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1 Einleitung

1.1 Neuroendokrine Tumoren (NET) des gastroenteropankreatischen
Systems (GEP)

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren (GEP-NET) leiten sich von
dem System der disseminierten neuroendokrinen Zellen ab, die auch als APUD-
Zellen (amine precursor uptake and decarboxylation) bezeichnet werden. Der
Begriff neuroendokrin geht auf die phanotypische Verwandtschaft mit neuralen
Zellen zurlck, die wie neuroendokrine Tumoren bestimmte Proteine wie
Synaptophysin, neuronenspezifische Enolase und Chromogranin A exprimieren
[Kl6ppel 2003]. Diese Proteine koénnen in der klinischen und morphologischen
Diagnostik der GEP-NET als generelle Marker eingesetzt werden. Spezifische
Marker der normalen sowie der neoplastischen neuroendokrinen Zellen sind die
Hormone, die im gastroenteropankreatischen System vorkommen [Capella et al.
1995; Kloppel et al. 2003; Jensen et al. 2005].

Daruber hinaus konnen NET eine Vielzahl klassischer Wachstumsfaktoren wie
IGF1, PDGF-a, bFGF und TGF-a produzieren [Schmoll et al. 1999a; Rindi und
Bordi 2003].

Epidemiologie

Insgesamt sind GEP-NET seltene Tumoren [Schmoll et al. 1999a; Pl6ckinger und
Wiedenmann 2002; Wagner et al. 2004], wobei in den letzten Jahrzehnten eine
steigende Inzidenz von 2/10.000 auf 5/100.000 beschrieben wurde. Unter anderem
ist die hohere Inzidenz bedingt durch die verbesserten diagnostischen Methoden
[Horsch et al. 2011].

Die am hdufigsten vorkommenden GEP-NET sind Karzinoide, Gastrinome und
Insulinome. Vasoaktives intestinales Polypeptid produzierende Pankreastumore
(VIPome), Glukagonome, Somatostatinome und Pankreatisches Polypeptid (PP)-
produzierende Tumore finden sich sehr selten [Perry und Vinik 1996; Jensen et al.
2005]. Diese funktionellen Tumoren sind meist nach ihrem Hauptsyntheseprodukt

benannt, wobei sie nur ein oder auch mehrere Peptide sezernieren kénnen.



Im Gegensatz dazu setzen nichtfunktionelle NET keine Mediatoren frei, die eine
spezifische Symptomatik hervorrufen. Allerdings produzieren sie hdufig trotzdem
eine Reihe von ektopen Peptiden wie Chromogranin A, PP und Neurotensin.
Aufgrund der anfanglich fehlenden Symptomatik werden diese Tumoren oft erst
spat entdeckt [Plockinger und Wiedenmann 2002; Jensen et al. 2005].

Die Symptomatik der funktionellen GEP-NET ist sehr variabel, abhangig von der
Hormon-/Peptidproduktion, der Lokalisation der Tumoren und einer
mdoglicherweise vorhandenen Metastasierung. Auch bei GroRenwachstum,
Invasivitdt und Metastasierungsrate von neuroendokrinen Tumoren zeigen sich
betréchtliche Unterschiede [Capella et al. 1995; Kloppel et al. 2003].

Klassifikation
Entsprechend den Richtlinien der WHO von 2000 werden endokrine Tumoren in

drei Gruppen eingeteilt:

1. Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor (benigne oder fragliche Dignitéat)
2. Hoch differenziertes neuroendokrines Karzinom (niedrigmalignes Verhalten)

3. Niedrig differenziertes neuroendokrines Karzinom (hohe Malignitat)

In den aktuellen Klassifikation von 2019 werden neuroendokrine Tumoren in
hoch differenzierte neuroendokrine Tumore (NET) und gering differenzierte
neuroendokrine Karzinome (NEC, mit schlechter Prognose) eingeteilt [Popa et al.
2021]:

1. Hoch differenzierte neuroendokrine Tumore (NET, G1, G2, G3)

2. Gering differenzierte (klein- oder grof3zellige) neuroendokrine Karzinome
(NEC, G3)

3. Gemischte neuroendokrine nicht-neuroendokrine Neoplasien (MIiNEN, hoch-

oder gering differenziert)

Die Kilassifikation wird nach Lokalisation und Biologie der Tumoren weiter
spezifiziert. Bei der Tumorlokalisation wird zwischen Magen, Duodenum (und

proximales Jejunum), Ileum (einschlieRlich distales Jejunum), Appendix, Kolon-



Rektum und Pankreas unterschieden [Kloppel 2003]. Als morphologisch
biologische Kriterien dienen neben der histologischen Differenzierung und
Metastasierung/Invasion die TumorgrofRe, Angioinvasion und proliferative
Aktivitat. AulRerdem werden die hormonelle Aktivitdt der Tumoren und die
Assoziation mit klinischen Syndromen/Erkrankungen bertcksichtigt [KIoppel et
al. 2003; Rindi und Bordi 2003].

Atiologie

Die Atiologie der GEP-NET ist noch weitgehend unklar. Im Gegensatz zu vielen
anderen Tumoren zeigen endokrine Tumoren des Pankreas und Karzinoide keine
Veranderungen in haufigen Onkogenen (Ras, Myc, Fos, Src, Jun) oder haufigen
Tumorsuppressorgenen (p53, Retinoblastomsuszeptibilitatsgen) [Delle Fave und
Corleto 2001; Grotzinger 2004; Jensen et al. 2005].

Ein Teil der GEP-NET (etwa 20-25% der Gastrinome, 4-5% der Insulinome und
einige seltenere NET) ist mit der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 1 (MENL1)
assoziiert. Bisher wurden mehr als 300 Mutationen des MEN1-Gens identifiziert,
das fur das nukledre Protein Menin kodiert [Calender 2000; Rindi und Bordi
2003; Jensen et al. 2005]. Auch bei einigen sporadischen GEP-NET wurden
Veranderungen des MEN1-Gens gefunden [Kloppel et al. 2003; Jensen et al.
2005]. Da dies jedoch bei dem kleineren Teil der GEP-NET der Fall ist, soll hier

nicht ndher darauf eingegangen werden.

Diagnostik

Bei klinischem Verdacht auf einen neuroendokrinen Tumor sollten die
entsprechenden Hormone im Plasma quantitativ bestimmt werden. Verschiedene
Provokationstests fiihren zur richtigen Diagnose. Da die Mdglichkeit einer
Assoziation mit MEN1 besteht, mufl3 auch nach anderen Tumoren gefahndet
werden, die in diesem Rahmen vorkommen konnen.

Die Lokalisation des Tumors und die Suche nach Metastasen gestaltet sich wegen
der oft nur geringen GroéRe der GEP-NET als schwierig. CT und MRT haben
selbst bei 5mm diinnen axialen Schnitten eine Sensitivitat von nur 40-60%.

Bis vor kurzem war die beste Technik zur Lokalisation pankreatischer NET die

Hormonmessung in den suprahepatischen Venen nach sequentieller intaarterieller



Kalziumglukonat-Injektion. Allerdings ist diese Methode technisch anspruchsvoll,
invasiv und fuhrt zu keiner prézisen Lokalisationsbestimmung.

Die zur Zeit besten Methoden sind die Somatostatinrezeptor-Szintigraphie (SRS),
8Ga-PET/CT und der endoskopische Ultraschall. Viele NET wie Gastrinome,
Karzinoide, Glukagonome, aber auch Tumore nicht-endokrinen Ursprungs
besitzen Somatostatinrezeptoren. Durch Bindung von radioaktiv markierten
Somatostatinanaloga an den Rezeptor-Subtyp 2 konnen die Tumoren sichtbar
gemacht werden. Fir Insulinome eignet sich diese Methode weniger gut, da sie
nur in 40% der Félle diesen Rezeptor exprimieren.

