberkulose-Patienten (Kaarteenaho-
Wiik et al. 2000) oder im Zervixepithel von Patienten mit humanem Papillomavirus (Tiitta
et al. 1992).

Am auffalligsten verstarkt ist die TNC-Expression allerdings in vielen Tumoren, die bisher
im Zusammenhang mit dem Glykoprotein untersucht worden sind. Schon frih wurde das
Vorkommen von Tenascin-C im Rahmen von neoplastischen Vorgangen beobachtet. So
wurde Tenascin-C urspringlich 1983 erstmals als glioma-mesenchymal extracellular
matrix antigen im Mesenchym von Gliomen entdeckt und beschrieben (Bourdon et al.
1983). Kurze Zeit spater stellten Chiquet-Ehrismann et al. fest, dass Tenascin-C sich im
Gewebe der embryonalen Brustdrise, jedoch nicht im normalen adulten Brustgewebe
nachweisen lie}, dass es aber in Karzinogen-induzierten Mammakarzinomen erneut zu
einer TNC-Expression kam (Abbildung 3) (Chiquet-Ehrismann et al. 1986).

Mittlerweile existiert eine ganze Reihe von Studien, die Uber Tenascin-C im
Zusammenhang mit Tumoren berichten. Dabei lasst sich eine Tenascin-C-
Uberexpression in den meisten soliden Tumoren, die bisher untersucht worden sind,
finden. Dazu gehdren Tumore von Gehirn, Mamma, Uterus, Ovar, Prostata, Pankreas,
Kolon, Magen, Mund, Larynx, Leber, Niere, Blase, Haut, Knochen und Weichteilgewebe

sowie Lymphome (reviewed von Orend und Chiquet-Ehrismann 2006).
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embryonic mammary carcinoma
mammary gland :

Abbildung 3: Immunhistochemische Farbungen gegen Tenascin-C in einer embryonalen
Brustdriise und einem Mammakarzinom. Tenascin-C ist im Mesenchym, welches das sich
entwickelnde Mamma-Epithel umgibt, sowie im Stroma um die Tumorzellnester herum
vorhanden (aus Chiquet-Ehrismann und Chiquet 2003). Mit freundlicher Genehmigung von John
Wiley and Sons.

In Gliomen (Leins et al. 2003) und Karzinomen von Mamma (Ishihara et al. 1995, Suwiwat
et al. 2004), Pankreas (Vaidya et al. 1996), Blase (Brunner et al. 2004) und Lunge
(Ishiwata et al. 2005) korrelierte die TNC-Expression zudem mit einer schlechten
Uberlebensprognose fiir die betroffenen Patienten.

Die genauen Funktionen von Tenascin-C und folglich auch seine Bedeutung im
Zusammenhang mit der Entwicklung und Progression von Tumoren sind bisher noch
schlecht verstanden, man schreibt Tenascin-C bei der Tumorgenese aber zwei wichtige
Rollen zu: Zum einen soll das Glykoprotein die Tumorzellen direkt durch Aktivierung ihrer
Proliferations-, Invasions- und Migrationsfahigkeiten stimulieren, zum anderen einen
Einfluss auf die Férderung der Angiogenese durch Stimulation von Endothelzellen
ausuben (Brellier et al. 2009). Neben den Aufgaben, die man Tenascin-C bei der primaren
Tumorentwicklung zuteilt, hat man mittlerweile auch interessante Hinweise auf den
Einfluss von Tenascin-C auf die Metastasierung von Tumoren gefunden (Tavazoie et al.
2008).

Die molekularen Mechanismen, die diesen Beobachtungen zugrunde liegen, sind
Gegenstand aktueller tumorbiologischer Forschung und bisher noch nicht ausreichend
aufgeklart. Dies ist vor allem auf die Komplexitat der Wechselwirkungen, die das Molekul
zu anderen Zellen und Bestandteilen der EZM aufweist, zurickzufihren. Um die
vielfaltigen und teilweise auch kontrédren Funktionsweisen von Tenascin-C besser
verstehen zu kdnne, soll im Folgenden zunachst auf die Struktur des Glykoproteins

eingegangen werden.
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2.4.3 Molekulstruktur von Tenascin-C

Tenascin-C ist ein sehr groRes Molekll mit einer Masse von bis zu 1900kDa, wenn es als
intaktes Hexamer vorliegt (Taylor et al. 1989). Tenascin-C wurde zunachst
elektronenmikroskopisch als eine sechsarmige Struktur mit einem zentralen Kern sichtbar
gemacht und aufgrund seines Aufbaus als Hexabrachion bezeichnet (Abbildung 4 C),
(Erickson und Inglesias 1984). Biochemische Analysen zeigten dann, dass es sich
tatsachlich um ein Uber Disulfidbriicken verknlpftes Oligomer mit sechs identischen
Polypeptidketten handelt (Chiquet und Fambrough 1984b, Friedlander er al. 1988), deren
Struktur mittlerweile vollstandig entschlisselt werden konnte (Abbildung 4 A) (Nies et al.
1991). Das proximale Ende jeder dieser sechs Polypeptidketten besteht aus einer amino-
(N)-terminalen cysteinreichen Domane, die von 14 % repetitiven Einheiten gefolgt wird
(Nies et al. 1991, Siri et al. 1991). Diese 14 ¥; Einheiten weisen eine groRe Ahnlichkeit
zum epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor) auf und werden deshalb
als EGF-ahnliche Domanen (EGF-like repeats, EGFL repeats) bezeichnet (Jones et al.
1988). Auf diese 14 2 EGF-ahnlichen Einheiten folgen eine Reihe von Modulen, die mit
den Typ lll- Doménen des Fibronektin identisch sind (Jones et al. 1988). Von diesen
sogenannten Fibronektin- Typlll- Modulen (FNIII) finden sich im Tenascin-C-Monomer
stets 8 konstitutive, sowie zusatzlich bis zu 9 weitere variable Einheiten, welche durch
alternatives Spleilten des primaren Transkriptes eingebaut werden kénnen (Gulcher et al.
1989, Jones et al. 1989, Mighell et al. 1998, Spring et al. 1989, Sriramarao und Bourdon
1993). Diese neun alternativ gesplei3ten FNIII- Module werden zwischen die funfte und
die sechste FNIlI-Einheit eingefiigt und werden mit A1, A2, A3, A4, B, AD2, AD1, C und
D bezeichnet. Das C-terminale Ende der Polypeptidkette bildet schlieRlich eine globulare
Domane, die dem Fibrinogen ahnelt (Jones et al. 1988, 1989).

Die Oligomerisierung der Tenascin-C-Monomere geschieht cotranslational in zwei
Einzelschritten. Zunachst vereinigen sich drei Polypeptidketten Uber die N-terminale
Domane zu einer gewundenen, sogenannten ,triple-coiled coil® Helix. In einem zweiten
Schritt werden dann zwei dieser Trimere zusammengeflihrt und bilden so das Tenascin-
C-Hexamer, welches mittels Disulfidbriicken stabilisiert wird (Kammerer et al. 1998)
(Abbildung 4 B und C).

Das alternative SpleiRen der neun zusatzlichen FNIIl- Module, die unabhangig
voneinander kombinatorisch eingefugt oder entfernt werden kdnnen, erlaubt eine extrem
hohe Anzahl an Tenascin-C-lIsoformen (Gulcher et al. 1991, Jones et al. 1988, 1989,
Spring et al. 1989). Diese Vielzahl und Diversitat veranschaulicht die Untersuchung von
Joester und Faissner, die im Rahmen der embryonalen und frihen postnatalen
Entwicklung des zentralen Nervensystems der Maus 27 Tenascin-C- Isoformen finden
konnten (1999).
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Abbildung 4: Molekiilstruktur von Tenascin-C A: Schematischer Aufbau eines Tenascin-C-
Monomers bestehend aus einer amino-(N)-terminalen cysteinreichen Domane, gefolgt von 14 %
EGF-ahnlichen Einheiten, 8 konstanten und bis zu 9 weiteren, alternativ gespleiten FNIII-
Modulen sowie einer C-terminalen, Fibrinogen-dhnlichen, globuldren Domane (modifiziert nach
Joester and Faissner 2001). B: Schematische Darstellung eines Tenascin-C- Hexabrachions,
welches sich liber die cysteinreiche Doméanen von sechs Polypeptidketten mittels ,,coiled-coil“-
Interaktion bildet. Diese Verbindung wird durch Disulfidbriicken stabilisiert (aus Garwood et al.
2001). C: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Tenascin-C-Hexamers (aus Orend and
Chiquet-Ehrismann 2006). Mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Daruber hinaus besitzt Tenascin-C 23 potentielle N- Glykosylierungsstellen (Siri et al.
1991), von denen sich die meisten auf den FNIII-Modulen befinden. Die strukturelle
Variabilitat, infolge der potentiellen Glykosylierungsstellen sowie der verschiedenen
Splei®-Isoformen, erklart die verschiedenen Massenangaben bezuglich des humanen
Tenascin-C-Monomers, welche zwischen 180 und 225 kDa (Gulcher et al. 1989) bis hin

zu 230/ 240 und 320kDa (Aukhil et al. 1993) variieren.

2.4.4 Bedeutung der alternativ gespleiften Tenascin-C-Isoformen

Die entscheidenden Mechanismen, die dem alternativen SpleiRen des primaren
Transkriptes zugrunde liegen sind bis jetzt noch nicht verstanden, aber es gibt Hinweise
darauf, dass der proliferative Status einer Zelle (Borsi et al. 1994), der extrazellulare pH-
Wert (Borsi et al. 1995), der Wachstumsfaktor TGF-3 Typ 1 (Zhao und Young 1995) und

17



Einleitung

der splicing factor sam68 (Moritz et al. 2008) beteiligt sind. Da die meisten Tenascin-C-
Liganden mit den FNIII-Einheiten interagieren (Jones und Jones 2000), geht man davon
aus, dass die zahlreichen FNIII-Einheiten den verschiedenen Tenascin-C-lsoformen
spezifische Funktionen Ubertragen (Meiners et al. 1997), die bis jetzt aber noch
weitgehend unbekannt sind. So konnte in diesem Zusammenhang beispielsweise gezeigt
werden, dass eine 190 kDa Isoform des Tenascin-C-Molekils eine starkere Affinitat zu
dem Molekil Fibronektin aufweist als ein Tenascin-C-Molekull mit einer grolieren Masse
(Chiquet-Ehrismann et al. 1991).

Fur die Vermutung, dass die Wechselwirkungen von Tenascin-C zu seinen Liganden von
den verschiedenen Isoformen abhangig zu sein scheint, spricht auch die Beobachtung,
dass verschiedene Tenascin-C-Spleildvarianten in unterschiedlichen Geweben exprimiert
werden (Chiquet-Ehrismann et al. 1991, Dérries und Schachner 1994, Kaplony et al.
1991, Mackie und Tucker 1992, Prieto et al. 1990, Tucker 1994) und darlber hinaus auch
noch von unterschiedlichen Entwicklungsstadien abhangig sind (Borsi et al. 1992, Oyama
et al. 1991, Schenk et al. 1994, Schwaogler et al. 1992).

Ferner konnte beobachtet werden, dass die Expression besonders grofer,
hochmolekularer Tenascin-C-Isoformen mit gesteigerter Zellmigration (Kaplony et al.
1991), der Herunterregulation von Zell-Matrix-Adhasion (Murphy-Ullrich et al. 1991) sowie
mit Gewebeumbauprozessen (Tucker 1993) korreliert, wohingegen kleinere Tenascin-C-
Isoformen in ruhendem Gewebe vorkommen und mit einer bestandigen extrazellularen
Matrix assoziiert sind. Gro3e Spleillvarianten fand man auch im Zusammenhang mit
pathologischen Prozessen wie zum Beispiel in chronisch Hepatitis C-infiziertem Gewebe
(El-Karef et al. 2007) oder in, von Asthma betroffenem, Lungengewebe (Matsuda et al.
2005). Daneben gibt es auch Hinweise auf das Vorkommen von bestimmten,
hochmolekularen Tenascin-C-Spleil3varianten bei gewissen Tumorentitdten (Abbildung 5),
so zum Beispiel beim Astrozytom (Carnemolla et al. 1999), beim Melanom und duktalen
Mammakarzinom (Derr et al. 1997), bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle (Mighell
et al. 1997), beim Mammakarzinom (Koukoulis et al. 1991, Borsi et al. 1992, Takatsugu et
al. 2003), beim Prostatakarzinom (Ibrahim et al. 1993) sowie beim Kolorektalen Karzinom
(Dueck et al. 1999, Hauptmann et al. 1995).

Beim Mammakarzinom (Adams et al. 2002, Borsi et al. 1992) sowie beim Urothelkarzinom
der Blase (Richter et al. 2009) korrelierte die Expression grol3er Tenascin-C-Varianten
zudem mit der Invasivitdt des Tumors. Eine neue kirzlich verdffentlichte Untersuchung
zum Mammakarzinom konnte erfolgreich darstellen, dass bestimmte grolle
tumorassoziierte Tenascin-C-Spleillvarianten das Wachstum und die Zellinvasion férdern

kénnen (Hancox et al. 2009).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines Tenascin-C- Monomers und seiner Fibronektin
Typlll-Module. Die alternativ gespleiten Einheiten sind mit A bis D kenntlich gemacht.
Fibronektin Typlll-Repeats, die in bestimmten Tumorentitidten detektiert wurden sind iiber der
Darstellung gekennzeichnet (aus Orend und Chiquet-Ehrismann 2006). Mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier.

2.5 Die Rolle von Tenascin-C in Tumoren

Tenascin-C wird in den meisten soliden Tumoren exprimiert und spielt eine Rolle in der
Forderung von Proliferation, Invasion und Angiogenese im Zuge von Tumorgenese und
Metastasenbildung. Darliber hinaus zeigen die neusten Untersuchungen, dass Tenascin-
C bei der Entstehung von Tumoren auch durch Einfluss auf die Genomstabilitat (Ruiz et
al. 2004) sowie durch Blockierung der Immunabwehr mitwirkt (Hemesath et al. 1994).
Tenascin-C hat eine wichtige Funktion in der Schaffung einer Mikroumgebung, in der
Tumorzellen expandieren kénnen. So korreliert eine starke TNC-Expression in einigen
Tumorentitaten mit einer schlechten Prognose flir die betroffenen Patienten (u.a. Brunner
et al. 2004, Leins et al. 2003, Ishiwata et al. 2005, Suwiwat et al. 2004).

