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Gastrointestinale Stromatumoren (GIST)
treten im gesamten Gastrointestinaltrakt
auf, wobei GIST des Magens ein generell
weniger aggressives biologisches Verhal-
ten zeigen als GIST des Diinn- und Dick-
darms [1]. Histomorphologisch kénnen
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Identifizierung neuer Interaktionspartner
mit differenzieller Regulation

bei Magen-GIST und Diinndarm-GIST
verschiedene Wachstumsmuster unter-
schieden werden. Auf molekulargene-
tischer Ebene kénnen GIST nach dem
Genotyp in GIST mit einer KIT-Mutati-
on, GIST mit einer PDGFRA-Mutation

a) Methylierung

b) Mutation/Amplifikation

c) mRNA-Expression

d) microRNA-Expression

Abb. 1 «Verschiedene
Regulationsebenen
RN der Genexpression und

e) Proteinexpression

f) Proteinmodifikation
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-aktivitat. a Methylie-
rung der Promoterregi-
on der DNA, b Ampilifi-
kationen des kodieren-
den DNA-Abschnitts,

¢ mRNA-Expression,

d microRNA-Expressi-
on, e Proteinexpressi-
on, f posttranslationale
Proteinaktivierung,
z.B. durch Phosphory-
lierung

sowie in so genannte Wildtyp-GIST un-
terschieden werden [2]. Genexpressions-
studien auf mRNA-Ebene konnten zei-
gen, dass sowohl die anatomische Lokali-
sation als auch der Genotyp bei GIST mit
einer differenziellen Genexpression asso-
ziiert sind.

Die Regulation der Aktivitat eines Gen-
produkts ist komplex und findet auf ver-
schiedenen Ebenen statt (B8 Abb. 1 a-f).
Die Methylierung der Promoterregion
reguliert die Expression auf mRNA-Ebe-
ne (B8 Abb. 1a). Amplifikationen fiih-
ren zu einer gesteigerten Transkription
(B Abb.1b). Je mehr mRNA transkri-
biert wird (8 Abb. 1 ¢), desto mehr Prote-
in wird erzeugt (B Abb. 1 e). MicroRNAs
sind an dieser Stelle eingreifende, zwi-
schengeschaltete Feinregulatoren, wel-
che die mRNA wieder abbauen konnen,
bevor das Protein gebildet werden kann
(8 Abb.1d). Die Aktivitit vieler Prote-
ine wird héufig zusatzlich posttranslati-
onal reguliert, Z. B. tiber Modifikationen
wie Phosphorylierungen (8 Abb. 1f).

Ziel dieser Studie war es, Daten auf ver-
schiedenen Ebenen der Genregulation bei
GIST zu erheben und unter Berticksichti-
gung der bei GIST bekannten Signalwege
zusammenzufiithren, um neue und funk-
tionell relevante Geninteraktionen identi-
fizieren zu kénnen.



Zusammenfassung - Abstract

Analyse der
Promotermethylierung

Die Methylierung der Promoterregionen
von 807 krebsrelevanten Genen (insge-
samt 1505 CpG-Loci) wurde in 61 pri-
maren GIST mittels der ,,Illumina Gol-
den Gate Plattform“ (,,Illumina Golden
Gate Cancer Methylation Panel®) analy-
siert [3]. Die Methylierung der einzelnen
CpG-Loci wurde mit den klinisch-patho-
logischen Parametern und dem Follow-up
korreliert. Bei GIST mit einer KIT-Muta-
tion waren im Vergleich zwischen Magen-
GIST und Diinndarm-GIST 115 CpG-Lo-
ci differenziell methyliert. Im Gegensatz
dazu konnten im Vergleich von GIST
des Magens mit einer KIT- bzw. PDGF-
RA-Mutation 102 differenziell methylierte
CpG-Loci identifiziert werden, die signi-
fikant mit dem Genotyp assoziiert waren.
235 CpG-Loci waren im Vergleich von
GIST mit <5 vs. >5 Mitosen pro 50 hoch-
auflosende Gesichtsfelder (HPFs) unter-
schiedlich methyliert.

Analyse der mRNA-Expression

Die mRNA-Expression wurde zunichst
mittels ,Whole-Genome Oligonucleo-
tid Arrays“ (,Illumina Golden Gate®) in
24 GIST untersucht [3]. In der Analy-
se waren 144 Gene im Vergleich von Ma-
gen-GIST mit KIT- bzw. PDGFRA-Muta-
tion differenziell exprimiert, wahrend die
Expression von 531 Genen mit der anato-
mischen Lokalisation bzw. von 392 Genen
mit der Mitosenanzahl assoziiert war. Die
differenzielle Expression wurde exemp-
larisch fiir 10 Gene mittels quantitativer
»Real-time-RT-Polymerase-Ketten-Reak-
tion (PCR)“in 61 GIST bestitigt [3, 4].