Dagegen hat der endoskopische Ultraschall (EUS) bei Insulinomen eine hohere
Sensitivitat, nur Tumoren im distalen Pankreas kdnnen nicht oder nur schlecht

dargestellt werden [Proye und Lokey 2004; Haug und Bartenstein 2012].

Therapie

Die Therapie ist abhdngig von der Art, Lokalisation, Dignitat und Metastasierung
des NET. Auch eine eventuelle Assoziation mit der MENL1 spielt eine Rolle.

Die Behandlung funktionell aktiver Tumoren muR sich sowohl gegen die
Hormonuberproduktion und die dadurch hervorgerufenen Symptome als auch
gegen den Tumor selbst richten, da ein groRer Teil der GEP-NET maligne ist.

Die einzig kurative Therapie ist die Operation. Bei einigen NET konnen
Somatostatinanaloga, Biologika oder eine Chemotherapie zur eingesetzt werden,
allerdings oft nur mit maiigem Erfolg [Jensen et al. 2005].

In dieser Arbeit sollen die drei haufigsten neuroendokrinen Tumoren, Insulinome,
Gastrinome (neuroendokrine Pankreastumoren) und Karzinoide (Serotonin-

produzierende NET des Gastrointestinaltraktes) néher betrachtet werden.

Die neuroendokrinen Neoplasien des Pankreas machen 10% aller pankreatischen
Tumoren aus [Mignon 2000] und sind meist hoch differenzierte neuroendokrine
Tumoren oder neuroendokrine Karzinome. Davon sind 50-60% funktionell aktiv.
Obwohl die NET histologisch hoch differenziert sind, verhalten sie sich mit

Ausnahme des Insulinoms haufig maligne [Kloppel et al. 2003].



1.1.1 Insulinome

Epidemiologie

Insulinome sind mit etwa 40-70% die haufigsten endokrin aktiven
Pankreastumoren. Sie treten bei Mannern und Frauen gleich hdufig auf und
manifestieren sich zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr [Kloppel 2003a]. Die
Inzidenz der neuroendokrinen Pankreastumoren wird mit 1-5/Mio Einwohner
angegeben [Jensen et al. 2005; Horsch et al. 2012]. Die tatsachliche Inzidenz
scheint jedoch deutlich hoher zu liegen, da in Autopsieserien hohe Raten an sehr
Kleinen, klinisch nicht relevanten neuroendokrinen Tumoren beschrieben wurden
[Horsch et al. 2012].

Im Allgemeinen sind Insulinome klein (>90% haben einen Durchmesser von
<2cm), meist solitar (>90%) und nur in 5-15% maligne. Etwa 4% entstehen im
Rahmen einer MEN1. Insulinome treten praktisch ausschlieBlich im Pankreas auf
und sind gleichméfRig tber Pankreaskopf, -korpus und -schwanz verteilt [Mann
und Saller 2000; Jensen et al. 2005]. Ein Teil der Insulinome (50%) enth&lt nur
Insulin, ansonsten kdnnen daneben auch noch PP, Gastrin, ACTH, Glukagon,

Somatostatin und Serotonin produziert werden [Schmoll et al. 1999a].

Klinik
Die Kklinische Symptomatik wird durch die autonome Insulinsekretion

hervorgerufen und ist durch die Whipple-Trias gekennzeichnet:

- Nuchternhypoglykamien
- Hypoglykamiesymptomatik

- Schlagartige Besserung nach Glukosezufuhr

Zur Hypoglyké&miesymptomatik z&hlen Symptome wie Schwitzen, Tremor,
Palpitationen, Tachykardien, Schwache, Heihunger, und neuroglykopenische
Symptome  wie  Verwirrtheit,  Kopfschmerzen,  Verhaltensdnderungen,
Sehstérungen, Krampfe oder sogar Koma. Typischerweise treten diese Symptome
im Nichternzustand oder bei starker korperlicher Aktivitdt auf. Aufgrund der

neuroglykopenischen Symptome kénnen Insulinome auch als neuropsychiatrische



Erkrankungen fehldiagnostiziert werden [Schmoll et al. 1999a; Pléckinger und
Wiedenmann 2002; Jensen et al. 2005].

Diagnostik

Das zuverlassigste Verfahren zur Diagnose eines Insulinoms ist der 72h dauernde
Fastentest mit vier- bis sechsstiindlicher Messung von Glukose, C-Peptid und
Insulin. Wenn der Patient symptomatisch wird oder der Glukosespiegel dauerhaft
unter 2,2mmol/l (40mg/dl) liegt, wird der Versuch abgebrochen. Typisch fir ein
Insulinom ist die fehlende physiologische Insulinsuppression beim Abfall des
Blutzuckers. Eine  Glukosekonzentration unter 2,2mmol/l  bei einer
Insulinkonzentration von tber 6pU/ml ist nahezu beweisend fur ein Insulinom.
Der Insulin-/Glukose-Quotient (nU/ml)/(mg/dl) steigt beim Insulinompatienten
auf Gber 0,3 an [Plockinger und Wiedenmann 2002; Jensen et al. 2005, Maggio et
al. 2020].

Zur préoperativen Lokalisationsdiagnostik wird als Methode der Wahl der
endoskopische Ultraschall eingesetzt. Bei etwa 10% der Insulinome, vor allem bei
distalen und isoechogenen Tumoren, versagt diese Technik. Hier kénnen CT (mit
Kontrastmittel, da die meisten neuroendokrinen Tumoren sehr gut vaskularisiert
sind) oder MRT eingesetzt werden [Horsch et al. 2012].

Therapie

Die Therapie der Wahl beim solitaren benignen Insulinom (85-90% der Félle) ist
die kurative chirurgische Exzision. Vor der Operation kann die Hypoglykamie
durch hdufige kohlenhydratreiche Mahlzeiten und medikamentds durch Diazoxid
(hemmt die Insulinfreisetzung) oder eventuell Octreotid (Somatostatinanalogon,
wirkt nur bei etwa 40% der Patienten) kontrolliert werden [Wagner et al. 2004;
Jensen et al. 2005; Maggio et al. 2020].

Bei malignen Insulinomen sollte auch bei Metastasierung ein chirurgisches
Tumordebulking in Erwdgung gezogen werden, da hierdurch die Kklinische
Symptomatik gelindert und eine langfristige Remission erreicht werden kann.

Bei Lebermetastasen kann eine (Chemo-)Embolisation erfolgen [Wagner et al.
2004; Jensen et al. 2005; Horsch et al. 2012].

Bei endokrin aktiven Tumoren ist die Therapie der Wahl die Gabe eines
Somatostatinanalogon. Zur systemischen Chemotherapie werden vor allem 5-



Fluorouracil/Steptozotocin (bei gut differenzierten NET) und Cisplatin/Etoposid
(bei schlecht differenzierten NET) eingesetzt. Weitere Therapieoptionen sind die
selektive Radiotherapie, Radiofrequenzablation, Kryotherapie, Laserablation oder
Mikrowellen [Horsch et al. 2012].

Prognose
Zwischen 90 und 95% der Insulinome sind benigne und nach einer Resektion
betrdgt die 5-Jahresiberlebensrate 95-100% [Nikfarjam et al. 2008].