Die Mechanismen, die dieser Beobachtung auf molekularer Ebene zugrunde liegen, sind
komplex und bisher schlecht verstanden, so dass an dieser Stelle nur eine unvollstandige
Ubersicht Uber die Beobachtungen zur Rolle von Tenascin-C im Zusammenhang mit
Tumorerkrankungen gegeben werden kann.

Die Expression von Tenascin-C kann durch verschiedene pro- und anti-inflammatorische
Cytokine wie zum Beispiel IL-1, 4, 6, 8, 13, TNFa, IFNy sowie durch Wachstumsfaktoren
wie EGF, TGF, Lif-1 und CTGF induziert werden (reviewed in Chiquet-Ehrismann und
Chiquet 2003). Dabei scheinen auch die Transkriptionsfaktoren NF-kB und c-Jun
(Mettouchi et al. 1997) sowie Ets und Sp1 (Shirasaki et al. 1999) in die komplexe
Regulierung der Expression involviert zu sein.

Zusatzlich fordern auch Faktoren, die speziell in entziindetem oder in Tumorgewebe
vorkommen, wie Hypoxie (Gebb et al. 2003), reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
(Yamamoto et al. 1999) oder mechanischer Stress (Sarasa-Renedo und Chiquet 2005)
die TNC-Expression.

Genauso kann diese aber auch durch Tumor-assoziierte Signalkaskaden, zum Beispiel
mittels des ERK/MAP- (Maschler et al. 2004) oder des Wnt-Signalwegs (Beiter et al.

2005) gesteigert werden. Interessanterweise werden beide Signalkaskaden wiederum
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selbst durch Tenascin-C induziert, so dass ein positiver Feedback-Mechanismus bei der
Regulation von TNC-Expression und Tenascin-C-Antworten im Rahmen der
Tumorgenese denkbar sind (Orend und Chiquet-Ehrismann 2006).

Huang und Arbeitsgruppe fanden eine weitere Wirkweise des Tenascin-C, welche die
Zellproliferation beeinflusst. So ist Tenascin-C in der Lage, durch Interferenz der Bindung
zwischen Fibronektin und dem Proteoglykan Syndecan-4, die Zelladhasion zu blockieren
und die Zellproliferation zu stimulieren: Dabei bindet Tenascin-C an eine Domane im
Fibronektin, die Syndecan-4 als Ligand dient. Syndecan-4 ist ein transmembranes
Heparansulfat-Proteoglykan, welches als Co-Rezeptor flr Integrina5B1- vermittelte
Zelladhasion fungiert. Die Inhibition der Intergrina5f1/Syndecan-4 abhangigen
Zelladhasion durch Tenascin-C flihrt zu gesteigerter Proliferation von Tumorzellen aus
Gliomen und Mammakarzinomen (Huang et al. 2001).

Ein Mechanismus, mit dem Tenascin-C die Tumorzellmigration unterstitzt, wurde von De
Wever und seiner Arbeitsgruppe bei Untersuchungen von Kolonkarzinomen entdeckt.
Demnach stimuliert das von tumorassoziierten Fibroblasten sezernierte Tenascin-C die
Tumorzellinvasion durch Blockierung des RhoA- und Aktivierung des Rac-Signalpfads (De
Wever et al. 2004).

DarUber hinaus haben Studien, bei denen rekombinante Fragmente von Tenascin-C
verwendet wurden, offen gelegt, dass die alternativ gespleiltten Domanen des Tenascin-
C Annexin Il auf Endothelzellen binden und so die Zellmigration férdern kénnen (Chung
und Erickson 1994, Chung et al. 1996). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass
wohlmdglich besonders die grofieren Tenascin-C-Isoformen an der Loslésung von Zellen
aus dem Tumorverband beteiligt und so mitverantwortlich fir die Malignitat der
Tumorzellen sein kdnnten (Kusagawa et al. 1998).

Ein experimenteller Hinweis auf die bedeutende Rolle von Tenascin-C bei
Metastasierungsvorgangen sind die Ergebnisse von Tavazoie und Arbeitsgruppe (2008).
Diese konnten zeigen, dass bei Mammakarzinom-Zellen, in denen die TNC-Expression
durch siRNA supprimiert wurde, die Fahigkeit Lungenmetastasen zu bilden stark
vermindert war. AuRerdem konnte dargestellt werden, dass Tenascin-C ein Target von
miR-335, einer ,Metastasen-unterdrickenden“ Mikro-RNA, ist, deren Expression bei
Mammakarzinom verloren geht, sobald dieses in Lunge oder Knochen metastasiert
(Tavazoie et al. 2008).

Parallel zu dieser Studie, hob auch eine Analyse von VEGF-regulierten Genen beim
Mammakarzinom, welche mit erhéhtem Potential fir Lungenmetastasen assoziiert sind,
eine bedeutende Rolle von Tenascin-C bei Metastasierungsprozessen hervor (Calvo et al.
2008).
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Die neusten Erkenntnisse Uber die Rolle von Tenascin-C bei der Tumorprogression sowie
seine verstarkte Expression bei vielen soliden Tumoren machen das Glykoprotein zu
einem interessanten Kandidaten fur die Tumordiagnostik sowie flr die Verlaufskontrolle

von Tumorerkrankungen.
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3. Material und Methoden

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg iberprift und mit
einem positiven Votum versehen. Es lagen Einverstandniserklarungen von allen
teilnehmenden Patienten Uber die Durchfihrung der Untersuchungen an Gewebe und

Serum vor.

3.1 Multitumor Tissue Microarray

Fir den immunhistochemischen Nachweis von Tenascin-C im Tumorgewebe wurde das
Verfahren des Tissue Microarray (TMA) angewandt. Dieses erlaubt die gleichzeitige
Untersuchung einer gro3en Anzahl von Gewebeproben (bis zu 1000) auf einem einzigen
Objekttrager (Abbildung 6). Beim TMA werden winzige Gewebezylinder aus Hunderten
von verschiedenen zu untersuchenden Geweben ausgestanzt und anschlieBend auf
einen leeren ,Empfanger‘-Paraffinblock Ubertragen. Die Schnitte dieser TMA-Blocke
kénnen dann wiederum fir simultane in-situ Untersuchungen auf DNA-, RNA- oder
Protein-Ebene verwendet werden (Simon et al. 2004). In unserer Untersuchung wurden
Hunderte von Primartumoren auf die Expression des Proteins Tenascin-C untersucht. Im

Folgenden wird daher synonym dem Begriff TMA auch die Bezeichnung Multitumor Array

verwendet.
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Abbildung 6: A: Multitumor Array-Slide angefarbt mit einem monoklonalen Mausantikérper
gegen Tenascin-C (anti-Tenascin BC-24, NB600-508, Novus Biologicals) und B: Ausschnitt daraus

3.1.1 Gewebeproben
Die fur den Multitumor Array verwendeten Gewebeproben stammen aus dem Archiv des
Instituts flr Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf. Insgesamt wurden
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in unseren Untersuchungen 4579 Proben, inklusive 3978 Proben von Primartumoren von
99 verschiedenen Entitdten und Subtypen (darunter 37 Proben von GIST) sowie 601
Proben von 42 verschiedenen Kontroligeweben, auf TMA-Format gebracht und

ausgewertet.

3.1.2 Durchfuhrung

Das entnommene Gewebe wurde in 4%iges Paraformaldehyd Uberfihrt und anschlief3end
in Paraffinblécke eingebettet. Von diesen wurden 3um-Serienschnitte angefertigt und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt, um zunachst einen Uberblick tiber das gewonnene
Gewebematerial zu gewinnen und fir den Tumor reprasentative Regionen auszumachen.
Anders als bei herkbmmlichen Paraffinblécken, werden die fertigen TMA-Blocke bei
Raumtemperatur geschnitten. Folglich musste flr die Herstellung der leeren Empfanger-
Blocke ein spezielles Paraffin verwendet werden. Das von uns verwendete Peel-A-Way®-
Paraffin besitzt eine Schmelztemperatur von 56- 58°C (Polysciences, Warrington, PA).
Der eigentliche Ablauf der TMA- Herstellung bestand aus folgenden vier Schritten, die fur
jede Probe wiederholt wurden: 1. Ausstanzen eines Lochs im Empfanger-Block, 2.
Entfernen des Paraffins aus der Nadel, 3. Ausstanzen eines Gewebezylinders aus dem
Spender-Block und 4. Einbringen dieses Gewebezylinders in den Empfangerblock. Hierflr
wurde ein eigens vom Institut flir Pathologie des Universitatsklinikums Eppendorf
entwickeltes halbautomatisiertes Array-Gerat verwendet. Fir eine leichtere Orientierung
und Ubersichtlichkeit bei der spateren Auswertung der einzelnen Schnitte wurden die
Blécke in 6 Untereinheiten (A bis F) eingeteilt und die Proben nach diesem Schema
eingebracht. Auf diese Art und Weise wurden aus jedem Spender-Block Gewebezylinder
mit einem Durchmesser von 0,6mm ausgestanzt und auf insgesamt 8 Empfanger-Blocke
Ubertragen, von denen jeder schliefdlich zwischen 400 und 600 Proben beinhaltete.
Sobald alle Gewebezylinder in die neuen Paraffinblécke eingebracht waren, wurden diese
fur 10 Minuten auf 40°C erwarmt, um eine ausreichende Verschmelzung der Praparate zu
erreichen. Vorstehende Gewebezylinder wurden mithilfe eines Glastragers sanft, tiefer in
den gewarmten Paraffinblock gepresst. Von den neu zusammengesetzten Multitumor-
TMA-Blocken wurden wiederum 5um-Schnitte angefertigt und mittels ParaffinTape-
Transfer System® [bestehend aus haftfahigen Tragern (PSA-CS4x), haftfahigem Band

und UV-Lampe; Instrumedics, Inc., Hackensack, NJ] auf Objekttrager gebracht.

3.1.2.1 Immunhistochemische Farbung
Vor der immunhistochemischen Farbung missen die Trager zunachst entparaffiniert
werden, da Paraffinreste die unspezifische Hintergrundfarbung verstarken. Hierzu wurden

die Trager zweimal fur jeweils funf Minuten in Xylene getaucht und anschlieRend durch
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Baden in einer absteigenden Alkoholreihe fur jeweils weitere funf min (1. 100% Ethanol, 2.
96% Ethanol, 3. 70% Ethanol) rehydriert. Es folgte eine kurze Spilung mit destilliertem
Wasser. Die Demaskierung der Epitope wurde mittels Pronase-Behandlung bei 37°C fir
funf min durchgefihrt (Pronase, S2013, Dako, USA). Anschlieliend wurden die Schnitte
mit TBS-Waschpuffer (Tris-buffered Saline, S1968, Dako, USA) flinf Minuten gespllt. Es
folgte eine Behandlung der Multitumor Arrays mit 3% Wasserstoffperoxid fir zehn min zur
Blockierung der endogenen Peroxidase und damit zur Vermeidung von
Hintergrundfarbungen. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit TBS fur funf min folgte
die Auftragung des Antikérpers und die Inkubation bei 30°C. Als Primarantikérper diente
ein monoklonaler Mausantikorper, welcher ein Epiptop in der N-terminalen EGF-ahnlichen
Doméane des humanen Tenascin-C-Molekils erkennt (Mouse Monoclonal anti-Tenascin
BC-24, NB600-508, Novus Biologicals Inc., Littelton, USA). Nach Ablauf der
zweistlindigen Inkubationszeit wurde erneut zweimal fir jeweils finf min mit TBS
gewaschen. Die immunhistochemische Farbung wurde mittels eines Peroxidase-
Nachweissystems von Dako, USA vorgenommen. Hierfur wurde zunachst ein Peroxidase-
markiertes Polymer (EnVision+System-HRP, Labeled Polymer, Anti-Mouse k4001, Dako,
USA) aufgetragen und inkubiert (30 Minuten, 30°C) und anschlieRend eine DAB-Substrat-
Chromogen-Lésung (Liquid DAB+ Substrate- Chromogen System, k3468, Dako, USA)
(Inkubation zehn Minuten bei Raumtemperatur). Zwischen den Arbeitsschritten wurde
erneut zweimal fur finf min mit TBS gespllt. Nach funfminitigem Waschen mit
destilliertem Wasser wurde mit Hamalaun fir eine Minute sanft gegengefarbt und mittels
Spullen in Leitungswasser fur weitere finf Minuten geblaut. Die fertig angefarbten Schnitte
wurden anschlieflend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, in Xylene Uberfiihrt

und unter einem Deckglas mit Eindeckbalsam eingedeckt.

3.1.3 Semiquantitative Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Ergebnisse wurde von drei unabhangigen
Untersuchern durchgefihrt. Bei unterschiedlichen Meinungen bezlglich eines Schnittes,
wurde die des Pathologen als verbindlich genommen. Jede Gewebeprobe wurde
hinsichtlich der Intensitat der Farbung (0, 1+, 2+, 3+) und des prozentualen Anteils der
positiven Zellen beurteilt. Fur die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse wie folgt
zusammengefasst: negativ (keine Farbung), schwach positiv (1+ Farbung oder 2+
Farbung in < 30 %) und stark positiv (2+ Farbung in >31% oder 3+ Farbung).

3.2 Enzyme-linked immunosorbent assay
Die Serumkonzentrationen von Tenascin-C bei GIST-Patienten,

Pankreaskarzinompatienten und in der Kontrollgruppe wurden mittels eines Enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA) bestimmt. Dabei handelt es sich um ein
immunologisches Verfahren zum Nachweis von Antigen, welches auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert. Der von uns verwendete ELISA ist ein sogenannter
Double-Antibody-Sandwich-ELISA (Sandwich-ELISA). Hierbei kommen zwei Antikorper,
die an unterschiedlichen Stellen des Antigens binden, zum Einsatz. Der erste Antikorper,
der sogenannte coating-Antikorper, ist an die Oberflache der Kavitaten (Wells) der
Mikrotiterplatte gebunden. Auf diese Mikrotiterplatte wird die Probe aufgetragen, in der
man das nachzuweisende Antigen erwartet. Wahrend der nun folgenden Inkubationszeit
bindet der feste Antikérper der Mikrotiterplatte das in der Probe vorhandene Antigen.
Anschlielend wird ein zweiter Antikorper, der sogenannte Detektions-Antikorper, in die
Kavitaten der Mikrotiterplatte gegeben. Dieser ist an ein Enzym gekoppelt und bindet nun
ebenfalls an das Antigen. Es entsteht der sogenannte Antikorper-Antigen-Antikorper-
Komplex. Nach erneutem Waschen zur Entfernung Uberschissigen Antikorpers wird ein
zum Enzym passendes, chromogenes Substrat in die Kavitaten der Mikrotiterplatte
gegeben. Dieses wird vom Enzym umgesetzt und es kommt zur Farbung, welche

anschliellend photometrisch gemessen werden kann.