Analyse der microRNA-Expression

Die microRNA-Expression wurde zu-
ndchstin 12 GIST mittels eines Oligonukle-
otid-Arrays (miRXplore Microarray, Mil-
tenyi Biotec GmbH) analysiert, wobei der
Array 734 humane microRNAs abdeck-
te [5]. Die Expression von 16 microRNAs
war mit der anatomischen Lokalisation as-
soziiert, wahrend 21 microRNAs eine dif-
ferenzielle Expression in Zusammenhang
mit dem Genotyp aufwiesen. Die diffe-
renzielle Expression von 4 microRNAs
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Zusammenfassung

Um neue Interaktionspartner und diagnos-
tisch, prognostisch und therapeutisch rele-
vante Unterschiede in der Regulation der Gen-
expression bei gastrointestinalen Stroma-
tumoren (GIST) zu identifizieren, wurden in
identischen Patientenproben parallel die Me-
thylierung, die mRNA-Expression, die microR-
NA-Expression, die Proteinexpression und die
Proteinphosphorylierung analysiert. Die Da-
ten wurden in einer Multilayer-Analyse zu-
sammengefiihrt und sowohl untereinander

als auch mit klinisch-pathologischen Parame-
tern korreliert. Differenziell regulierte Gene
wurden mit bereits bekannten Signalwegen
bei GIST verglichen und in einer funktionell
orientierten Ubersicht zusammengefiihrt,
was neue Erkenntnisse iiber die Genregulati-
on bei GIST im Zusammenhang ermdoglichte.

Schliisselworter
Gastrointestinale Stromatumoren -
Methylierung - mRNA - microRNA - Protein

Multilayer analysis of signal transduction and cell
cycle control in GIST. Indentifying new interaction
partners with differential regulation

Abstract

To identify new interactions as well as dia-
gnostically, prognostically and therapeuti-
cally relevant differences in the regulation
of gene expression in gastrointestinal stro-
mal tumors (GISTs), we analyzed the meth-
ylation status, mRNA expression, microRNA

rameters. Differentially regulated genes were
mapped to signal transduction pathways
which are already known to play a major role
in GISTs. A functionally orientated overview
of the different data layers was constructed,
which enabled new insights into gene regu-

expression, protein expression and protein lation in GISTs.
phosphorylation in parallel in identical tu-
mor tissue samples. The data were analyzed Keywords

in a multilayer approach and were correlated
to each other and to clinico-pathological pa-

Gastrointestinal stromal tumors - Methyla-
tion - RNA, messenger - microRNA - Protein
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Abb. 2 < Ubersicht iiber
differenzielle Regulation
von bekannten Signal-
wegen bei GIST. Proteine
sind als Kreise dargestellt,
microRNAs als Rauten.
Unterstrichene Proteine
zeigten eine gute Korrela-
tion zwischen mRNA- und
Proteinexpression sowie ei-
ne differenzielle Expressi-
on in Assoziation mit ver-
schiedenen klinisch-patho-
logischen Parametern. P

DNA-Schadigung

zeigt Phosphorylierungs-
stellen an. Das blaue Drei-
eck zeigt Gene an, deren

Proliferation

wurde mittels quantitativer Real-time-RT-
PCRin 61 GIST bestitigt.

Analyse der Proteinexpression

Die Proteinexpression wurde auf 2 un-
terschiedliche Arten untersucht: Von
61 GIST wurde Zellextrakt isoliert und
auf Objekttriger gespottet, und die Prote-
inmenge von 50 verschiedenen Proteinen
bzw. Phosphoproteinen wurde quantita-
tiv mittels so genannter ,,Reverse-Phase-
Protein-Arrays“ bestimmt [6, 7]. Parallel
wurden von 198 GIST aus paraffineinge-
bettetem Tumorgewebe ,,Tissue-Microar-
rays” hergestellt und ebenfalls 50 Proteine
mittels Immunhistochemie untersucht [8,
9]. Um eine exakte Analyse der immun-
histochemischen Farbungen zu ermogli-
chen, wurden von jedem Tumor 6 Stan-
zen geférbt, digital fotografiert und mittels
einer selbstentwickelten Software quanti-
tativ ausgewertet [10].
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Multilayer-Analyse

Die bei GIST bereits nachgewiesenen ak-
tivierten Signalwege wurden aus Publika-
tionen herausgesucht. Die verschiedenen
eigenen Datensétze wurden zusammen-
gefiihrt und auf potenzielle Geninterakti-
onen auf den verschiedenen Regulations-
ebenen untersucht. Informationen iiber
bereits bekannte Interaktionen wurden
aus verschiedenen Datenbanken (KEGG,
miRBase, TargetScan) extrahiert und in
die Analyse aufgenommen. Es zeigte sich
eine teilweise hochsignifikante differen-
zielle Expression bzw. Aktivierung zen-
traler Signalwege in Assoziation mit kli-
nisch-pathologischen Parametern wie der
anatomischen Lokalisation, dem Genotyp
oder der Mitosenanzahl (8 Abb. 2). Ins-
gesamt konnten sowohl die Bedeutung
bereits bekannter Signalwege bei GIST
bestitigt werden als auch neue, potenziell
diagnostisch, prognostisch oder therapeu-
tisch relevante Interaktionen auf verschie-
denen Ebenen identifiziert werden.

mRNA-Expression stark mit
der Promotermethylierung
korrelierte

Fazit fiir die Praxis

Bei GIST ist die Aktivierung zentraler
Signalwege teilweise mit der anato-
mischen Lokalisation, dem Genotyp und
der Mitosenanzahl korreliert, wobei auf
verschiedenen Ebenen der Genregulati-
on Unterschiede bestehen. Eine umfas-
sende Analyse der Genexpression bzw.
Proteinaktivitat auf verschiedenen Ebe-
nen an den gleichen Patientenproben
hat den Vorteil, ein umfassenderes, funk-
tionell relevantes Bild der Regulation zu
liefern, und kann neue Interaktionen auf-
decken. Diese Multilayer-Methode wird
helfen, in der Zukunft weitere diagnos-
tische, prognostische und therapeutisch
relevante Faktoren bei GIST zu identifi-
zieren.
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