1.1.2 Gastrinome

Epidemiologie

Gastrinome sind endokrine Tumoren, die das Hormon Gastrin sezernieren und so
zu einer Magenséaurehypersekretion fuhren (Synonym: Zollinger-Ellison-
Syndrom, ZES). Die Inzidenz wird mit 1-3/Mio Einwohner/Jahr angegeben
[Jensen 2004, Falconi et al. 2016].

Anders als Insulinome kommen Gastrinome auch auf3erhalb des Pankreas vor. Am
haufigsten liegen sie im Duodenum (50-70%), gefolgt vom Pankreas (20-40%),
abdominellen Lymphknoten (ca. 10%) und anderen seltenen intra- und
extraabdominellen Lokalisationen [Jensen 2004; Jensen et al. 2005]. Gastrinome
sind oft maligne, im Pankreas (lber 60%) etwas haufiger als im Duodenum. Das
ZES manifestiert sich meist zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr, kann jedoch
auch bei Kindern und sehr alten Menschen auftreten [Kl6ppel 2003a].

Bei etwa 25% der Patienten finden sich Gastrinome im Rahmen einer MEN1, die
im Gegensatz zu den sporadischen Tumoren gewdhnlich multipel und fast

ausschlieBlich im Duodenum vorkommen [Kldppel et al. 2003].

Klinik
Die Hypergastrindmie fiihrt zu einer Stimulation der Parietalzellen des Magens
mit konsekutiver Hyperplasie und exzessiver Salzsaureproduktion. Die Patienten

leiden unter rezidivierenden peptischen Ulzera mit abdominellen Schmerzen,



Diarrhden, gastroosophagealer Refluxkrankheit, manchmal auch Dysphagie,
Ubelkeit und Erbrechen [Kléppel 2003a; Wagner et al. 2004; Jensen et al. 2005].
An ein Gastrinom sollte vor allem gedacht werden bei Diarrhéen in Kombination
mit peptischen Ulzera (fast alle im Duodenum), Ulzera an ungewdhnlichen oder
mehreren Stellen, therapierefraktdren Ulzera oder Symptomen einer MEN1
[Jensen et al. 2005; Horsch 2012].

Diagnostik

Da Gastrinome ein seltener Grund fur peptische Ulzera sind (etwa 0,1% aller
Ulkuspatienten haben ein ZES), wird die Diagnose meist mit einer VVerzégerung
von 4-7 Jahren gestellt [KI6ppel 2003a; Jensen 2004], das heifst Gastrinome sind
zum Zeitpunkt der Diagnose meist schon fortgeschritten oder metastasiert [Horsch
et al. 2012]. Diagnostisch entscheidend ist der Nachweis einer
NUchternhypergastrindmie und einer vermehrten basalen
Magensaureausscheidung (nach Absetzen aller sdurehemmenden Medikamente).
Wenn das Gastrin um mehr als das Zehnfache der Norm erhoht ist und
gleichzeitig der pH-Wert unter 2,1 liegt, gilt die Diagnose als gesichert. Ist das
nicht der Fall (bei etwa 66% der Patienten), kann ein Sekretin-Provokationstest
folgen. Bei diesem Test steigt der Gastrinspiegel nach der Gabe von Sekretin bei
Gastrinom-Patienten weiter an, wahrend er bei anderen Ursachen einer
Hypergastrindmie abfallt oder unverdndert bleibt [Jensen 2004; Wagner et al.
2004].

Fur die Lokalisationsdiagnostik werden vorwiegend die Somatostatinrezeptor-
Szintigraphie (SRS) und die Single-Photon-Emissionscomputertomographie
verwendet, in den letzten Jahren auch vermehrt die Somatostatinrezeptor-
Positronemissionstomographie (PET) [Rossi et al. 2021]. Besonders zur
Metastasensuche eignet sich die SRS gut. Bei Lokalisation im Pankreas kann auch
ein endoskopischer Ultraschall durchgefiihrt werden [Proye und Lokey 2004;
Jensen et al. 2005].

Therapie
Die gastrische Hypersekretion kann bei fast allen Patienten durch
Protonenpumpenhemmer (z.B. Omeprazol) beherrscht werden. Auch H2-



Rezeptorantagonisten sind wirksam, allerdings sind h&ufigere Gaben und héhere
Dosen erforderlich [Jensen et al. 2005].

Eine chirurgische Exzision wird fir alle sporadischen Gastrinome ohne
Lebermetastasen oder anderen Fernmetastasen empfohlen [Rossi et al. 2021.]
Etwa ein Drittel der Patienten stellt sich bereits mit Lebermetastasen vor, von
denen weniger als 15% begrenzt und potentiell resektabel sind. Bei einer
Assoziation mit der MENL1 ist eine Metastasierung sehr viel seltener.

Patienten mit metastatischen bzw. nicht resektablen Gastrinomen werden mit
langwirkenden Somatostatinanaloga wie Octreotid, Vapreotid oder Lanreotid
behandelt. Somatostatinanaloga wirken antisekretorisch, aulerdem stoppen bzw.
verlangsamen sie das Tumorwachstum [Hdérsch et al. 2011]. Eine Chemotherapie
(Streptozotocin, Doxorubicin, 5-Fluorouracil) fuhrt zwar in vielen Féllen zu einer

Abnahme der Tumormasse, verlangert das Uberleben jedoch nicht [Jensen 2004].

Prognose

Besonders schlecht ist die Prognose bei Patienten mit aggressivem
Tumorwachstum, gekennzeichnet durch einen Primdrtumor im Pankreas,
Lebermetastasen, eine TumorgréRe von mehr als 3cm und keine Assoziation mit
einer MEN1 [Jensen 2004]. Die 5-Jahresuberlebensrate betragt 44-82% [Schmoll
et al.1999a], die 10-Jahrestberlebensrate liegt bei aggressivem Wachstum bei
etwa 30% [Jensen 2004].

1.1.3 Karzinoide

Einteilung

Der Begriff des Karzinoids wurde erstmals von Oberndorfer (1907) verwendet,
um seltene karzinomahnliche, aber weniger aggressive Tumoren im Darm von
den gewohnlichen Karzinomen abzugrenzen. ,,Halten wir sie fiir gutartig (...) so
waére es doch zu Uberlegen, ob in den alten Begriff des Karzinomes nicht doch
Prozesse miteingerechnet werden, die mehr embryonale Missbildungen als
Karzinome sind. Vielleicht konnte man sie als Karzinoide bezeichnen.

[Oberndorfer 1907]. Mit zunehmender Kenntnis reichte diese Bezeichnung aber



nicht mehr aus, um das gesamte morphologische und biologische Spektrum von
Neoplasien des disseminierten neuroendokrinen Zellsystems zu beschreiben.
Deswegen wurde in der WHO-KIlassifikation von 2000 der neutrale und
umfassende Begriff des neuroendokrinen Tumors und neuroendokrinen
Karzinoms gewahlt (s.0.) [Kloppel et. al 2003]. Dennoch wurde die Bezeichnung
Karzinoid nicht vollstdndig aufgegeben und wird heute synonym zum
gastroenteralen  hochdifferenzierten  neuroendokrinen  Tumor  verwendet.
Hinsichtlich der Tumorlokalisation wurde die Einteilung in Vorderdarm-,
Mitteldarm- und Enddarm-Karzinoide von Williams und Sandler [1963]
weitgehend verlassen. Zum Vorderdarm wurden Respirationstrakt, Magen,
Duodenum, Gallengangssystem und Pankreas gezahlt, zum Mitteldarm
Dinndarm, Appendix, Caecum und proximales Kolon und zum Enddarm distales
Kolon und Rektum. Nach der WHO wird heute zwischen Magen, Duodenum (und
proximales Jejunum), lleum (und distales Jejunum), Appendix, Kolon-Rektum
und Pankreas unterschieden [Kléppel et al. 2003].