3.2.1 Serumproben

Aus den Vollblutproben wurde nach Zentrifugieren bei 2500 Rotationen pro Minute (rpm)
fur 15 Minuten Serum extrahiert und dieses bei -80°C bis zum Zeitpunkt der Analyse
eingefroren.

Es wurden die Seren von insgesamt 94 GIST-Patienten retrospektiv untersucht. Es
handelt sich um die Serumproben von Patienten, die mit der Diagnose eines GIST
zwischen 1992 und 2007 in Deutschland, Osterreich und der Schweiz behandelt worden
sind. Diese Proben wurden uns in Zusammenarbeit mit der Selbsthilfeorganisation ,Das
Lebenshaus” (Das Lebenshaus e.V., Bad Nauheim) zur Verfiigung gestellt. Die Patienten
wurden gemal der Verfigbarkeit von Serumproben ausgewahlt und aufgrund der
Seltenheit ihrer Erkrankung und der Verschiedenheit der Therapieoptionen nicht
stratifiziert. Alle klinisch-pathologischen Daten, inklusive Tumorlokalisation, TumorgroRle,
das Auftreten von Metastase und/oder Rezidiv, Mitoseanzahl und Imatinib-Therapie
stammen aus den Krankenhausakten der teilnehmenden Patienten. Sie wurden in der
Regel alle drei Monate durch die Organisation ,, Das Lebenshaus® von den behandelnden
Arzten an uns UGbermittelt und aktualisiert. In wenigen Fallen wurden die Daten leider nicht
komplett an uns weitergeleitet, so dass wir einige Datenllicken verzeichnen mussten.
Zusatzlich wurden die Seren von insgesamt 68 Pankreaskarzinom-Patienten retrospektiv
untersucht, darunter 55 Adenokarzinome sowie 11 neuroendokrine Karzinome des

Pankreas. Bei den Proben handelt es sich um die Seren von Patienten, die zwischen
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1997 und 2007 im Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf operiert worden sind. Die
Patienten wurden gemal der Verfugbarkeit von Serumproben ausgewahlt und aufgrund
der Seltenheit ihrer Erkrankung und der Verschiedenheit der Therapieoptionen nicht
stratifiziert. Die klinisch-pathologischen Daten, inklusive Tumorlokalisation, TNM-
Klassifikation, Grading, Resektionsstatus, Auftreten von Metastase und/oder Rezidiv
stammen aus den Krankenhausakten der teilnehmenden Patienten oder wurden von
weiterbehandelnden Arzten eingeholt.

Als Kontrollgruppe dienten die Seren von 154 Blutspendern aus dem Universitatsklinikum
Hamburg Eppendorf. Einschlusskriterium war ein Mindestalter von 30 Jahren zum
Zeitpunkt der Blutentnahme. Alle Blutproben wurden bei 2500rpm fir 15 Minuten

zentrifugiert und bei -80°C bis zum Zeitpunkt der Analyse eingefroren.

3.2.2 Verwendete Antikdrper und Reagenzien

Fir den zur Konzentrationsbestimmung von Tenascin-C im Serum durchgeflhrten
Sandwich-ELISA wurden ausschliel3lich Reagenzien aus dem Kit ,Human Tenascin-C
Large (FNIII-C)* der Firma IBL® (Immuno-Biological Laboratories Co., Ltd., MN, USA)
verwendet. Dieser ELISA dient durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen
Antikdrpern der Detektion von hochmolekularen Tenascin-C-Molekilen, welche die FNIII-
C Domane besitzen. Diese hochmolekulare Tenascin-C-Varianten treten im Gegensatz
zum niedermolekularen Tenascin-C vor allem in pathologischem Gewebe, also auch in

Tumorgewebe auf.

Verwendete Antikorper:

1. Coating Antibody: Anti-Human Tenascin-C (19C4MS) Mouse IgG MoAb Affinty
Purify : specific to human FNIII-C domain

2 .Labeled Antibody : Horseradish Peroxidase (HRP) conjugated Anti-Human
Tenascin-C (4F10TT) Mouse IgG Fab’ Affinty Purify : react to
EGF-like domain

Verwendete Reagenzien:

(1) Standard: Purified Human Tenascin-C

(2) EIA Buffer: 1% BSA, 0.05%Tween 20 in PBS

(3) Chromogen: Tetra Methyl Bezidine (TMB) solution

(4) Stop Solution: 1N H2S04

(5) Wash Buffer Concentrate: (40X) 0.05% Tween20 in phosphate buffer
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3.2.3 Durchfihrung

Fir die Serumkonzentrationsbestimmung wurden die Proben zunachst aufgetaut und 1:20
mit EIA Buffer (2) verdinnt. Anschlieend wurden je 100pl der verdinnten Proben auf die
bereits mit dem Antikérper (Coating Antibody) vorbeschichtete 96-Well-Microtiterplatte
(IBL®) pipettiert und diese bei 37°C inkubiert. Nach Ende der 60-minltigen
Inkubationszeit wurde die Platte zehn Mal gewaschen. Hierfir wurde die Platte zunachst
mit der Waschloésung (Wash Buffer Concentrate (5), 40fach verdinnt in destilliertem
Wasser) geflillt, die Flissigkeit dann abgesaugt und zum restlosen Entfernen eventueller
Rickstande die Platte schliefdlich ,ausgeklopft®. Im darauffolgenden Arbeitsschritt wurden
je 100ul des zweiten Antikorpers (Labeled Antibody) 30fach verdinnt in EIA buffer (2) in
die Kavitaten gegeben. AnschlieRend folgte eine zweite 30minttige Inkubation bei 4°C, in
der der zweite Antikorper auf die bereits gebildeten Antikdrper-Antigen-Komplexe
andockte. Um ungebundenen Detektionsantikbrper aus den Kavitaten zu entfernen,
wurde im Anschluss an die Inkubationszeit die Platte erneut zehn Mal gewaschen. Fur
den folgenden Schritt des Farbumschlages und damit Antigen-Nachweises wurden je
100ul Chromogen (3) in die Kavitaten gegeben und die Platte dann fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es resultierte eine Blaufarbung der Flussigkeit in
den Kavitdten. Um die Reaktion der Substratumwandlung durch das Chromogen zu
beenden, wurden im letzten Schritt je 100 pl Stop Solution (4) in die Kavitaten gegeben.
Infolgedessen folgte der Farbumschlag von Blau auf Gelb und es konnte die Messung der
Extinktion mittels Photometer bei 450nm durchgefiihrt werden. Diese erfolgte im direkten
Anschluss innerhalb der ersten Minuten nach Farbumschlag um keine Verfalschung der
Werte herbeizuflihren. Fir den quantitativen Nachweis wurde bei jedem Assay mithilfe
des Standards (1) eine Serie (acht Kavitdten) mit bekannten Antigenkonzentrationen
durchgefiihrt und so eine Kalibrierungskurve fiir die optische Extinktion erhalten. Diese
diente dann fur die Ermittlung der Konzentrationen an Tenascin-C in den Serumproben.
Der ELISA wurde stets mit Doppelbestimmungen der Konzentrationen durchgefiihrt, aus
welchen anschlieRend der Mittelwert errechnet wurde. Der Messbereich des ELISA-Kits

ist mit 0.38 bis 24ng/ml angegeben.

3.2.4 Verlaufsdaten

Die Blutentnahme erfolgte bei allen Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten ihrer
Krankengeschichte, jedoch immer nach der Erstoperation. Die klinischen Verlaufsdaten
wurden durch regelmaRigen Kontakt zu den behandelnden Arzten der teilnehmenden
Patienten zusammengetragen. Das Tumorspezifische Uberleben wurde fiir den Zeitraum
von der Erstoperation am Primartumor bis zum Zeitpunkt des Todes bzw. zum Zeitpunkt

der letzten Verlaufsuntersuchung ermittelt. Patienten, die an anderen Ursachen als an
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ihrer Tumorerkrankung verstarben wurden zum Todeszeitpunkt zensiert.

Das progressionsfreie Uberleben wurde fiir den Zeitraum von der Erstoperation am
Primartumor bis zum Zeitpunkt des Auftretens von Metastase oder Rezidiv ermittelt.
GIST-Patienten, die friiher als sechs Monate vor ihrer ersten Operation und somit auch
mindestens sechs Monate vor Blutentnahme bereits eine Metastase entwickelt hatten,
wurden von uns als Metastasen-frei deklariert. Dies war nur bei sechs Patienten der Fall.
Bei allen sechs Patienten lagen mindestens zwolf Monate zwischen dem Zeitpunkt der
Metastase und der Blutentnahme. Von diesen sechs Patienten entwickelte nur ein Patient

im weiteren Verlauf ein Rezidiv.

3.2.5 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde das Statistikprogramm Statistical Package for
Social Sciences (SPSS®) fur Windows (Version 11.5.1, SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
verwendet. FUr die deskriptive Statistik wurden Median- und Mittelwerte,
Standardabweichung, sowie minimale und maximale Werte bestimmt. Fir den Vergleich
der Daten zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe wurden T-Test sowie die nicht-
parametrischen Prufverfahren Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test verwendet. Beim
Vergleich von Haufigkeiten kam der Fishers-Exakt-Test zum Einsatz. Das Uberleben
wurde nach der Life-Table-Methode von Kaplan und Meier dargestellt und mit dem Log-
rank-Test analysiert. Als statistisch signifikant wurden p-Werte <0,05 in zweiseitigen Tests

festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Multitumor Tissue Microarray

Es wurden insgesamt 3978 Gewebeproben aus Primartumoren von 99 verschiedenen
Entitdten und Subtypen im Multitumor Array mit einem Antikérper gegen humanes
Tenascin-C angefarbt und ausgewertet. Eine Tenascin-C-Expression (TNC-Expression)
konnte im Stroma nahezu aller untersuchter Tumorentitaten (Daten nicht gezeigt)
nachgewiesen werden. Exemplarisch sollen hier einige interessante Ergebnisse

prasentiert werden (Tabelle 2):

Tabelle 2: TNC-Expression exemplarisch bei einigen der 99 im TMA untersuchten Entitaten (Fett
gedruckt sind die Entitaten mit einer stark positiven TNC-Expression in 2 50% der Proben).

Entitat Anzahl Negativ | Schwach positiv | Stark positiv
(n) (%) (%) (%)
Kolon
Kolonadenom low grade 39 6 (15) 26 (67) 7 (18)
Kolonadenom high grade 26 5(19) 14 (54) 7 (27)
Kolonkarzinom 54 1(2) 12 (22) 41 (76)
Haut
Benigne Hautnaevi 58 7(12) 33(57) 18 (31)
Malignes Melanom 13 0(0) 3(23) 10 (77)
Merkelzellkarzinom 3 0(0) 1(33) 2(67)
Pilomatrixom 23 1(4) 8 (35) 14 (64)
Basaliom 33 0(0) 11 (33) 22 (67)
Lymphome
Hodgin Lymphom 38 2 (5) 13 (34) 23 (61)
Non-Hodgin Lymphom 9 2(22) 5 (56) 2(22)
Neuroendokrine Tumoren
Karzinoid 33 5(15) 20 (61) 8 (24)
Phdochromozytom 50 3(6) 34 (68) 13 (26)
Paragangliom 20 2 (10) 10 (50) 8 (40)
NET des Pankreas 16 2 (13) 11 (69) 3(19)

Unter den untersuchten Proben waren 39 low grade Kolonadenome, 26 high grade
Kolonadenome sowie 54 Kolonkarzinome. Von den 39 untersuchten low grade Adenomen
waren 26 (67%) schwach positiv flir Tenascin-C und nur 7 (18%) stark positiv. Unter den
high grade Kolonadenomen waren dagegen 14 (54%) schwach positiv fir das
Glykoprotein und 7 (27%) stark positiv gefarbt. Von den Kolonkarzinomen waren
wiederum gleich 41 (76%) der Gewebespots stark positiv fir Tenascin-C, wahrend sich

nur 12 (22%) schwach positiv anfarben lieBen (siehe Tabelle 2 und Abbildung 7).
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Abbildung 7: TNC-Expression in drei Gewebeproben des Multitumor Arrays A: Kolonadenom,
low grade, B: Kolonadenom, high grade, C: Kolonkarzinom

Von 58 untersuchten benignen Hautnaevi waren 40 (69%) negativ oder nur schwach
positiv, wahrend 18 (31%) stark positiv fir Tenasin-C waren. Von den untersuchten 13
malignen Melanomen, 3 Merkelzellkarzinomen und 33 Basaliomen der Haut hingegen war
keine einzige der Proben negativ fur Tenascin-C. 10 (67%) der malignen Melanome
waren stark positiv fur das Glykoprotein, ebenso wie 2 (67%) der 3 Merkelzellkarzinome
und 22 (67%) der Basaliome. Unter den 23 Pilomatrixomen waren nur eine Probe (4%)
negativ und 14 Proben (64%) stark positiv (siehe Tabelle 2). Unter den untersuchten
Proben befanden sich auch 47 Lymphome, davon 38 Hodgkin- und 9 Non-Hodgkin-
Lymphome. Von den Hodgkin-Lymphomen waren 23 (61%) stark positiv fir Tenascin-C.
Bei den Non-Hodgkin-Lymphomen waren dagegen nur 2 (22%) stark angefarbt (siehe
Tabelle 2).

Die Gruppe der neuroendokrinen Tumoren fiel bei der Auswertung durch eine weniger
stark ausgepragte Farbung im Vergleich zu anderen Entitaten auf. Von 33 untersuchten
Karzinoiden waren 25 (76%) negativ oder nur schwach positiv fur Tenascin-C, wahrend
nur 8 (24%) stark positiv ausfielen. Bei den Phaochromozytomen waren von 50
untersuchten Proben nur 13 (26%) stark positiv fir Tenascin-C. Von 16 untersuchten
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas waren nur 3 (19%) der Gewebeproben stark
positiv fir Tenascin-C (siehe Tabelle 2). Im Gegensatz hierzu fielen die Farbungen bei
den Adenokarzinomen des Pankreas deutlich starker aus (siehe oben).

Neben malignen Tumoren wurden auch einige benigne Entitdten im TMA untersucht. Von
18 untersuchten Leiomyomen waren 17 (94%) stark positiv fur Tenascin-C. Keine einzige
Probe war negativ. Von 50 untersuchten pleomorphen Adenomen der Speicheldriise
waren 48 (96%) stark positiv fir das Glykoprotein. Auch hier war keine einzige Probe
negativ. Von 48 untersuchten Neurofibromen waren 19 (40%) stark positiv, 28 (58%)
schwach positiv und nur eine Probe (2%) negativ fir Tenascin-C. 14 (43%) von 33
untersuchten Schilddrisenadenomen waren stark positiv fur Tenascin-C, 11 (33%)

schwach positiv und 8 (24%) negativ (Tabelle 3).
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Tabelle 3: TNC-Expression bei im TMA untersuchten benignen Tumoren (Fett gedruckt sind die
Entitdten mit einer stark positiven TNC-Expression in 2 50% der Proben).

Entitat Anzahl Negativ | Schwach positiv | Stark positiv
(n) (%) (%) (%)
Benigne Tumoren

Leiomyom 18 0(0) 1(6) 17 (94)
Pleomorphes Adenom der 50 0(0) 2(4) 48 (96)

Speicheldriise
Neurofibrom 48 1(2) 28 (58) 19 (40)
Schilddrisenadenom 33 8(24) 11(33) 14(43)

Neben den Ergebnissen der Auswertung bei GIST und differentialdiagnostisch relevanten
Tumoren soll auch kurz auf das TNC-Expressionsmuster bei Pankreastumoren

eingegangen werden.

4.1.1 TNC-Expression bei GIST und differentialdiagnostisch relevanten Tumoren

Unter den untersuchten Gewebeproben waren Proben von 38 GIST, 18 Leiomyomen, 48
Neurofibromen, 26 Leiomyosarkomen sowie 14 Schwannomen. Dabei konnte eine TNC-
Expression in allen 5 Entitaten festgestellt werden (siehe Tabelle 4). In 33 (87%) der 38
GIST-Proben konnte eine TNC-Expression nachgewiesen werden, davon wiederum
waren 19 (58%) Proben stark positiv fur Tenascin-C (siehe Abbildung 8). Nur 5 (13%) der

38 untersuchten GIST-Tumoren waren negativ fir Tenascin-C.
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Abbildung 8: TNC-Expression im Multitumor Array: A zeigt einen Ausschnitt aus einem TMA-
Schnitt. B zeigt eine stark positiv fiir Tenascin-C angefirbte Gewebeprobe eines GIST.

Auch die Gewebeproben der als differentialdiagnostisch relevant geltenden malignen
Entitaten zeigten eine hohe TNC-Expression: So waren 23 (88%) der 26 untersuchten
Leiomyosarkome sowie 12 (86%) der 14 Gewebeproben von malignen Schwannomen
stark positiv fur Tenascin-C. Ahnliche Expressionsmuster konnten auch bei den benignen
differentialdiagnostisch zu erwagenden Tumoren gefunden werden. 17 (94%) der
untersuchten Leiomyome zeigten eine starke TNC-Expression, keine der 18
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Gewebeproben war hingegen negativ fir Tenascin-C. Bei den 48 gegen Tenascin-C
angefarbten Neurofibrome waren insgesamt 47 (98%) positiv fir Tenascin-C, allerdings

waren von diesen 48 Proben 28 (58%) nur schwach positiv (Tabelle 4).

Tabelle 4: TNC-Expression bei GIST und differentialdiagnostisch relevanten Tumoren (Fett

gedruckt sind die Entitdten mit einer stark positiven TNC-Expression in 2 50% der Proben).

Entitat Anzahl | Negativ | Schwach positiv | Stark positiv
(n) (%) (%) (%)
GIST 38 5(13) 14 (37) 19 (50)
Leiomyosarkome 26 1(4) 2 (8) 23 (88)
Schwannome 14 1(7) 1(7) 12 (86)
Leiomyome 18 0(0) 1(6) 17 (94)
Neurofibrome 48 1(2) 28 (58) 19 (40)

4.1.2. TNC-Expression bei Tumoren des Pankreas
Es wurden insgesamt 90 Gewebeproben von Tumoren des Pankreas im Multitumor Array
duktale

Pankreasadenokarzinome sowie 16 neuroendokrine Pankreastumoren. Es lieRen sich

untersucht, darunter 40 Pankreasadenokarzinome, 25 papillare

deutliche Unterschiede in der TNC-Expression zwischen den Adenokarzinomen und den

neuroendokrinen Pankreastumoren feststellen:. So waren bei den duktalen

Adenokarzinomen 38 (78%) und bei den papillaren Adenokarzinomen 20 (80%)
Gewebeproben stark positiv fir Tenascin-C, wahrend bei den neuroendokrinen
Pankreastumoren nur 3 (19%) Gewebeproben eine starke TNC-Expression aufwiesen

(Tabelle 5).

Tabelle 5: TNC-Expression bei Pankreasadenokarzinomen und neuroendokrinen Tumoren des
Pankreas (Fett gedruckt sind die Entitdten mit einer stark positiven TNC-Expression in 2 50% der
Proben).

Entitat Anzahl | Negativ | Schwach positiv | Stark positiv
(n) (%) (%) (%)
Duktale Pankreasadenokarzinome 49 0(0) 11 (22) 38 (78)
Papilldre Pankreasdenokarzinome 25 0(0) 5(20) 20 (80)
Neuroendokrine Pankreastumoren 16 2(13) 11 (69) 3(19)

4.2 ELISA bei GIST

Mittels ELISA wurden die Tenascin-C-Serumkonzentrationen (TNC-S-Konzentrationen)
von 94 GIST-Patienten und 154 gesunden Kontrollpersonen untersucht. Im Folgenden
sollen die Ergebnisse dieser Messungen sowie deren statistische Auswertung vorgestellt

werden.
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4.2.1 TNC-S-Konzentration bei GIST und Kontrollgruppe

Die TNC-S-Konzentration der GIST-Patienten war im Mittel (+tStandardabweichung (SD))
mit 103 (x109) ng/ml signifikant hoher als die der Kontrollgruppe mit 72 (£42) ng/ml (p-
Wert=0,011; T-Test). Die mediane (25ste und 75ste Perzentile) TNC-S-Konzentration der
Patienten mit GIST betrug 68 (40 und 120) ng/ml, wahrend die mediane TNC-S-
Konzentration der Kontrollgruppe bei 61 (42 und 92) ng/ml lag. Es konnte jedoch keine
statistische Signifikanz ermittelt werden (p-Wert=0,199; Mann-Whitney-U-Test) (Tabelle 6,
Abbildung 9).

Tabelle 6: TNC-S-Konzentration bei GIST und Kontrollgruppe. Der p-Wert wurde mittels Mann-
Whitney-U-Test bestimmt

Anzahl Mediane TNC-S- Mittlere p-Wert
Konzentration TNC-S-
(25ste und 75ste | Konzentration
Perzentile) +SD
(ng/ml) (ng/ml)
GIST 94 68 (40 und 120) 1034109
Kontrollgruppe 154 61 (42 und 92) 72+ 42 0,199
200
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Abbildung 9: Balkendiagramm-Analyse zur Darstellung der medianen TNC-S-Konzentration im
Serum von Kontrollgruppe (n=154) und GIST-Patienten (n=94). p=0,199. Der Unter- bzw.
Oberrand der schwarzen Balken zeigt jeweils die 25ste bzw. 75ste Perzentile an. Die mediane
Serumkonzentration wird durch die schwarze Linie dargestellt. Der p-Wert wurde mittels Mann-
Whitney-U-Test bestimmt.

4.2.2 TNC-S-Konzentration und Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten

Tabelle 7 gibt Auskunft tGber Patientencharakteristika und klinisch-pathologische Daten
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der 94 GIST-Patienten, deren Seren auf Tenascin-C untersucht wurden. Es wurden
folgende Charakteristika mit der TNC-S-Konzentration korreliert: Alter, Geschlecht,
Resektionsausmaly, die Risikofaktoren TumorgréfRe, Mitoserate und Tumorlokalisation,

das Auftreten von Metastase und Rezidiv sowie die Therapie mit Imatinib.

Tabelle 7: Korrelation der medianen und mittleren TNC-S-Konzentration bei GIST mit klinisch-
pathologischen Daten. Es sind jeweils die medianen (25ste und 75ste Perzentile) sowie die
mittleren (£ SD) TNC-S-Konzentrationen angegeben. Die p-Werte wurden mittels Mann-
Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test bestimmt. (Die Patientenanzahlen in den einzelnen
Untergruppen ergeben insgesamt in einigen Fallen nicht die komplette Anzahl der GIST-
Patienten (n=94), da die Daten zum Teil nicht komplett an das UKE gesendet wurden.)

Merkmal Anzahl Mediane TNC-S- Mittlere TNC-S- p-Wert
(%) Konzentration (25ste Konzentration
und 75ste Perzentile) +SD

(ng/ml) (ng/ml)
Mittleres Alter; Jahre £ SD 69+12
Geschlecht
Mannlich 49 (52) 79 (51 und 156) 127+133
Weiblich 45 (48) 53 (34 und 97) 76167 0,013
TumorgroRe (cm)
<2 8(11) 92 (47 und 116) 91448
2-5 20 (29) 59 (35 und 121) 100+110
5-10 21(30) 46 (34 und 70) 69137
>10 21(30) 83 (36 und 156) 128+154 0,173
Mitoserate (pro 50 HPF)
<5 26 (48) 58 (35 und 118) 94+100
5-10 8 (15) 61 (33 und 170) 93174
>10 20 (37) 81 (47 und 142) 120+154 0,615
Tumorlokalisation
Magen 52 (67) 64 (42 und 125) 105+121
Diinndarm 21 (27) 52 (34 und 99) 70+48
Andere 5 (6) 89 (53 und 292) 1561127 0,205
Resektionsrand
RO 51 (76) 53 (37 und 107) 86182
R1/2 16 (24) 81 (55 und 126) 135+174 0,186
Metastase und/ oder Rezidiv
Nein 37 (47) 52 (34 und 92) 71+ 58
Ja 42 (53) 79 (44 und 160) 120+126 0,020

4.2.2.1 Alter und Geschlecht

Das mediane Alter (25ste und 75ste Perzentile) der GIST-Patienten betrug 61 (53 und
68) Jahre, das der Kontrollgruppe 47 (40 und 56) Jahre. Es konnte keine signifikante
Korrelation zwischen der TNC-S-Konzentration und dem Alter der Patienten ermittelt

werden (Daten nicht gezeigt). 49 der 94 (52%) GIST-Patienten waren mannlich und 45
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(48%) weiblich. In der Kontrollgruppe waren 103 (67%) der untersuchten Personen
mannlich und 51 (33%) weiblich. Die mediane (25ste und 75ste Perzentile) TNC-S-
Konzentration der mannlichen GIST-Patienten war mit 79 (51 und 156) ng/ml signifikant
hoher als die der GIST-Patientinnen mit 53 (34 und 97) ng/ml (p-Wert=0,013; Mann-
Whitney-U-Test) (siehe Tabelle 7).

4.2.2.2 Risikofaktoren

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Korrelation der TNC-S-Konzentration mit den
als prognostische Parameter fir die Malignitatseinschatzung eines GIST geltenden
Risikofaktoren (TumorgréRe, Mitoserate, Primartumorlokalisation) vorgestellt. Mediane
und mittlere Serumkonzentrationen, sowie p-Werte sind Tabelle 7 zu entnehmen.
TumorgrofRe: Fur die Korrelation der TNC-S-Konzentration mit der TumorgréRe wurde
diese gemal der Risikoklassifizierung nach Fletcher in 4 Gruppen eingeteilt: Dabei hatten
8 (11%) Patienten eine TumorgrofRe von unter 2 cm, 20 (29%) Patienten eine Tumorgrofie
von 2-5 cm und jeweils 21 (30%) Patienten eine TumorgroRe von 5-10 cm bzw. Uber 10
cm. Beim Vergleich der medianen und mittleren TNC-S-Konzentrationen (siehe Tabelle 7)
zwischen den 4 Gruppen liel® sich keine signifikante Korrelation zur TumorgréfRe
feststellen (p-Wert=0,173; Kruskal-Wallis-Test). Bei der Zusammenlegung der 4 Gruppen
in 2 Gruppen (TumorgréfRe <10 und 210 cm) wird hingegen eine klare Tendenz deutlich:
So lag die mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste Perzentile) in der Gruppe mit
einer TumorgréfRRe unter 10 cm bei 53 (37 und 106) ng/ml, wahrend das Serumlevel in der
Gruppe mit einer Tumorgréfe von 10 oder mehr cm 83 (36 und 156) ng/ml betrug. Eine
statistische Signifikanz konnte jedoch weder beim Vergleich der Mediane (p-Wert=0,160;
Mann-Whitney-U-Test) noch beim Vergleich der Mittelwerte (p-Wert=0,094; T-Test)

nachgewiesen werden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Korrelation der medianen und mittleren TNC-S-Konzentration bei GIST mit der
TumorgroBe. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U- bzw. T-Test bestimmt.