Epidemiologie

Karzinoide sind Serotonin-produzierende NET. Diese Neoplasien kommen selten
vor, finden sich jedoch weit haufiger als pankreatische NET [Mignon 2000]. Die
Inzidenz ist in den letzten Jahren von 1-2/100.000 Einwohner [Modlin und Sandor
1997; Schmoll et al. 1999b] auf etwa 7/100.000 Einwohner angestiegen [Dasari et
al. 2017]. Karzinoide entwickeln sich in den meisten Féllen aus den
enterochromaffinen Zellen (EC-Zellen) des diffusen neuroendokrinen Systems.
Sie treten vor allem in hoherem Lebensalter auf, kdnnen aber auch bei Kindern
beobachtet werden.

Die hdufigsten Lokalisationen von Karzinoiden werden je nach Studie mit
unterschiedlichen Prozentzahlen angegeben: Rektum (14-27%), Dunndarm (25-
42%), Appendix (4-12%) Magen (7-9%) und Kolon (7-11%). Der Rest verteilt
sich auf Osophagus, Gallengangsystem und extragastrointestinale Lokalisationen
wie Bronchialsystem/Lunge (23%) und Ovar [Robertson et al. 2006, Modlin et al.
2003, Modlin et al. 2005].

Makroskopisch imponieren die meisten gastrointestinalen NET als harte

submukodse Knoten. Mit zunehmender GréRe und Infiltrationstiefe kommt es zu
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Lymphknotenmetastasen, die oft wesentlich groRer sind als der Primé&rtumor.
Immunhistologisch kdnnen je nach Lokalisation des Karzinoids neben Serotonin,
auch Substanz P, Enteroglukagon, Somatostatin, Pankreatisches Polypeptid,

Kalzitonin oder Gastrin nachgewiesen werden [Kl6ppel 2003b].

Klinik

Die im Magen vorkommenden Karzinoide werden in vier Subtypen eingeteilt. Der
haufigste (Typl) ist mit einer chronisch atrophischen Gastritis assoziiert und fihrt
zu einem unspezifischen gastralen Beschwerdebild. Die meisten duodenalen NET
produzieren Gastrin (s.0.), auBerdem werden noch Somatostatin-, Serotonin- und
Kalzitonin-produzierende NET sowie das gangliozytotische Paragangliom
unterschieden. Neuroendokrine Tumoren im Jejunum und lleum treten in 40% der
Féalle multipel auf. Zum Zeitpunkt der Diagnose liegen oft eine
Lymphknotenmetastasierung und seltener Lebermetastasen vor. Durch die
Sekretion von Serotonin, Bradykinin und Substanz P entwickelt sich bei einigen
der Patienten ein Karzinoidsyndrom (s.u.). Karzinoide sind die haufigsten
Appendixtumoren und konnen auch bei Kindern vorkommen. Die
Metastasierungsrate ist sehr viel geringer als bei den ilealen NET (nur 2% der
Falle), hdmatogene Metastasen finden sich in der Regel nicht. Klinisch stehen die
Symptome einer akuten Appendizitis im Vordergrund.

Wéhrend es sich bei den NET des Kolons um relativ groRe, oft ulzerierte und
niedrig differenzierte neuroendokrine Karzinome handelt, sind die NET des
Rektum meist benigne [Kléppel 2003b].

Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisationen und Hormonproduktion kénnen
Karzinoide sehr viele verschiedene Symptome verursachen, z.B. gastrointestinale
Blutungen, abdominelle Schmerzen, Obstruktionen, Hdmatochezie, Obstipation,

Diarrh6 und hormonell bedingte Symptome, insbesondere das Karzinoidsyndrom.

Karzinoidsyndrom

Das Karzinoidsyndrom tritt nur auf, wenn ausreichende Konzentrationen der
Tumorsekretionsprodukte die systemische Zirkulation erreichen. In seiner
klassischen Form, obwohl bezeichnend fur die Klinik der Karzinoide, findet sich

das Karzinoidsyndrom nur bei 2-8% der Patienten [Schmoll et al. 1999b, Ito et al
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2018]. Da die vom Tumor sezernierten Hormone/Peptide (besonders Serotonin)
normalerweise in der Leber abgebaut werden, zeigt sich ein Karzinoidsyndrom
meist nach hepatischer Metastasierung. Selten kann es auch ohne Lebermetastasen
vorkommen, dann vor allem bei Lymphknotenmetastasen, exzessiver
retroperitonealer Invasion und NET der Lunge oder Ovarien mit direktem
Anschlul3 an die systemische Zirkulation.

Nicht alle Tumoren metastasieren gleich héaufig, so entwickeln Patienten mit
Dinndarmtumoren relativ oft ein Karzinoidsyndrom, wahrend dieses bei
Appendixtumoren eine absolute Raritét darstellt.

Typische Symptome sind anfallsweiser Flush (Hitzewallungen), wassrige
Diarrhden, kolikartige Leibschmerzen und asthmadhnliche Symptome. Im
weiteren Verlauf kénnen pellagradhnliche Hautveranderungen, Teleangiektasien
der Haut und eine Endokardfibrose des rechten Herzens mit Pulmonalstenose und
Herzinsuffizienz (Hedinger-Syndrom: kardiale Manifestation des Karzinoid-
Syndroms) auftreten [Schmoll 1999; Kléppel 2003b; Jensen et al. 2005, Ito et al.
2018].

Eine lebensbedrohliche Komplikation des Karzinoidsyndroms ist die
Karzinoidkrise mit intensiven Hitzewallungen, abdominellen Schmerzen,
schweren Diarrhéen, Tachykardie, Hypertonie oder Hypotonie bis hin zu

BewuBtseinsstorungen und Koma [Mann und Saller 2000; Jensen et al. 2005].

Diagnostik

Die Diagnose eines Karzinoidsyndroms wird durch die Ausscheidung von 5-
Hydroxy-Indolessigsaure (5-HIES, ein Abbauprodukt von Serotonin) im Urin
belegt. Werte von >10mg/24h sind verdéchtig, >30mg/24h nahezu beweisend fir
ein Karzinoidsyndrom. Vor der Bestimmung diirfen serotoninhaltige Lebensmittel
(z.B. Bananen, Ananas, Walnusse) und bestimmte Medikamente, die die 5-HIES-
Messung beeinflussen kénnen (z.B. Phenothiazine, Paracetamol), nicht
eingenommen werden [Mann und Saller 2000; Jensen et al. 2005].

Da aber auch ein nicht Serotonin-produzierender Tumor oder ein Karzinoid ohne
AnschluB an die systemische Zirkulation vorliegen kann, schlieBen normale 5-
HIES-Werte ein Karzinoid nicht aus [Mann und Saller 2005].

Die Lokalisationsdiagnostik umfalst die Sonographie, endoskopische MaRnahmen

wie  Osophagogastroduodenoskopie und  Koloskopie, Endosonographie,
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Rontgenkontrastdarstellung des  Dinndarms, Computertomographie  des
Abdomens, MRT und PET. Das derzeit sensitivste Verfahren ist die
Somatostatinrezeptor-Szintigraphie mit radioaktiv markiertem Octreotid [Mann
und Saller 2000].