TumorgroRe Anzahl Mediane TNC-S- p-Wert Mittlere TNC-S- p-Wert
(cm) (%) Konzentration Konzentration
(25ste und +SD
75ste (ng/ml)
Perzentile)
(ng/ml)

<10 49 (70) 53 (37 and 106) 81+ 78
>10 21(30) 83 (36 and 156) 0,160 128+154 0,094

Mitoserate: Fir die Korrelation der TNC-S-Konzentration mit der Mitoserate pro 50 HPF
wurde diese gemal der Risikoklassifizierung nach Fletcher in 3 Gruppen eingeteilt: Dabei
hatten 26 Patienten (48%) eine Mitoserate von unter 5 pro 50 HPF, 8 (15%) Patienten
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eine Mitoserate von 5-10 pro 50 HPF sowie 20 (37%) Patienten eine Mitoserate von mehr
als 10 pro 50 HPF. Beim Vergleich der medianen und mittleren TNC-S-Konzentrationen
zwischen den 3 Gruppen lieR sich keine signifikante Korrelation zur TumorgréfRe
feststellen (p-Wert=0,615; Kruskal-Wallis-Test) (siehe Tabelle 7). Die mediane TNC-S-
Serumkonzentration (25ste und 75ste Perzentile) war in der Gruppe mit der Mitoserate
von unter < 5 pro 50 HPF jedoch mit einem Wert von 53 (35 und 118) ng/ml am
niedrigsten, gefolgt von dem medianen Serumlevel der Gruppe mit einer Mitoserate von
5-10 pro 50 HPF, welches 61 (33 und 170) ng/ml betrug. Die Gruppe mit der héchsten
Mitoserate wies mit 81 (47 und 142) ng/ml auch die héchste mediane TNC-S-
Konzentration auf. Bei der Zusammenlegung der 3 Gruppen in nur noch 2 Gruppen
(Mitoserate <10 pro 50 HPF und >10 pro 50 HPF wird diese Tendenz noch deutlicher
(siehe Tabelle 7). So lag die mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste Perzentile)
in der Gruppe mit einer Mitoserate unter 10 pro 50 HPF bei 59 (35 und 127) ng/ml,
wahrend das Serumlevel in der Gruppe mit einer Mitoserate von tGber 10 pro 50 HPF 81
(47 und 142) ng/ml betrug. Eine statistische Signifikanz konnte jedoch weder beim
Vergleich der Mediane (p-Wert=0,350; Mann-Whitney-U-Test) noch beim Vergleich der
Mittelwerte (p-Wert=0,439; T-Test) festgestellt werden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Korrelation der medianen und mittleren TNC-S-Konzentration bei GIST mit der
Mitoserate. Die p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U- bzw. T-Test bestimmt.

Mitoserate pro Anzahl Mediane TNC-S- p-Wert Mittlere TNC-S- p-Wert
50 HPF (%) Konzentration Konzentration
(25ste und +SD
75ste (ng/ml)
Perzentile)
(ng/ml)

<10 34 (63) 59 (35 and 127) 94+ 94
>10 20 (37) 81 (47 and 142) 0,350 ‘ 120+154 0,439

Tumorlokalisation: 52 (67%) der GIST-Primartumoren waren im Magen lokalisiert, 21

(27%) im Dunndarm. Weitere Primarmanifestationen des GIST waren Kolon, Rektum und
Osophagus (n=5, 6%). Die mediane TNC-S-Konzentration fir GIST-Primartumoren im
Magen betrug 64 (42 und 125) ng/ml, diese fur GIST im Dinndarm 52 (34 und 99) ng/ml,
wahrend das mediane Serumlevel fir alle anderen Primartumoren (Kolon, Rektum,
Osophagus) bei 89 (53 and 292) ng/ml lag. Es konnte keine signifikante Korrelation
zwischen der Primarmanifestation des GIST und der TNC-S-Konzentration ausgemacht
werden (p-Wert=0,205; Kruskal-Wallis-Test) (siehe Tabelle 7).

4.2.2.3 Resektionsausmal}
51 (76%) GIST-Patienten wurden RO-reseziert, bei 16 (24%) Patienten fand eine R1- bzw.
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R2-Resektion statt. Patienten, die RO-reseziert wurden, hatten niedrigere TNC-S-
Konzentrationen als die Gruppe der R1/R2-resezierten (siehe Tabelle 7). So betrug die
mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste Perzentile) in der Gruppe der RO-
resezierten 53 (37 und 107) ng/ml, wahrend die Gruppe der Patienten mit R1- oder R2-
Resektion eine mediane TNC-S-Konzentrationen von 81 (55 und 126) ng/ml aufwies. Eine
statistische Signifikanz konnte nicht ermittelt werden (p-Wert=0,186; Mann-Whitney-U-
Test).

4.2.2.4 Metastase und Rezidiv

42 der 94 GIST-Patienten (53%) entwickelten im Krankheitsverlauf Metastasen oder
hatten ein Rezidiv, 37 (47%) Patienten blieben hingegen metastasen- und rezidivfrei.
Patienten, die eine Metastase und/oder ein Rezidiv entwickelten, hatten signifikant héhere
TNC-S-Konzentrationen als diese mit metastasen- und rezidivfreiem Krankheitsverlauf:
So betrug die mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste Perzentile) in der Gruppe
ohne Metastase und Rezidiv nur 52 (34 und 92) ng/ml, wahrend die Patienten mit
Metastase und/oder Rezidiv mediane TNC-S-Konzentrationen von 79 (44 und 160) ng/ml
aufwiesen (p-Wert=0,020; Mann-Whitney-U-Test) (siehe Tabelle 7 und Abbildung 13).

p= 0,02 *
300
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TNC-S-Konzentration (ng/ml)
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Metastase und/oder Rezidiv

Abbildung 10: Balkendiagramm-Analyse zur Darstellung der medianen Tenascin-C-
Konzentration im Serum von Patienten ohne Metastase und Rezidiv (n=37) und Patienten mit
Metastase und/oder Rezidiv (n=42). p=0,020. Der Unter- bzw. Oberrand der schwarzen Balken
zeigt jeweils die 25ste bzw. 75ste Perzentile an. Die mediane Serumkonzentration wird durch
die schwarze Linie dargestellt. Der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt.
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4.2.3 Progressionsfreies Uberleben

Die mittlere Nachverfolgungszeit der 94 GIST-Patienten 50 Monate (8-273 Monate). Da in
der Nachverfolgungszeit nur ein Patient tumorbedingt verstarb, konnte keine Analyse flur
das Gesamtuberleben berechnet werden. Es wurde das metastasen- und rezidivfreie
(progressionsfreie) Uberleben fir den Zeitraum von 5 Jahren berechnet.
Zur statistischen Analyse des progressionsfreien Uberlebens wurden die Patienten
gemal ihrer TNC-S-Konzentration in zwei Gruppen eingeteilt (TNC-S-Konzentration <140
ng/ml und TNC-S-Konzentration >140 ng/ml) und in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-
Meier dargestellt (siehe Abbildung 13). Die p-Werte wurden mittels Log-rank-Test
bestimmt. Dabei zeigten die Patienten mit TNC-S-Konzentrationen Gber 140 ng/ml ein
signifikant  kiirzeres progressionsfreies 5-Jahres-Uberleben im Vergleich zur

Patientengruppe mit Serumleveln unter 140 ng/ml (p=0,0198; log-rank-Test).

1.0 p=0,0198 TNC-S-Konzentration
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Abbildung 11: Kaplan-Meier-Funktion fiir das progressionsfreie 5-Jahres-Uberleben bei
Patienten mit TNC-S-Konzentrationen unter und {ber 140 ng/ml. p-Wert=0,0198. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem log-rank-Test berechnet.

Die Patientengruppe mit TNC-S-Konzentrationen unter 140 ng/ml zeigte fur die
Nachverfolgungszeit von 5 Jahren eine mittlere progressionsfreie Lebenszeit von 49
Monaten [95%CI: 44; 53], wohingegen die Patienten mit Serumleveln Uber 140 ng/ml im
Mittel nur 32 Monate [95%CI: 20; 44] ohne die Entwicklung einer Metastase oder eines
Rezidivs weiterlebten. Nach 5 Jahren zeigten 64% der Patienten mit einer TNC-S-
Konzentration von uber 140 ng/ml eine Metastase oder ein Rezidiv, wahrend in der
Gruppe mit den Serumkonzentrationen unter 140 ng/ml lediglich 34% eine Metastase

oder ein Rezidiv entwickelten. Von den 16 R1/2-resezierten Patienten entwickelten 10
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(63%) eine Metastase und/oder ein Rezidiv. Dagegen zeigten von den 51 RO-resezierten
Patienten lediglich 22 (43%) eine Metastase und/oder ein Rezidiv im Verlauf ihrer
Erkrankung. Bei der Analyse des progressionsfreie 5-Jahres-Uberlebens fiir
ausschliel3lich RO-resezierte Patienten zeigten diese mit TNC-S-Konzentrationen Uber
140 ng/ml ein signifikant kiirzeres progressionsfreies 5-Jahres-Uberleben im Vergleich zu
den RO-resezierten Patienten mit Serumleveln unter 140 ng/ml (p= 0,0337; log-rank-Test).
Die mittlere progressionsfreie Uberlebenszeit fir RO-resezierte mit einer TNC-S-
Konzentration unter 140 ng/ml betrug 48 Monate [95%CI: 43; 54], wahrend die Patienten
mit TNC-S-Konzentrationen Uber 140 ng/ml im Mittel nur 26 Monate [95%CI: 7; 46] ohne
die Entwicklung einer Metastase oder eines Rezidivs Uberlebten. Nach 5 Jahren zeigten
75% der RO-resezierten Patienten mit einer TNC-S-Konzentration von Uber 140 ng/mi
eine Metastase oder ein Rezidiv, wahrend in der Gruppe mit den Serumleveln unter 140

ng/ml lediglich 38% eine Metastase oder ein Rezidiv entwickelten.

4.2.4 TNC-S-Konzentration und Imatinib-Therapie

41 (55%) der in diese Studie eingeschlossenen GIST-Patienten erhielten eine
medikamentdse Therapie mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib. Nach einer mittleren
Nachverfolgungszeit von 36 Monaten (3-83 Monate) nach der ersten Imatinib-Gabe
zeigten die Patienten, die Imatinib erhielten verminderte TNC-S-Konzentrationen im
Vergleich zu den Patienten ohne Imatinib-Therapie. Die medianen TNC-S-
Konzentrationen (25. und 75. Perzentile) bei Patienten mit Imatinib-Therapie betrug 59
(35 und 86) ng/ml, wahrend die Patienten ohne diese medikamentdse Therapie ein
medianes Serumlevel von 68 (45 und 135) ng/ml aufwiesen. Eine statistische Signifikanz
konnte jedoch nicht ermittelt werden (p-Wert=0,084; Mann-Whitney-U-Test) (Tabelle 10).

Tabelle 10: Korrelation der medianen und mittleren TNC-S-Konzentration bei GIST mit der
Imatinib-Therapie. Der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt.

Imatinib-Therapie Anzahl Mediane TNC-S- Mittlere TNC-S- p-Wert
(%) Konzentration Konzentration
(25ste und 75ste +SD
Perzentile) (ng/ml)
(ng/ml)
Nicht erhalten 33 (45) 68 (45 und 135) 102478
Erhalten 41 (55) 59 (35 und 86) 75163 0,084

4.3 ELISA bei Pankreastumoren

Aufgrund der interessanten Ergebnisse im Multitumor Array wurden zusatzlich die Seren
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von 68 Patienten mit Tumoren des Pankreas mittels ELISA auf Tenascin-C untersucht,

darunter 55 Adenokarzinome sowie 11 neuroendokrine Tumoren (NET) des Pankreas.

4.3.1 TNC-S-Konzentration bei Adenokarzinomen und NET des Pankreas

Bei 55 (83%) der Pankreastumoren handelte es sich um Adenokarzinome, 11 (17%)
Tumoren waren neuroendokrine Tumoren (NET) des Pankreas. Patienten mit NET hatten
signifikant niedrigere TNC-S-Konzentrationen im Vergleich zur Patientengruppe mit
Adenokarzinomen: So betrug die mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste
Perzentile) in der Gruppe mit NET nur 15 (8 und 41) ng/ml, wahrend die Patienten mit
einem Adenokarzinom mediane TNC-S-Konzentrationen von 38 (22 und 85) ng/ml
aufwiesen (p-Wert=0,021; Mann-Whitney-U-Test) (siehe Tabelle 11 und Abbildung 12).

Tabelle 11: TNC-S-Konzentration bei Patienten mit Pankreasadenokarzinomen und
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas. Der p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-U-Test
bestimmt.

Anzahl Mediane TNC-S- Mittlere p-Wert
(%) Konzentration TNC-S-
(25ste und 75ste | Konzentration
Perzentile) +SD
(ng/ml) (ng/ml)
Adenokarzinome 55 (83) 38 (22 und 85) 70+86
NET 11(17) 15 (8 and 41) 27427 0,021
200
p= 0,021
z
&
s
E 100
4
3
g
0 | |
Adenokarzinom NET

Abbildung 12: Balkendiagramm-Analyse zur Darstellung der medianen Tenascin-C-
Konzentration im Serum von Patienten mit Pankreasadenokarzinom (n=55) und NET (n=11).

p= 0,021. Der Unter- bzw. Oberrand der schwarzen Balken zeigt jeweils die 25ste bzw. 75ste
Perzentile an. Die mediane Serumkonzentration wird durch die schwarze Linie dargestellt. Der
p-Wert wurde mittels Mann-Whitney-U-Test ermittelt.
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4.3.2 TNC-S-Konzentration und Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten

Tabelle 12 gibt Auskunft Gber Patientencharakteristika und klinisch-pathologische Daten
der 68 Pankreastumorpatienten, deren Seren auf Tenascin-C untersucht wurden. Es
wurden folgende Charakteristika mit der TNC-S-Konzentration korreliert: Alter,
Geschlecht, Tumorlokalisation, Resektionsausmal}, das Auftreten von Metastase und
Rezidiv, Kurzzeit- bzw. Langzeitiberleben sowie tumorbedingter Tod. Die Resultate der
Korrelation sind ebenfalls der Tabelle 12 zu entnehmen. Im Folgenden soll nur auf einige

der Ergebnisse naher eingegangen werden.

Tabelle 12: Korrelation der medianen und mittleren TNC-S-Konzentration bei Pankreastumoren
mit klinisch-pathologischen Daten. Es sind jeweils die medianen (25ste und 75ste Perzentile)
sowie die mittleren (+ SD) TNC-S-Konzentrationen angegeben. Die p-Werte wurden mittels
Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-Test bestimmt. (Die Patientenanzahlen in den einzelnen
Untergruppen ergeben insgesamt in einigen Fillen nicht die komplette Anzahl der
Pankreastumorpatienten (n=68), da die Daten zum Teil unvollstindig waren.)

Merkmal Anzahl Mediane TNC-S- Mittlere TNC-S- p-Wert
(%) Konzentration (25ste Konzentration
und 75ste Perzentile) +SD

(ng/ml) (ng/ml)
Mittleres Alter; Jahre £ SD 65 +11
Geschlecht
Maénnlich 38 (56) 38 (33 und91) 70183
Weiblich 30 (44) 33 (13 und 48) 54179 0,143
Tumorlokalisation
Kopf/ Papille 37 (76) 33 (16 und 44) 41155
Corpus/ Cauda 12 (24) 64 (19 und 155) 115+133 0,123
Resektionsausmaf
RO 52 (81) 34 (14 und 64) 66190
R1 12 (19) 44 (31 und 80) 59+42 0,326
Metastase und/oder Rezidiv
Nein 8(21) 21 (11 und 39) 25116
Ja 31(79) 42 (20 und 97) 68178 0,132
Uberleben
Langzeit(>12 Monate) 43 (63) 32 (15 und 52) 43141
Kurzzeit (<12 Monate) 25 (37) 50 (26 und 94) 981115 0,035
Tod
Kein Tod 15 (48) 19 (13 und 34) 2617
Tod durch Tumor 16 (52) 44 (25 und 131) 87195 0,019

4.3.2.1 Kurzzeit-/ Langzeitiberleben

Die mediane Uberlebenszeit (25ste und 75ste Perzentile) aller Pankreastumorpatienten
betrug 31 (7 und 40) Monate. Um Aussage Uber einen mdglichen Zusammenhang
zwischen TNC-S-Konzentration und der Prognose fiir die betroffenen Tumorpatienten zu

machen, wurde diese gemaR ihrer Uberlebenszeit in Monaten in zwei Gruppen
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(Kurzeitiberlebende < 12 Monate und Langzeitiberlebende >12 Monate) eingeteilt und
mit der Ho6he ihrer Serumlevel korreliert. Dabei hatten 25 (37%) der 68 Patienten eine
Uberlebenszeit unter 12 Monaten und 43 (63%) eine Uberlebensdauer von mehr als 12
Monaten. Es konnte gezeigt werden, dass die Patientengruppe der Kurzzeitiberlebenden
(<12 Monate) mit einer medianen TNC-S-Konzentration von 50 (26 und 94) ng/ml
signifikant héhere Serumlevel aufwies als die Gruppe der Langzeitliberlebenden (>12
Monate) mit medianen Konzentrationen von 32 (15 und 52) ng/ml (p-Wert=0,035; Mann-
Whitney-U-Test) (siehe Tabelle 12 und Abbildung 13).

p= 0,035
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TNC-S-Konzentration (ng/ml)
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Abbildung 13: Balkendiagramm-Analyse zur Darstellung der medianen Tenascin-C-
Konzentration im Serum von Kurzzeit- (n=25) und Langzeitiiberlebenden (n=43). p=0,035. Der
Unter- bzw. Oberrand der schwarzen Balken zeigt jeweils die 25ste bzw. 75ste Perzentile an. Die
mediane Serumkonzentration wird durch die schwarze Linie dargestellt. Der p-Wert wurde
mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt.

4.3.2.2 Tumorbedingter Tod

Wahrend der Nachverfolgungszeit verstarben 16 (52%) Patienten tumorbedingt,
wohingegen 15 (48%) Patienten die komplette Nachverfolgungszeit Uberlebten. Die
restlichen 37 Patienten verstarben aus unbekannter Ursache oder nicht-tumorbedingt und
wurden in der folgenden Korrelation nicht weiter berlcksichtigt: Patienten, die in der
Nachverfolgungszeit tumorbedingt verstarben, hatten signifikant hohere TNC-S-
Konzentrationen als die Patienten, die die Nachverfolgungszeit Gberlebten (p-Wert=0,019;
Mann-Whitney-U-Test). So betrug die mediane TNC-S-Konzentration (25ste und 75ste

Perzentile) der tumorbedingt Verstorbenen 44 (25 und 131) ng/ml, wahrend das
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Serumlevel der Uberlebenden im Median bei 19 (13 und 34) ng/ml lag (siehe Abbildung
14).
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Abbildung 14: Balkendiagramm-Analyse zur Darstellung der medianen Tenascin-C-
Konzentration im Serum von Patienten, die wahrend der Nachverfolgungszeit tumorbedingt
verstarben (n=16) und derer, die die Nachverfolgungszeit lberlebten (n=15). p=0,019. Der
Unter- bzw. Oberrand der schwarzen Balken zeigt jeweils die 25ste bzw. 75ste Perzentile an. Die
mediane Serumkonzentration wird durch die schwarze Linie dargestellt. Der p-Wert wurde
mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt.

4.3.3 5-Jahres-Uberleben

Zur statistischen Analyse des 5-Jahres-Uberlebens wurden die Patienten gemaR ihrer
TNC-S-Konzentration in zwei gleichgrofle Gruppen (n jeweils=34) eingeteilt (TNC-S-
Konzentration <35 ng/ml und TNC-S-Konzentration >35 ng/ml) und in der
Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier dargestellt (siehe Abbildung 15). Die p-Werte
wurden mittels Log-rank-Test bestimmt. Dabei zeigten die Patienten mit TNC-S-
Konzentrationen Uber 35 ng/ml ein signifikant kiirzeres 5-Jahres-Uberleben im Vergleich
zur Patientengruppe mit Serumleveln unter 35 ng/ml (p-Wert=0,0326; log-rank-Test).

Die Patientengruppe mit TNC-S-Konzentrationen unter 35 ng/ml zeigte fir die
Nachverfolgungszeit von 5 Jahren eine mittlere Uberlebenszeit von 33 Monaten [95%ClI:
26; 41], wohingegen die Patienten mit Serumleveln Uber 35 ng/ml im Mittel nur 22 Monate
[95%CI: 15; 29] Uberlebten. Nach 5 Jahren waren 32% der Patienten mit einer TNC-S-
Konzentration von tber 35 ng/ml tumorbedingt verstorben, wahrend in der Gruppe mit den

Serumkonzentrationen unter 35 ng/ml lediglich 15% tumorbedingt verstarben.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Funktion fiir das 5-Jahres-Uberleben bei Pankreastumorpatienten
mit TNC-S-Konzentrationen unter (n=34) und tiber 35 ng/ml (n=34). p=0,0326. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem log-rank-Test berechnet.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem sowohl die Expression von Tenascin-C
im Gewebe von GIST als auch die Tenascin-C-Konzentration im Serum von GIST-
Patienten untersucht. Als Methoden kamen dabei eine immunhistochemische Farbung

mittels Multitumor Array und ein monoklonaler Sandwich-ELISA zum Einsatz.

5.1 Tenascin-C als Tumormarker im Gewebe?

In bisherigen Studien konnte eine Uberexpression von Tenascin-C bei den meisten
soliden Tumoren nachgewiesen werden. Dazu gehdren unter anderem Tumore von
Gehirn, Mamma, Uterus, Ovar, Prostata, Pankreas, Kolon, Magen, Mund, Larynx, Leber,
Niere, Blase, Haut, Knochen und Weichteilgewebe sowie Lymphome (reviewed von
Orend und Chiquet-Ehrismann 20086).

Die auffallend starke Expression von Tenascin-C in Tumorgewebe und die neusten
Erkenntnisse Uber seine Funktion bei der Tumorprogression machen das Glykoprotein
zudem zu einem potentiellen Kandidaten flr die Tumordiagnostik. In einer Studie, die
nach Tumor-assoziierte Proteinen in Pleuraerglssen suchte, erreichte Tenascin-C die
beste Punktzahl unter den getesteten potentiellen Markern und wurde ausschlief3lich in
malignen Fallen, jedoch nicht in den Kontrollen, gefunden (Lawniczak et al. 1992).
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Multitumor Array mit insgesamt 3978 Gewebeproben
aus Primartumoren von 99 verschiedenen Entitdten und Subtypen mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen humanes Tenascin-C angefarbt und ausgewertet. In
Ubereinstimmung mit der Literatur konnte eine TNC-Expression in nahezu allen
Tumorentitaten nachgewiesen werden. Die anfanglichen Annahmen, dass es sich bei
Tenascin-C um einen Marker fir ausschlieRlich maligne Tumoren handeln kénne, wurden
in den vergangenen Jahren schon von anderen Studien widerlegt (Chiquet-Ehrismann
1993). Aber auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass manche benigne Tumoren
ebenfalls eine vermehrte TNC-Expression aufweisen, wie zum Beispiel im Falle des
pleomorphen Adenoms der Speicheldriise (96% der untersuchten Proben stark positiv fir
Tenascin-C) oder des Leiomyoms (94% der Proben stark positiv).

Andererseits scheint es jedoch auch Tumorentitdten zu geben bei denen sich Tenascin-C
als Indikator fur Malignitat eventuell eignen konnte: So waren in unserem Multitumor Array
zum Beispiel nur 12 (31%) der 58 untersuchten benignen Hautnaevi stark positiv fur
Tenascin-C, wahrend von 13 untersuchten malignen Melanomen der Haut wiederum 10
(77%) stark positiv fur Tenascin-C waren. Auch andere maligne Hauttumoren wie das
Basaliom, das Pilomatrixom oder der Merkelzellkarzinom zeigten &ahnlich starke
Farbungsergebnisse. Interessanterweise stellt eine Untersuchung aus dem Jahre 1994

Ubereinstimmende Resultate vor: Die Arbeitsgruppe von Van Duinen untersuchte die EZM
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im Gewebe von blanden Hautnaevi Uber dysplastische Vorstufen bis hin zu invasiven
Melanomen und fand komplexe Veranderung in der Zusammensetzung der EZM: unter
anderem auch eine verstarkte TNC-Expression, die mit dem Ausmal} der melanozytaren
Tumorprogression korrelierte.

Neben diesen Ergebnissen sind auch die Resultate bei den im Multitumor Array
untersuchten Proben von Adenomen des Kolons und Kolonkarzinomen vielversprechend:
Wahrend sich bei den low grade Adenomen nur 18% der untersuchten Proben stark
positiv fur Tenascin-C darstellten, waren es bei den high grade Adenomen schon 27%
und bei den Adenokarzinomen des Kolons schliellich 76% der untersuchten Proben.
Diese unterschiedlichen Expressionsmuster von Tenascin-C in der Kolonmukosa sind in
vorausgegangenen Studien bereits ahnlich beschrieben worden (u.a. Natali et al. 1991,
Riedl et al. 1992). Neuere Studien gingen noch einen Schritt weiter und beschaftigten sich
zudem mit der prognostischen Aussagekraft der TNC-Expression bei Kolorektalen
Karzinomen. So zeigten Emoto und Arbeitsgruppe, dass die Uberexpression von
Tenascin-C und Annexin Il ein Hinweis auf eine schlechte Prognose fur Patienten mit
kolorektalen Tumoren sei (2001). Andere Studien hingegen fanden keine prognostische
Signifikanz in der immunhistochemischen Untersuchung der TNC-Expression bei
Karzinomen des Kolons (Lundin et al. 2007).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit im Multitumor Array untersuchten Gewebeproben lagen
leider keine klinisch-histologischen Variablen oder Uberlebensdaten vor, mit denen die
TNC-Expression hatte korreliert werden kénnen. Dies ist eine der Limitationen der hier
verwendeten Methode des Multitumor Arrays. Die gleichzeitige Farbung einer sehr hohen
Anzahl von verschiedenen Entitaten in einem Arbeitsschritt dient eher einem Screening-
ahnlichen Untersuchen auf Expression als der anschlielienden genauen Analyse und
statistischen Korrelation mit klinischen und histologischen Daten. Ein spezifischer Array
mit ausschlielBlich kolorektalen Karzinomen zur Ermittlung der klinisch-prognostischen
Aussagekraft der TNC-Expression ware als zuklinftiges Projekt anzustreben, zumal die
hier dargestellten Ergebnisse aussichtsvoll sind. Zwar hat die Studie von Lundin und
seiner Arbeitsgruppe keine prognostische Signifikanz der Expression von Tenascin-C
ermitteln kénnen (2007), doch lasst sich dies vielleicht auch auf den in der Studie
verwendeten Antikérper zurlickfihren, welcher sich gegen die Fibrinogen-ahnliche
Domane des Tenascin-C richtet. Uberhaupt sind die Ergebnisse zum prognostischen Wert
der TNC-Expression im Tumorgewebe sehr kontrovers diskutiert worden. In einigen
Entitdten, wie zum Beispiel in Tumoren von Mamma (Suwiwat et al. 2004) oder Lunge
(Ishiwata et al. 2005), in Phaochromozytomen (Salmenkivi et al. 2001) und
Cholangiokarzinomen (Aishima et al. 2003), aber auch in Astrozytomen (Leins et al. 2003)

oder den oben erwahnten malignen Melanomen (llmonen et al. 2004), konnte eine hohe
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TNC-Expression mit einer schlechten Uberlebensrate korreliert werden.
Eigentimlicherweise gibt es aber auch einige Berichte Uber eine Korrelation der TNC-
Expression in Tumoren mit einem besseren Uberleben fiir die betroffenen Patienten. So
zum Beispiel im Falle des invasiven Mammakarzinoms (Shoji et al. 1993) sowie bei
Karzinomen von Zervix (Pilch et al. 1999), Magen (Wiksten et al. 2003) und, wie kirzlich
erst gezeigt, beim Osteosarkom (Xiong et al. 2009).

Auch fir das viel diskutierte Kolonkarzinom gibt es altere Studien, die von einer besseren
Prognose in Korrelation mit verstarkter TNC-Expression ausgehen (Sugawara et al. 1991,
Iskaros et al. 1997). So wurde auch die Rolle von Tenascin-C als Indikator fir eine
adaquate Tumorabwehr (Pilch et al. 1999) sowie als limitierender Faktor bei der
Tumorinvasion (Sugawara et al. 1991) diskutiert.

Es scheint also so zu sein, als misse man die TNC-Expression differenzierter betrachten.
Die Ansicht, dass besonders die grof3en, alternativ-gespleiten Tenascin-C-Isoformen in
Zusammenhang mit Tumorerkrankungen stehen, hat sich mittlerweile durchgesetzt und
stellt eine mogliche Erklarung fur die kontraren Studienergebnisse dar. Demgemal lassen
sich die verschiedenen Studien nur schwer miteinander vergleichen, da die meisten
Untersuchungen mit unterschiedlichen Antikérpern durchgeflhrt wurden. Die Forderung
nach genaueren Investigationen auf dem Gebiet des tumorassoziierten alternativen
Spleilens scheint gerechtfertigt. So zeigte eine neuere Studie Uber kolorektale Karzinome
kdrzlich, dass eine bestimmte grolle Tenascin-C-Spleillvariante ein spezifischerer
potentieller Marker ist als die totale TNC-Expression in kolorektalen Karzinomen (Takeda
et al. 2007). Ginge man davon aus, dass diese Beobachtung zutrafe, waren viele der im
Zusammenhang mit Tumorerkrankungen verwendeten Antikdrper gegen Tenascin-C
nutzlos. Auch der von uns im Multitumor Array verwendete Antikérper richtet sich leider
nicht gegen eine der alternativ gespleildten Untereinheiten des Tenascin-C, sondern
gegen die EGF-ahnlichen Domanen des Molekiils. Diese sind sowohl in den kleinen, als
auch in den groRen Tenascin-C-Isoformen vorhanden. Man schreibt ihnen vor allem

Aufgaben in der Modulation von Zelladhasion und Migration zu (Pietro et al. 1992).