Therapie

Wenn maoglich sollte eine chirurgische Entfernung erfolgen. Im Magen kann das
bei kleinen Tumoren endoskopisch geschehen, bei Appendixtumoren ist bei einer
GroRe unter 2,0 cm eine Appendektomie ausreichend. Bei einer TumorgrofRe in
Dinndarm oder Rektum von uber 2cm sollte eine grol3ziigige en bloc Resektion
erfolgen [Kloppel 2003b; Jensen et al. 2005]. Auch beim Vorliegen von
Metastasen kann eine Resektion von Primdrtumor und Metastasen sinnvoll sein
[Mann und Saller 2000; Oberg 2004].

Falls eine kurative chirurgische Intervention nicht moglich ist, gibt es
verschiedene medikamentdse Ansédtze. Das Medikament der Wahl zur
Behandlung des Karzinoids ist das Somatostatinanalogon Octreotid bzw.
Lanreotid. Octreotid bindet spezifisch an Somatostatinrezeptoren (hemmende G-
Protein Rezeptoren), die von 96% aller Karzinoide exprimiert werden. Bei vielen
Patienten kommt es zu einer Verbesserung der Symptomatik und Stabilisierung
der Progression [Schmoll et al. 1999b, Horsch et al. 2011]. AuRerdem werden je
nach Symptomatik zusétzlich Antidiarrhoika, Diuretika (Herzinsuffizienz),
Bronchodilatatoren (asthmaartige Symptome) und Serotoninrezeptorantagonisten
eingesetzt [Jensen et al. 2005].

Eine antineoplastische Therapie sollte bei Versagen oben genannter
Therapiemdglichkeiten und nachgewiesener Progression erfolgen [Mann und
Saller 2000]. Insbeondere schlecht differenzierte schnell wachsende Karzinoide
sprechen auf eine Chemotherapie an, jedoch oft nur mit einer kurzen Remission.
Zu den wirksamsten Substanzen gehdren Etoposid, Cisplatin, Doxorubicin,
Streptozotocin, Melphalan und 5-Fluorouracil. Interferon o wird wegen seiner
ausgepragten Nebenwirkungen nur selten verwendet [Horsch et al. 2011]. Bei
einer Lebermetastasierung fuhrt eine Chemoembolisation zu teilweise lang

anhaltenden Remissionen [Schmoll et al. 1999b].
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Prognose

Je nach biologischem Verhalten bzw. verschiedenen Lokalisationen und Stadien
der Karzinoide féllt die Prognose extrem unterschiedlich aus. An sich haben
Karzinoide eine relativ gute Prognose mit teilweise langen Verlaufen, auch bei
fortgeschritterner Metastasierung. In der SEER-Studie wurde die mittlere 5-
Jahresuiberlebensrate aller Karzinoide mit 50,4% angegeben. Bei lokalisierten
Tumoren betrug die 5-Jahreslberlebensrate 79,7%, bei regionaler Metastasierung
50,6% und bei Patienten mit Fernmetastasen nur 21,8%. Die beste Prognose
hatten Appendixkarzinoide mit einer 5-Jahresiiberlebensrate von 85,9% [Modlin
und Sandor 1997].

Die  molekularbiologischen  Veranderungen, die zur Entstehung von
gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren fuhren, sind weitgehend
unbekannt. Jedoch scheinen bestimmte  Signaltransduktionswege, die
insbesondere das Wachstum und Uberleben von Zellen kontrollieren, bei der
Tumorigenese eine Rolle zu spielen. Zwei dieser Signaltransduktionswege sind
die MAPK-Kaskade und der PI3K/Akt-Weg. Es gibt einige Hinweise, dal’ diese
Signalwege auch in GEP-NET eine Rolle spielen [Horsch et al. 2011]. Guo et al.
[2003] beschrieben eine  Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges in
pankreatischen NET, wobei die MAPK-Kaskade herunterreguliert war. In IGF-1-
stimulierten BON-Karzinoidzellen waren sowohl die PI3K/Akt- als auch die
MAPK-Kaskade aktiviert [von Wichert et al. 2000]. Bei einigen NET zeigte sich
eine  Uberexpression des Protoonkogens Ras, welches beide genannten
Signalwege aktivieren kann [Rindi et al. 2000].

In dieser Arbeit sollen MAPK, Akt und der Transkriptionsfaktor CREB, der u.a.
das Uberleben der B-Zellen vermittelt [Jhala et al. 2003] und tGiber MAPK und Akt

stimuliert werden kann, ndher betrachtet werden.

1.2 Signaltransduktionskaskaden

Durch Signaltransduktionskaskaden werden externe Stimuli wie Hormone und

Zytokine nach intrazellular weitergeleitet. Nach Bindung an spezifische
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Rezeptoren kommt es an der Innenseite der Zellmembran zur Aktivierung
sequentiell agierender Proteinkinasen, die Uber reversible Phosphorylierung
gesteuert werden. Die Endglieder dieser Kaskaden kdnnen in den Zellkern
translozieren. Hier werden die Signale in Form einer veranderten Expression von
Genen umgesetzt, welche Einfluss auf den Stoffwechsel und andere Prozesse wie
z.B. die Differenzierung der Zelle nimmt.

Charakteristisch fir die Signaltransduktion ist eine hdufige Verzweigung der
Signalwege, wobei sich verschiedene Kaskaden Uber Schnittstellen, gemeinsame

Aktivatoren oder Substrate gegenseitig beeinflussen kénnen.

1.2.1 Die MAPK-Signalkaskade

Die MAP-Kinasen (mitogen aktivierte Protein-Kinasen) sind Bestandteil von
Signaltransduktionskaskaden.  Sdugetierzellen besitzen mindestens sechs
Untergruppen der MAP-Kinase Familien, von denen bisher drei naher beschrieben
sind: die p38-MAP-Kinasen, die Jun amino-terminalen Kinasen (JNKs) oder auch
stressaktivierte Proteinkinasen (SAPKSs) genannt und die extrazellular signal-
regulierten Kinasen (ERKSs) [Roux und Blenis 2004].

Alle MAP-Kinasekaskaden funktionieren nach dem gleichen Prinzip: eine MAP-
Kinase-Kinase-Kinase (MAPKKK) phosphoryliert eine MAP-Kinase-Kinase
(MAPKK), die wiederum ihrerseits eine MAP-Kinase (MAPK) phosphoryliert
und somit aktiviert. Die MAPK aktiviert weitere Proteinkinasen oder
phosphoryliert im Zellkern Transkriptionsfaktoren [Kolch 2000, Burotto et al.
2014] (Abb. 1).

Auf die p38-MAP-Kinasen und JNKs/SAPKSs, die insbesondere durch zelluléren
Strel3, Entziindungsmediatoren und Ischamie aktiviert werden, soll hier nicht
néher eingegangen werden. ERK, in der Literatur oft gleichgesetzt mit MAPK,
kontrolliert in der Zelle fundamentale Prozesse wie Wachstum, Differenzierung,
Uberleben und Apoptose [Kolch 2000; Hunter 1995; Marshall 1995].
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Stimulus

Antwort Abbildung 1: Prinzip der MAP-Kinasekaskade

Aktivierung und Substrate

ERK kann Uber unterschiedliche extrazellulare Signale wie Wachtumsfaktoren,
Zytokine, Hormone, neurotrophische Faktoren und Neurotransmitter aktiviert
werden. Diese Signalmolekdle stimulieren Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKSs), die
dann das Signal Uber Adapterproteine (Shc, Grb-2) und Sos (ein GTP-
Austauschfaktor) an das GTP-bindende Protein Ras weitergeben. Durch die
Bindung von Sos an Ras und den Austausch von GDP gegen GTP erfolgt die
Aktivierung von Ras.