5.2 Tenascin-C-Expression bei GIST

Eine Untersuchung von Tenascin-C im Zusammenhang mit GIST wurde bislang noch
nicht publiziert. In unserem Multitumor Array konnte in 33 (87%) der 38 GIST-Proben
eine TNC-Expression nachgewiesen werden. Jedoch zeigten auch die
differentialdiagnostisch abzugrenzenden Entitaten, unabhangig von ihrer Dignitat, ein
ahnliches Expressionsmuster: Von den Leiomyosarkomen waren 88% der Proben stark
positiv fir Tenascin-C, von den Schwannomen 86%, von den untersuchten Leiyomyomen

94% und von den Neurofibromen zeigten sogar 98% eine starke Farbung fir Tenascin-C.
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Somit ist Tenascin-C im Gewebe offensichtlich kein geeigneter Differenzierungsmarker fur
GIST.

Ohne Zweifel ist es von groRer Bedeutung, GIST gegeniber anderen
differentialdiagnostisch wichtigen, vor allem gutartigen, Weichgewebstumoren abgrenzen
zu koénnen. SchlieBlich neigen GIST oftmals zu malignerem Verhalten als andere
Weichgewebstumoren, bedirfen einer radikaleren chirurgischen Therapie und haben
zusatzlich gute Ansprechraten auf die medikamentdse Therapie mit Imatinib. Die richtige
Diagnose eines GIST zu stellen ist also ausschlaggebend fiir das weitere therapeutische
Vorgehen. Tatsachlich kbnnen schon heute ca. 90% aller GIST uber ihre Expression von
c-KIT immunhistochemisch differenziert werden (Fletcher et al. 2002, Hirota et al. 1998,
Kindblom et al. 1998). Es stellt sich also durchaus die kritische Frage nach der
Notwendigkeit eines zusatzlichen Gewebemarkers. Indessen st aber die
Malignitatseinschatzung von GIST weiterhin schwierig. Es gibt keine eindeutigen
histopathologischen Malignitatskriterien, welche Aussage Uber das biologische Verhalten
des Tumors machen konnen (Miettinen et al. 1999). Die Abgrenzung von benignen GIST
gegenlber malignen Tumoren ist aber entscheidend fir die Festsetzung der
Therapieindikation. Des Weiteren gibt es auch noch keinen etablierten Serummarker fur
GIST. Einen zuverlassigen Marker im leicht zuganglichen peripheren Blut zu finden,
kdnnte in Zukunft die Diagnostik von GIST erleichtern und den Patienten friher eine
adaquate Therapie ermoglichen.

Neben der Untersuchung der TNC-Expression im Gewebe von GIST, wurde Tenascin-C
deshalb im Verlauf dieser Arbeit auch auf Serumebene untersucht und die Ergebnisse mit
klinischen Daten korreliert. Bislang gibt es nur wenige Forschungsergebnisse zur
Untersuchung von Tenascin-C im Serum von Tumorpatienten. Im Folgenden sollen die

Ergebnisse unserer Untersuchungen diskutiert werden.

5.3 Tenascin-C als Serummarker bei Tumoren?

Nachdem das Vorhandensein von Tenascin-C im Serum erfolgreich dargestellt werden
konnte, beschéaftigten sich einige Studien mit der Untersuchung von
Serumkonzentrationen des Glykoproteins im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen.
So wurde Tenascin-C erstmals im Serum von Melanom-Patienten nachgewiesen und
gleichzeitig festgestellt, dass die Serumlevel bei Patienten mit fortgeschrittenen
Melanomen signifikant héher waren als diese von Patienten mit geringer Tumorlast oder
von gesunden Kontrollpersonen (Herlyn et al. 1991). Nach der erfolgreichen Etablierung
eines Enzyme-linked Immunoassays (ELISA) zur Detektion von Tenascin-C im Serum
durch Kimura et al. (1993), quantifizierte die gleiche Arbeitsgruppe Tenascin-C im Serum

von gesunden Personen sowie von Krebserkrankten und fand heraus, dass die
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Krebspatienten zu hoéheren TNC-S-Konzentrationen neigten als die gesunde
Vergleichsgruppe (Washizu et al. 1993). Ein signifikanter Anstieg von Tenascin-C im
Serum konnte auch fur Gliome und Prostatakarzinome (Schenk et al. 1995) sowie fur
Plattenepithelkarzinome von Hals und Kopf mit erhéhten Tumorstadien nachgewiesen
werden (Pauli et al. 2002).

Eine Untersuchung von Riedl| et al. zeigte, dass Patienten mit kolorektalen Karzinomen
ebenfalls signifikant héhere Tenascin-C-Serumlevel als ihre Kontrollgruppe aufwiesen.
Wahrend das Tumorgrading keinen Einfluss auf die Konzentration im Serum zeigte, stieg
mit héherer pT-Kategorie das Serumlevel von Tenascin-C an. Au3erdem hatten Patienten
mit Fernmetastasen signifikant hdhere Serumkonzentrationen als Tumorpatienten ohne
Fernmetastasen (1995). Prognostische Aussagekraft von Tenascin-C im Serum fand man
auch beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom: Hier waren die Konzentrationen der
Tumorpatienten zwar nur leicht gegenliber denen der gesunden Probanden erhoht;
interessanterweise wiesen aber die Patienten mit niedrigeren TNC-S-Konzentrationen
(<96 ng/ml) ein signifikant besseres Uberleben auf als die Gruppe mit hohen Tenascin-C-
Werten (296 ng/ml) (Ishiwata et al. 2005). Eine Studie von Gazzaniga et al. aus
demselben Jahr untersuchte Tenascin-C gemeinsam mit EGFR als potentielle Marker fur
zirkulierende Tumorzellen im Serum von Patienten mit Blasen- und Kolonkarzinomen.
Unter allen Patienten, die analysiert wurden, zeigte die Gruppe mit negativen Ergebnissen
sowohl fir Tenascin-C als auch fir EGFR signifikant langere Uberlebenszeiten
(Gazzaniga et al. 2005).

All diese Ergebnisse machen Tenascin-C zu einem potentiellen Marker im Rahmen von
Tumordiagnostik und zu einem aussichtsvollen Kandidaten fir die Prognose-
Einschatzung von Tumorpatienten. Trotz vielversprechender Ergebnisse erster
Untersuchungen von Tenascin-C im Serum von Krebspatienten sind die Studien zu
diesem Thema in ihrer Anzahl bis heute recht Uberschaubar. Eine publizierte
Untersuchung von Tenascin-C sowohl in Gewebe als auch im Serum von Patienten mit

GIST liegt bis heute noch nicht vor.

5.4 Tenascin-C im Serum von GIST-Patienten

Mithilfe eines ELISAS wurden die Tenascin-C-Konzentrationen im Serum von 94 GIST-
Patienten sowie 154 gesunden Kontrollpersonen bestimmt. Das mediane Alter des von
uns untersuchten Patientenkollektivs betrug 61 (53 und 68) Jahre und ist somit
reprasentativ fir das in der Literatur beschriebene mediane Erkrankungsalter von GIST-
Patienten (Tran et al. 2005). Das mediane Alter der Kontrollgruppe lag mit 47 (40 und 56)
leider etwas darunter, was auf die Herkunft der Kontrollseren von Blutspendern aus der

Spenderbank des UKE zurlickzufiihren ist.
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Die Geschlechterverteilung bei den von uns untersuchten GIST-Patienten war
ausgeglichen (Manner 51%, Frauen 49%). Dies deckt sich ebenfalls mit den Ergebnissen
aus Untersuchungen zur Epidemiologie von GIST (Nilsson et al. 2005). Die Lokalisation
des Primartumors wird neuerdings als moglicher Risikofaktor in  der
Prognoseeinschatzung von GIST gehandelt und wurde daher ebenfalls von uns erfasst.
Die Verteilung der Tumorlokalisation in Magen (67%), Dinndarm (27%) und anderen
Organen (6%) stellte sich dabei in dem von uns untersuchten Patientenkollektiv ebenso
als reprasentativ fur GIST dar. In der Studie von Nilsson et al. mit 1460 GIST-Patienten
traten 59% der Tumoren im Magen auf, gefolgt von 34% im Dinndarm sowie 6% in Kolon
und Rektum (2005). Im Vergleich der TNC-S-Konzentrationen bei GIST-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen konnte leider keine statistische Signifikanz ermittelt werden.
Dennoch zeigt sich hier eine deutliche Tendenz: die Gruppe der GIST-Patienten hatte
héhere Konzentrationen von Tenascin-C im Serum als die Kontroligruppe. Ahnliche
Ergebnisse erzielten wir auch bei der Korrelation der TNC-S-Konzentration mit den
allgemeingultigen Risikofaktoren fur GIST, der Tumorgréf3e und der Mitoserate. So zeigte
sich auch hier die Tendenz, dass Patienten mit groRerem Tumor oder einer erhdhten
Mitoserate hdhere Tenascin-C-Konzentrationen aufweisen als Patienten mit kleinerem
Tumor oder niedrigerer Mitoserate. Eine statistische Signifikanz konnte dennoch auch hier
nicht ermittelt werden. Interessanterweise zeigte sich auch in der Gruppe der R1/R2
resezierten Patienten der Trend zu hdheren Tenascin-C-Serumleveln, verglichen mit der
Gruppe der RO-resezierten GIST-Patienten. Man kann also méglicherweise von einem
Einfluss der Tumormasse auf die Tenascin-C-Konzentration ausgehen. Tenascin-C eignet
sich folglich vielleicht weniger zur Diagnostik von GIST, aber dennoch als Verlaufsmarker
zur Therapiekontrolle. Fir eine Eignung von Tenascin-C im Therapiemonitoring von GIST
sprechen auch unsere Untersuchungsergebnisse bei der Korrelation von
Serumkonzentrationen und der Gabe von Imatinib. Demnach konnte trotz fehlender
statistischer Signifikanz die Tendenz herausgearbeitet werden, dass Patienten mit
Imatinib-Therapie niedrigere Konzentrationen von Tenascin-C aufwiesen als solche ohne
medikamentdse Therapie (p=0,084).

Die Wirkung von Imatinib auf GIST-Tumore konnte bereits in vielen Studien gezeigt
werden: So wiesen in einer Untersuchung von Van Oosterom et al. 53% aller Patienten
unter Imatinib eine deutliche Reduktion der Tumormasse auf (2001). In Zukunft liee sich
ein Ansprechen der Therapie also vielleicht auch im Serum der Patienten verfolgen.

In letzter Zeit wurde auch die Lokalisation des Primartumors als Faktor zur
Risikoeinschatzung von GIST diskutiert (DeMatteo et al. 2008). Diese Entdeckung
konnten wir leider nicht weiter bestatigen. Es korrelierte weder die Tenascin-C-

Konzentration mit der Lokalisation des Tumors, noch lie3 sich ein Zusammenhang
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zwischen der Lokalisation des Tumors und der Prognose der Patienten finden (Daten
nicht gezeigt).

In einer Studie mit 200 GIST-Patienten konnte dargestellt werden, dass die Prognose von
GIST-Patienten stark vom Vorhandensein von Metastasen und/oder eines Rezidivs
abhangt (DeMatteo et al. 2000). Unsere Ergebnisse zeigen eine signifikante Korrelation
zwischen der TNC-S-Konzentration und dem frihen Auftreten von Metastasen und/oder
Rezidiven. So scheinen Patienten mit hohen TNC-S-Konzentrationen haufiger und auch
friher eine Metastase und/oder ein Rezidiv zu entwickeln als solche mit niedrigeren
Konzentrationen. Um diese Beobachtung zu verifizieren, flihrten wir die Korrelation der
Serumlevel auch fur ausschlie3lich RO-resezierte Patienten durch. Auch hier fanden wir
eine  Korrelation zwischen niedriger Serumkonzentration von Tenascin-C und dem
progressionsfreien Uberleben. Tenascin-C eignet sich folglich mdglicherweise als
Verlaufs- und Prognosemarker bei GIST-Patienten. Daneben scheint ein Zusammenhang
zwischen der Tumormasse und der Hbhe der Serumkonzentrationen wahrscheinlich.
Weitere Untersuchungen konnten vielleicht verifizieren, ob ein Anstieg der TNC-S-
Konzentration bei resezierten GIST-Patienten friihzeitig auf das Auftreten einer Metastase
oder die Entwicklung eines Rezidivs hindeuten kann. Eine Anwendung als Marker zur
Erkennung von Hochrisikopatienten, die von einer frihzeitigen Imatinib-Therapie
profitieren konnten, ware ebenfalls denkbar und potentielles Untersuchungsziel fir
weiterflihrende Arbeiten.

55% der von uns untersuchten GIST Patienten erhielten eine Therapie mit Imatinib. Da
Imatinib das Outcome von Patienten mit GIST verbessert, liegt hier ein Kritikpunkt bei der
Beurteilung unserer Ergebnisse: Patienten mit und ohne Imatinib-Therapie wurden nicht
differenziert betrachtet. Ginge man davon aus, dass die Gabe von Imatinib zu einer
Reduktion der Tumormasse flhre und diese wiederum zu einem Herabsinken der
Tenascin-C-Konzentration im Serum, so erklart dies vielleicht die fehlende statistische
Signifikanz vieler unserer Ergebnisse trotz deutlicher Tendenzen.