Ras funktioniert als Adapter, der Raf-Kinasen (das sind MAPKKK) mit hoher
Affinitat bindet und ihre Translokation zur Zellmembran bewirkt. Hier findet die
Aktivierung dieser  Serin/Threonin-spezifischen  Raf-Kinasen statt. In
neuroendokrinen Zellen kann das kleine G-Protein Rap Raf (B-Raf) aktivieren.
Urspriinglich wurde Rap als ein Raf-Inhibitor entdeckt, es kann aber unter
bestimmten Umsténden auch eine Stimulation des MAPK-Signalweges bewirken
[Hagemann und Rapp 1999; Kolch 2000; Aksamitiene et al. 2012]. Sowohl Ras
als auch Raf sind Proto-Onkogene [Hunter 1995; Kolch 2000].

In Sdugetierzellen sind drei Raf-Isoformen vorhanden: Raf-1, A-Raf und B-Raf.
Alle drei Raf-Proteine haben als Substrat die zytoplasmatische MEK1/2 (MAP-
oder ERK-Kinase), eine MAPKK. Diese doppelspezifische Kinase phosphoryliert
ERK1 und ERK2 (p44/p42-MAPK) an Threonin- und Tyrosinresten, die so
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aktiviert werden. Beide Isoformen von ERK sind funktionell gleichwertig, es ist

unklar warum zwei Gene fir ERK existieren [Kolch 2000].

ERK ist eine Serin/Threonin-Kinase, die viele verschiedene Substrate in allen
zellularen Kompartimenten phoshorylieren kann, darunter Membranproteine,
zytoskeletale Proteine, nukledre Substrate (z.B. ELK-1, SRC-1, NF-AT, MEF2, c-
Myc, STAT3) und mehrere MAPK-aktivierte Proteinkinasen (MKs, z.B. RSK1/2)
[Roux und Blenis 2004].

Die Proteinkinase RSK2 phosphoryliert unter anderem den Transkriptionsfaktor
CREB und inaktiviert das proapoptotische Bad [Bonni et al. 1999]. Auch ELK-1
ist ein Transkriptionsfaktor, der aber direkt durch ERK im Nukleus aktiviert wird
[Hunter 1995; Xing et al. 1996]. ELK-1 bindet zusammen mit dem Serum
Response Faktor (SRF) an das Serum Response Element (SRE) in IEG-
Promotoren. IEGs (immediate early genes), sogenannte ,,frithe Gene®, werden in
deutlichem Abstand vor dem Eintritt der Zellen in die S-Phase induziert. Viele
dieser IEGs kodieren fir Transkriptionsfaktoren, so auch das Proto-Onkogen c-
fos. Die Induktion der c-fos Transkription (Wachstumsfaktor-induziert) bendtigt
neben SRE-bindenden Proteinen noch den Tanskriptionsfaktor CREB, der den c-
fos Promotor an anderen Stellen, den sogenannten CREs bindet [Ginty et al. 1994]
(Abb. 2).

Spezifitat der einzelnen Kaskaden wird gewahrleistet (ber Substratspezifitat,
spezifische Bindungsdomanen und Geristproteine wie Ksr und 14-3-3. Solche
Gerustproteine organisieren Signalwege in spezifischen Modulen durch
gleichzeitige Bindung von mehreren Komponenten [Xing et al. 1997; Kolch
2000].
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Abbildung 2: Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasekaskade.

Inaktivierung

Die Inaktivierung der MAP-Kinasen erfolgt Uber dual-spezifische MAPK-
Phosphatasen (MKP). Auch die meisten anderen Komponenten der MAPK-
Signaltransduktionswege werden durch Dephosphorylierung inaktiviert [Hunter
1995; Cobb 1999].

MAPK und Tumorigenese

In einer Reihe von Tumorarten konnte ein Zusammenhang zwischen der MAPK-
Aktivitdt und Tumorwachstum nachgewiesen werden. Im Experiment fiihrte eine
konstitutiv aktive MAPK zur Bildung von Tumoren in vivo [Mansour 1994].
Hoshino et al. [1999] fanden erhohte MAPK-Level vor allem in Tumorzellinien
von Pankreas, Lunge, Kolon, Ovar und Niere. Auch in histologischen Schnitten
konnte dies bestédtigt werden. In Meningeomen [Mawrin et al. 2005] und
Melanomen [AlQathama und Prieto 2015; Mirmohammadsadegh et al. 2007;
Brose et al. 2002] scheint die MAPK ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen.
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Bisher wurden zwar keine Mutationen gefunden, welche die MAPK selbst
aktivieren [Cobb 1999], aber hdufig war eine erhthte MAPK-Aktivitat mit Ras-
oder Raf-Mutationen vergesellschaftet [Brose et al. 2002; Davies et al. 2002].

Inhibitoren des MAPK-Signaltransduktionsweges

Auf der Suche nach Substanzen, die diesen Signalweg spezifisch blockieren fand
man U0126 und PD98059. Beide sind nichtkompetitive Inhibitoren von MEK und
verhindern die Aktivierung von ERK [Cobb 1999; Davies et al. 2002; Roux und
Blenis 2004]. Ein weiterer Inhibitor von MEK1/2 ist Selumetinib, welches in
einigen Studien zur Behandlung von Karzinomen eingesetzt wurde [Burotto et al.
2014]. Auch der Raf-Inhibitor BAY43-9006 (Sorafenib) verhindert die
Signaltransduktion Gber die MAPK [Wilhelm et al. 2004; Murphy et al. 2006].

1.2.2 Der Signaltransduktionsfaktor Akt

Aktivierung und Substrate

Ein weiterer wichtiger Signaltransduktionsweg ist der Phosphatidylinositol 3"-
Kinase (P13K)/Akt-Signalweg. Die Proteinkinase Akt, auch PKB (Proteinkinase
B) genannt, spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle grundlegender zellulérer
Funktionen wie Proliferation und Uberleben. Zuerst wurde Akt als ein zellulares
Homolog des viralen Onkogens v-Akt beschrieben. Inzwischen sind in
Saugetieren drei Isoformen bekannt: Aktl, Akt2 und Akt3 [Datta et al. 1999;
Coffer et al. 1998; Dancey 2004]. Die Aktivitdt von Akt wird durch
Wachstumsfaktoren wie IGF-1, PDGF, EGF, bFGF und Insulin reguliert, welche
uber Rezeptoren (v.a. RTKs) die PI3-Kinase aktivieren [Burgering und Coffer
1995; Franke et al. 1997; Datta et al. 1999].

Spezifische Phosphotyrosinreste am Rezeptor oder assoziierten Adapterproteinen
binden an SH2-Domanen (Src-homology 2) der PI3K und rekrutieren diese zur
Zellmembran. Hier stimuliert die PI3K, die aus den beiden Untereinheiten p85
und pl110 besteht, die Produktion von Phosphatidylinositol-3,4-Biphosphat (PI-
3,4P2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphoshat (PI-3,4,5P3). Es kommt zu

einer Translokation von Akt aus dem Zytosol zur Zellmembran, wo Akt mit seiner
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PH-Domane (pleckstrin-homology) an diese Lipide bindet. Durch die
Lokalisation an der Zellmembran kann Akt von PDK 1 (3-phosphoinositide-
dependent protein kinase) in Interaktion mit anderen Proteinen an Thr308 und
Ser473 phosphoryliert und somit aktiviert werden [Franke et al. 1997; Coffer et al.
1998; Datta et al. 1999].

Die Aktivierung der PI3K (und damit von Akt) kann auch lber die GTPase Ras
erfolgen. Der Raf/MEK/ERK-Transduktionsweg kann gleichzeitig aktiviert
werden [Rommel et al. 1999; Aksamitiene et al. 2012] oder unbeeinflu3t bleiben
[Franke et al. 1997]. Akt kann mit Raf interagieren und auf diese Weise den
MAPK-Signalweg inhibieren [Rommel et al. 1999; Zimmermann und Moelling
1999; Brose et al. 2002]. Nach der Aktivierung wird Akt wieder ins Zytosol
freigesetzt und phosphoryliert dort oder auch im Zellkern [Du und Montminy
1998; Pugazhenthi et al. 2000] verschiedene Proteine.

Fur die Onkogenese bedeutsame Substrate von Akt sind Bad, Caspase 9 und
Forkhead Transkriptionsfaktoren. Diese Substrate filhren in aktiviertem Zustand
uber unterschiedliche Mechanismen zu Apoptose. Akt inaktiviert Bad, Caspase 9
und Forkhead Transkriptionsfaktoren mittels Phosphorylierung und verhindert so
den Zelltod [Datta et al. 1999] (siehe Abb. 3).

Neben der Forkhead Familie werden noch andere Transkriptionsfaktoren direkt
oder indirekt von Akt reguliert, so auch CREB und NF-xB. Beide werden von Akt
aktiviert und fordern das Uberleben der Zelle [Datta et al. 1999; Pugazhenthi et al.
2000; Luo et al. 2003]. Ein weiteres Substrat von Akt ist mTOR, eine Kinase, die
die Translation bestimmter mRNA-Abschnitte reguliert [Luo et al. 2003; Dancey
2004].

Es wird angenommen, daB eine Uberexpression von Akt die physiologische
Apoptose blockiert und es auf diese Weise zu Tumorwachstum kommen kann

[Vivanco und Sawyers 2002].
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Abbildung 3: Der Phosphatidylinositol 3‘-Kinase (PI3K)/ Akt-Signalweg.
Erlauterungen siehe Text.

Inaktivierung

Die Inaktivierung von PI3K und Akt erfolgt durch Dephosphorylierung. Der
wahrscheinlich bedeutendste negative Regulator des PI3K/Akt-Signalweg ist der
Tumorsuppressor PTEN. PTEN ist eine Phosphatase, die PI-3,4,5P3
dephosphoryliert und auf diese Weise Akt herunterreguliert [Datta et al. 1999;
Luo et al. 2003; Dancey 2004].

Akt und Tumorigenese

Verluste von PTEN, Erhohung der PI3K-Level und Uberexpression von Akt
konnten in vielen Tumorarten nachgewiesen werden [Datta et al. 1999; Khwaja
1999; Vivanco und Sawyers 2002; Wang et al. 2016]. AulRerdem fihrte eine
anhaltende Signaltransduktion (ber den PI3K/Akt-Weg zu Resistenzen auf
zytotoxische Substanzen, Bestrahlung und EGF-Rezeptor-Inhibitoren [Dancey
2004].

Vor allem in Ovar-, Mamma-, Pankreaskarzinomen, Kolonkarzinomen [Vivanco

und Sawyers 2002; Wang et al. 2016] und kleinzelligen Bronchialkarzinomen
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[Krystal et al. 2002] wurden Verdnderungen des PI3K/Akt-Signalweges
identifiziert. Mutationen im PTEN-Gen waren sehr hdufig bei Glioblastomen,
Melanomen, Prostatakarzinomen und Endometriumkarzinomen, nicht ganz so oft
bei Mammatumoren, Bronchialkarzinomen und Lymphomen zu finden [Cantley
und Neel 1999].

Weiterhin vermuten einige Autoren einen Zusammenhang zwischen Akt-
Uberexpression und Aggressivitat bzw. Invasivitat von Tumoren [Bellacosa et al.
1995; Coffer et al.1998; Mitsiades et al. 2004, Wang et al. 2016]. Mawrin et al.
[2005] beschrieben hohe Akt-Level besonders in atypischen und anaplastischen
Meningeomen, wobei benigne Tumoren eine deutlich geringere Expression
zeigten. Hier waren aber im Gegensatz zu malignen Meningeomen die Kinasen
Raf und MAPK vermehrt aktiviert.

Inhibitoren des PI3K/Akt-Signaltransduktionsweges

Die Komponenten der PI3K/Akt-Kaskade sind vielversprechende Angriffspunkte
fur eine therapeutische Intervention. Deswegen wurde auch intensiv nach
Substanzen gesucht, die diesen Transduktionsweg blockieren. Wortmannin und
LY294002 sind PI3K-Inhibitoren, die die katalytische Untereinheit p110 als Ziel
haben. Beide Substanzen hemmen das Zellwachstum und induzieren in héheren
Konzentrationen Apoptose sowohl in vitro als auch (in Mausmodellen) in vivo
[Luo et al. 2003; Dancey 2004]. Da aber die Tumorigenese nur einen Teil der
zelluléren Prozesse ausmacht, die durch die PI3K gesteuert werden, ware eine
Blockade relativ unspezifisch und wirde wahrscheinlich nachteilige Effekte z.B.
auf den Metabolismus haben. Besser bzw. spezifischer wére die Hemmung weiter
,stromabwarts® liegender Komponenten. Eine solche weiter fluRabwarts liegende
Komponente ist die Kinase mTOR, die durch Rapamycin inhibiert werden kann
[Phan und Dave 2016]. Rapamycin hat fungizide, immunsuppressive und
antiproliferative Eigenschaften, auflerdem scheint es die Wirkung einiger

zytotoxischer Substanzen zu verstérken [Dancey 2004].
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1.2.3 Der Transkriptionsfaktor CREB

Aktivierung und Substrate

CREB (cAMP response element binding protein) ist ein Transkriptionsfaktor, der
zur Leuzinzipper-Superfamilie gehort. Er ist eng mit CREM und ATF-1 (ebenfalls
Transkriptionsfaktoren) verwandt und hat eine grolRe Bedeutung bei vielen
zelluléren Funktionen. Dazu gehoren Proliferation, Differenzierung, adaptive und
metabolische Prozesse. Weiterhin wird angenommen, dall CREB wichtig fur
Erinnerung und Lernprozesse ist und zur neuronalen Adaptation bei
Drogenabusus beitragt [Shaywitz und Greenberg 1999].

CREB kann Uber eine Vielzahl extrazellularer Signale aktiviert werden.
Neurotransmitter, Hormone, Membrandepolarisation, Wachstumsfaktoren, SteR,
Chemotherapeutika und neurotrophische Faktoren fiihren Uber verschiedenste
Signaltransduktionswege zu einer Phosphorylierung an Ser133 und damit zur
Aktivierung von CREB [Sheng et al. 1991; Ginty et al. 1994; Muthusamy und
Leiden 1998; Shaywitz und Greenberg 1999; Steven et al. 2020]. Die
Phosphorylierung an anderen Serin Thyrosin- und Threonin-Resten wird seltener
beobachtet [Johanessen et al 2004].