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass fir die Untersuchung im Gewebe mittels MTA ein
anderer Antikorper verwendet wurde als bei den Untersuchungen auf Serumebene. Beim
von uns durchgeflihrten ELISA kamen gleich zwei Antikdrper zum Einsatz, die sich beide
gegen die FNIII-C Domane des Tenascin-C richten. Somit wurden zwar mit dem ELISA
die hochmolekularen Isoformen des Tenascin-C detektiert, welche vor allem in Tumoren
vorkommen, dennoch lassen sich die Ergebnisse nur schwer miteinander vergleichen. Fur

eine adaquate Aussage hatte man mit den gleichen Antikdrpern arbeiten missen.
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5.5 Tenascin-C bei Pankreastumoren

Neben den Untersuchungen von Tenascin-C bei GIST wurde im Rahmen dieser Arbeit
auch die TNC-S-Konzentration bei Patienten mit Pankreaskarzinomen untersucht.
Ausléser hierfir waren insbesondere die interessanten Ergebnisse der TNC-Expression
im  Pankreastumorgewebe. Im MTA konnte gezeigt werden, dass die
Pankreasadenokarzinome eine hohe TNC-Expression aufwiesen (78% der Proben stark
positiv) wahrend die Expression bei neuroendokrinen Tumoren des Pankreas deutlich
geringer ausfiel (19% stark positiv).

Auch in der Vergangenheit gab es bereits bemerkenswerte Studienergebnisse zu
Tenascin-C beim Pankreaskarzinom: Nachdem Linder et al. bereits 2001 die Expression
von Tenascin-C in der extrazellularen Matrix von Pankreaskarzinomen nachweisen
konnten, zeigte eine weitere Studie eine Hochregulation der Expression bei Karzinomen
des Pankreas im Vergleich zum gesunden Kontroligewebe, die auflerdem mit dem
Differenzierungsgrad des Tumors korrelierte (Luuti et al. 2004). Eine Untersuchung von
duktalen Pankreasadenokarzinomen bestatigte die vorausgegangenen Ergebnisse und
fand zudem eine Steigerung des Ausmalies der TNC-Expression beginnend bei leichten
intraduktalen Lasionen (PanIN-1A und 1B) (ber moderate hin zu hochgradigen
epithelialen Neoplasien des Pankreas (PanIN-2 und 3) hin zu invasiven Tumoren. Grol3e
Tenasin-C-Isoformen wurden in der gleichen Studie sowohl beim Pankreaskarzinom als
auch bei chronischer Pankreatitis gefunden, jedoch nicht im gesunden Kontrollgewebe
(Esposito et al. 2006). Eine neuere Studie stellte kirzlich unter Beweis, dass fibrillares
Tenascin-C die Tumorprogression fordert. Es wurde ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der TNC-Expression und dem Auftreten von Lebermetastasen beim
Pankreasadenokarzinom gefunden (Chen et al. 2009). Eine Untersuchung von Tenascin-
C auf Serumebene im Zusammenhang mit Pankreaskarzinomen liegt bislang noch nicht
publiziert vor. Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir die Serumproben von 55
Patienten mit Adenokarzinomen des Pankreas sowie von 11 Patienten mit einem
neuroendokrinen Tumor des Pankreas mittels ELISA auf ihre Tenascin-C-Konzentration.
Im Vergleich der Serumlevel zwischen den beiden Entitdten erhielten wir Ergebnisse, die
diese des Multitumor Array bestatigten: Patienten mit einem Pankreasadenokarzinom
hatten signifikant hohere Serumkonzentrationen als solche, die an einem
neuroendokrinen Tumor erkrankt waren. Bei der Korrelation der Tenascin-C-
Konzentrationen ~ mit  klinisch-pathologischen = Daten  wie = Tumorlokalisation,
Resektionsausmall oder Tumorprogression konnten hingegen keine statistischen
Signifikanzen ermittelt werden. Jedoch scheint die H6he der Tenascin-C-Konzentration im
Serum ein Prognosefaktor fir das Uberleben der Patienten zu sein. So lebten Patienten

mit niedrigeren Serumkonzentrationen signifikant langer als Patienten mit hohen
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Tenascin-C-Serumleveln.

Eine neue Untersuchung mit gréfReren Patientenzahlen, die sich ausschlieBlich mit
Pankreastumoren beschaftigt, ist nétig um diese ersten Ergebnisse zu verifizieren.
Moglicherweise eignet sich Tenascin-C als Differenzierungsmarker zwischen
Adenokarzinomen des Pankreas sowie neuroendokrinen  Pankreastumoren.
Einen solchen Differenzierungsmarker gibt es bislang nicht. Dieser ware jedoch von
grollem Nutzen, da viele neuroendokrine Tumoren des Pankreas keiner radikalen
Therapie bedurfen. Durch eine periphere Diagnostik im leicht zuganglichen Blut kdnnte
man invasive diagnostische Mallnahmen umgehen.

Die Behandlungsoptionen fir Pankreasadenokarzinome umfassen operative
MalRnahmen, Radiatio sowie Chemotherapie. Dabei ist Gemcitabine zurzeit
Therapeutikum der ersten Wahl bei Karzinomen des Pankreas. Studien zeigen dennoch
ein 1-Jahres-Uberleben von nur 18% fiir Pankreaskarzinompatienten mit Gemcitabine-
Therapie sowie eine mediane Uberlebensauer von unter 6 Monaten (Burris et al. 1997).
Griinde fir das kurze Uberleben dieser Patienten sind unter anderem Resistenzen gegen
das Medikament. Eine erst kirzlich verdffentlichte Studie konnte zeigen, dass eine
Gemcitabine-Resistenz von Pankreaskarzinomzellen durch Interaktionen zwischen
Tenascin-C sowie Annexin All induziert werden kann (Gong et al. 2010). Durch die
weitere Entschlisselung dieser neuen Signalwege erschlieBen sich hier wohlmdglich
neue Forschungsansétze. Ein interessantes Projekt fur die zukunftige Weiterverfolgung
unserer ersten Ergebnisse Uber Tenascin-C beim Pankreaskarzinom ware demnach auch
die Untersuchung von TNC-S-Konzentrationen bei Tumorpatienten mit und ohne
Gemcitabine-Resistenz. Vielleicht lieRe sich sogar anhand der TNC-S-Konzentration eine
Aussage Uber das Vorhandensein einer Gemcitabine-Resistenz treffen. Eine frihzeitige
Erkennung dieser Resistenzen sowie eine denkbare Modulation von neu entdeckten
Signalwegen, die zur Resistenz flihren, stellen mdglicherweise neue therapeutische

Ansatze in der Therapie des Pankreaskarzinoms dar.

5.6 Ausblick: Tenascin-C als therapeutisches Target?

Fir die Therapie von malignen Tumoren werden zurzeit verschiedene Strategien
eingesetzt, so zum Beispiel Chemotherapie, Radiotherapie oder Immuntherapie.
Bemerkenswerterweise richten sich all diese Therapieformen nicht nur gegen die
Tumorzellen selbst, sondern beeinflussen auch das, die Tumorzellen umgebende,
Stroma. Dies ist von enormem Vorteil, zumal man heute weil3, dass die EZM eine wichtige
Rolle bei der Tumorprogression spielt. Die Zellen des Stromas, Endothelzellen,
Fibroblasten sowie Makrophagen, kdnnen das Tumorwachstum aktiv durch die Sekretion

von beispielsweise Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder tumorspezifischen Molekilen
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fordern. Die Erkenntnis Uber die Relevanz der tumorassoziierten Modulation der EZM von
Tumoren 6ffnet neue Mdglichkeiten in Hinblick auf die Entwicklung innovativer Antitumor-
Strategien. Auch Tenascin-C rickt als Bestandteil des tumorassoziierten Stromas ins
Zentrum der Aufmerksamkeit der Tumortherapieforschung.

Neben den mdglichen diagnostischen Anwendungen von Tenascin-C-Antikdrpern wird so
auch zunehmend ihr moglicher therapeutischer Nutzen untersucht und diskutiert. Hier gab
es bereits die ersten wegbereitenden Studien im Zusammenhang mit der Therapie von
Hirntumoren (Bigner et al. 1995, Schold et al. 1993). Das Grundprinzip dieser Versuche
liegt in der Verwendung von radiomarkierten Tenascin-C-Antikorpern, die lokal appliziert
im Tenascin-C-reichen Tumorgewebe eine Bestrahlung bewirken. Eine klinische Phase-
[lI-Studie konnte kirzlich zeigen, dass eine Radioimmuntherapie mit dem 131-Jod-
markierten Anti-Tenascin-C-Antikorper 81C6 bessere Ergebnisse in der Behandlung von
neu diagnostizierten malignen Gliomen aufweist als konventionelle Radiatio, 131-Jod-
Brachytherapie oder stereotaktische Radiochirurgie. Es wurde ein verldngertes
Gesamtuberleben der Patienten mit Radioimmuntherapie registriert (Reardon et al. 2006).
Der gleiche Antikdérper konnte auch bei Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom erfolgreich
in einer Phase-I-Studie angewandt werden (Rizzieri et al. 2004). Eine klinische Studie
von Zukiel und Arbeitsgruppe testete erstmals den Gebrauch von interferierender RNA bei
10 Patienten mit Glioblastom, die sich einer Tumorresektion unterzogen. Hier gelang es
durch die lokale Applikation von anti-Tenascin-C iRNA die Expression von Tenascin-C
erfolgreich zu unterdricken (2006).

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die synthetische Isolation von Nuklease-
stabilen Tenascin-C-Aptameren, die aufgrund einer kleineren Gréle einen Vorteil
gegeniber Antikérpern in der Tumortarget-Therapie mit Radioisotopen bieten kdnnen
(Hicke et al. 2001, 2006). Bislang finden noch keine Aptamere klinische Anwendung in der
onkologischen Therapie.

Auch fir die Therapie von GIST konnten diese neusten Studienergebnisse in Zukunft
durchaus von Interesse sein. Zwar existiert mit Imatinib bereits ein potentes
Therapeutikum mit guten Ansprechraten, doch treten bei den Patienten nach dem ersten
oder zweiten Behandlungsjahr mit dem Tyrosinkinaseinhibitor leider haufig sekundare
Resistenzen auf (Heinrich et al. 2006). Die Mechanismen, die diesen erworbenen
Resistenzen zugrunde liegen, sind bisher noch nicht vollstdndig verstanden.

Daneben scheinen aufgrund von molekularer Heterogenitat unter den GIST einige
Patienten auch von Anfang an weniger von einer Therapie mit Imatinib zu profitieren. Eine
kurzlich veroffentlichte Metaanalyse Uber die Wirksamkeit von Imatinib bei verschiedenen
Genotypen von GIST zeigte, dass die klinische Ansprechrate von der dem Tumor

zugrunde liegenden Mutation abhangig ist. So profitierten Patienten mit einer KIT-
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Mutation auf Exon 11 am meisten von der Imatinib-Gabe (Chen et al. 2010). Die
Identifikation von molekularen Anomalitaten, die eine essentielle Rolle bei der
Tumorgenese spielen, ist notwendig um neue Antitumorstrategien zu entwickeln. Ein
solcher neuer Angriffspunkt fur die Therapie von Tumoren kdnnte das tumorassoziierte
Stroma und Tenascin-C als wichtiger Bestandteil dessen sein. Obwohl die genauen
Mechanismen von Tenascin-C und seiner Rolle bei Tumorwachstum und Progression
noch nicht gut verstanden sind, deuten diese ersten Studienergebnisse auf ein
vielversprechendes Potential des Glykoproteins als Target in der zielgerichteten
Tumortherapie hin. Ob sich Tenascin-C tatsachlich als Angriffspunkt in der onkologischen

Therapie durchsetzen kann, werden weitere klinische Studien zeigen mussen.
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6. Zusammenfassung

Gastrointestinale Stromatumoren (GIST) sind die haufigsten mesenchymalen Tumoren
des Magen-Darm-Traktes. Eine immunhistochemische Differenzierung ist in ca. 90% der
Falle durch CD117 moglich (Fletcher et al. 2002, Hirota et al. 1998). Einen Serummarker
gibt es bislang noch nicht.

Tenascin-C ist ein Glykoprotein der extrazellularen Matrix (EZM), welches im Rahmen der
embryonalen Entwicklung exprimiert wird, daneben aber auch bei pathologischen
Vorgangen reexprimiert werden kann (Mackie 1994). Schon friih wurde das Vorkommen
von Tenascin-C bei neoplastischen Vorgangen beschrieben (Chiquet-Ehrismann et al.
1986). Veranderungen der Tenascin-C-Expression (TNC-Expression) konnten bisher
erfolgreich als prognostische Parameter fiir einige Tumoren ermittelt werden.

Ziel dieser Arbeit war es, das EZM-Protein Tenascin-C in seiner Aussagekraft als Marker
im Gewebe und Serum von Patienten mit GIST zu untersuchen.

Mittels eines Multitumor Arrays wurde die TNC-Expression in Gewebeproben
verschiedener Tumorentitdten darunter GIST und differentialdiagnostisch relevante
Tumoren untersucht. Es konnte eine TNC-Expression im Stroma fast aller untersuchten
Entitdten festgestellt werden. Die Gewebeproben von GIST zeigten ein starkes
Expressionsmuster fir Tenascin-C. Ferner waren jedoch auch die untersuchten
differentialdiagnostisch relevanten Weichteiltumoren stark positiv fir Tenascin-C.
Mithilfe eines Enzyme-linked-immunosorbent Assays (ELISA) wurde die Tenascin-C-
Konzentration im Serum (TNC-S-Konzentration) von Patienten mit GIST untersucht und
mit der von gesunden Kontrollpersonen verglichen. Die GIST-Patienten wiesen
tendenziell hdhere TNC-S-Konzentrationen auf als die Kontrollgruppe. Eine statistische
Signifikanz lag jedoch nicht vor. Darlber hinaus wurde die TNC-S-Konzentration der
GIST-Patienten mit klinischen sowie pathologischen Daten korreliert. Es wurde eine
positive Korrelation zwischen der TNC-S-Konzentration und dem Auftreten von
Metastasen und/oder Rezidiven festgestellt. Patienten mit hohen TNC-S-Konzentrationen
wiesen ein kiirzeres progressionsfreies Uberleben auf. Patienten, die mit Imatinib
behandelt wurden, hatten tendenziell niedrigere TNC-S-Konzentrationen, als Patienten,
die keine medikamentése Therapie erhielten. Eine statistische Signifikanz konnte nicht
ermittelt werden.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass sich Tenascin-C wohlmdglich zur
Prognoseeinschatzung sowie im Therapiemonitoring von GIST-Patienten eignet.
Weiterflihrende Studien sollten die TNC-Expression differenzierter betrachten und sich
auf die Untersuchung der Expression von hochmolekularen Tenascin-C-Varianten
konzentrieren. Mdglicherweise erschlieBen sich hier innovative Therapiemdoglichkeiten,

die speziell auf tumorassoziierte Veranderungen der EZM zielen.
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