Die Aktivierung kann (ber die cAMP-abhdngige Proteinkinase A (PKA),
Kalzium/Calmodulin-abhangige Kinasen (CaMK), den Ras-abhangigen MAPK-
Transduktionsweg [Muthusamy und Leiden 1998; Ginty et al. 1994; Lonze und
Ginty 2002] und/oder (ber den PI3K/Akt-Signalweg [Du und Montminy 1998;
Pugazhenthi et al. 2000] erfolgen. Mehrere Kinasen konnen CREB direkt
phosphorylieren: PKA, Akt, CaMK [1/1V, auBerdem RSK und MSK, die am Ende
der MAPK-Kaskade stehen [Shaywitz und Greenberg 1999; Lonze und Ginty
2002]. Weiterhin kann CREB durch schadliche Stimuli (z.B. Hypoxie) Uber
steRaktivierte Kinasen wie SAPK2/p38MAPK bzw. die stomabwaérts liegenden
MAPKAP-Kinasen und MSK aktiviert werden [Lonze und Ginty 2000].

CREB bindet als Homodimer oder Heterodimer (mit CREM oder ATF-1) an der
DNA bestimmte Regulatorsequenzen, sogenannte CAMP response elements
(CREs). Diese CREs bestehen aus der palindromischen Konsensussequenz
TGACGTCA. Abhdngig davon, welche zusatzlichen Basen auBer der
Konsensussequenz die CRE-Stelle enthélt, binden CREB und ATF-1 mit
unterschiedlicher Affinitat an die DNA (Abb. 4).
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Die Phosphorylierung an Serl33 fiuhrt zur Rekrutierung und Bindung des
Coaktivators CBP (CREB-bindendes Protein). CBP und sein enger Verwandter
p300 sind grolRe Molekiile, die eine Komplexbildung zwischen den verschiedenen
Transkriptionskomponenten erleichtern. Durch die Interaktion des CREB-CBP
Komlpexes mit der basalen Transkriptionsmaschinerie und die daraus folgende
transkriptionelle Aktivierung der Zielgene greift CREB in eine Vielzahl
physiologischer Prozesse ein [Hunter 1995; Muthusamy und Leiden 1998;
Shaywitz und Greenberg 1999; Lonze und Ginty 2002].

Neurotransmitter
.Hormone

Wachstumsfaktoren
lonenkanale

G-Protein gekoppelter Rezeptor

Zellmembran

v
v

Nukleus

@ |—> Transkription

Abbildung 4: Aktivierungsmechanismen von CREB. Erldauterungen siehe Text.

Die CREB-Aktivitdt und Spezifitdt kann durch Assoziation mit weiteren
Proteinen oder Phosphorylierung zusétzlicher Reste moduliert werden [Shaywitz
und Greenberg 1999].

Zu den zahlreichen Zielgenen von CREB gehoren unter anderem Gene, die die
Signaltransduktion, Transkription, Neurotransmission und den Metabolismus

kontrollieren. Per Definition besitzen alle Zielgene ein oder mehrere CRESs in
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ihren Promotoren, ansonsten haben diese Gene wenige Gemeinsamkeiten. Dazu
gehdren, um nur einige wenige zu nennen, die Gene fur Somatostatin,
Proglucagon, Acetylcholinesterase, Vasopressin, IGF-1, Fibronectin, GLUT2,
Na/K-ATPase, Cyclooxygenase-2, Cytochrom c, Bcl-2, 14-3-3, STAT-3, c-fos
[Lonze und Ginty 2002].

Das am besten untersuchte von CREB gesteuerte Gen ist das Onkogen c-fos, das

flr Transkriptionsfaktoren kodiert.

Insbesondere fiir das Uberleben der Zelle scheint CREB durch die Regulation von
Pro-Uberlebensfaktoren wie z.B. Bcl-2 eine wichtige Rolle zu spielen [Bonni et
al. 1999; Pugazhenthi et al. 2000; Lonze und Ginty 2002]. Bcl-2 hemmt die
Apoptose und wird neben dem p38MAPK-Weg auch Uber den PI3K/Akt-
Signalweg stimuliert [Pugazhenthi et al. 2000].

Inaktivierung

CREB wird wie MAPK und Akt mittels Dephosphorylierung inaktiviert. Dies
erfolgt durch die Phosphatasen PP1, PP2A und die nukledare PTEN Phosphatase
[Lonze und Ginty 2002, Gu et al. 2011].

CREB und Tumoren

In Tumoren wurden unterschiedliche Mechanismen bzw. Ursachen einer CREB-
Uberexpression entdeckt. Rosenberg et al. [2002] fanden in Wachstumshormon-
produzierenden Adenomen Verdnderungen des cAMP/PKA-Signalweges mit
einer verstarkten Phosphorylierung von CREB. Auch beim Brustkrebs wurden
erhohte cAMP-abhangige CREB-Level beschrieben [Sofi et al. 2003].
Mukoepidermoid- und Warthin-Tumoren (Speicheldriisentumoren) produzierten
aufgrund einer Translokation ein Fusionsprotein, das die CREB-abhangige
Transkription induzierte [Wu et al. 2005]. Weiterhin zeigten Jean und Bar-Eli
[2000], daB CREB und assoziierte Proteine eine wichtige Rolle fir
Tumorwachstum und Metastasierung von Melanomzellen spielen. Auch im
Knochenmark von Patienten mit akuter Leukdmie wurde CREB vermehrt
exprimiert [Crans-Vargas et al. 2002; Shankar et al. 2005; Cho et. Al. 2011].
Hierbei war eine erhohte CREB-Expression mit einer Persistenz der Krankheit,

einem erhohten Rickfallrisiko und einem verminderten ereignisfreien Uberleben
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assoziiert [Shankar et al. 2005]. Weiterhin kdnnen auch virale Onkoproteine wie
das humane T-Zell Leukdmie-Virus (HTLV-1) und das Hepatitis B-Virus (HBV)
CREB aktivieren.

Aber nicht in allen untersuchten Tumoren war eine CREB-Uberexpression
festzustellen. In Nebennierenrindenkarzinomen [Peri et al. 2001; Rosenberg et al.
2003] und Schilddrisenkarzinomen [Luciani et al. 2003] wurden signifikant
niedrigere CREB-Level gefunden als in den korrespondierenden normalen

Geweben und Adenomen.

CREB-Inhibitoren

Da CREB nicht nur fir das Zelllberleben, sondern auch in vielen anderen
physiologischen Prozessen eine zentrale Position einnimmt, wére eine Blockade
in vivo relativ schwerwiegend. Eine komplette Unterbrechung der CREB-
Funktion in Ma&usen war nicht mit dem Leben vereinbar, bei inkompletter
Unterbrechung zeigten sich verschiedene pathologische Zustdnde [Rudolph et al.
1998]. Obwohl CREB in vielen Tumoren vermehrt exprimiert wird, scheint eine
therapeutische Inhibierung von CREB selbst deshalb nicht sinnvoll.

Die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Tacrolimus konnen die
depolarisationsinduzierte Aktivierung von CREB verhindern, wahrscheinlich
durch die Hemmung des Coaktivators CBP [Oetjen et al. 2005].

Weitere Mdglichkeiten der Einflunahme auf die CREB-AKktivitat bestehen in der
Blockade von Komponenten der Signaltransduktionswege, die CREB stimulieren.
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1.3 Aufgabenstellung

Die molekulare Pathogenese von gastroenteropankreatischen neuroendokrinen
Tumoren ist groBtenteils unbekannt. Im Gegensatz zu vielen anderen Tumoren
kommen in GEP-NET Mutationen in klassischen Onkogenen wie Ras, myc, Fos,
Src und Jun oder Tumorsuppressorgenen wie p53 und dem
Retinoblastomsuszeptibilitatsgen nicht vor. Auch eine Uberexpression von EGF-
Rezeptoren wurde in NET nicht beobachtet. Zwar finden sich in einigen NET
Verénderungen des MEN1-Gens oder des RET-Protoonkogens, aber in den
meisten GEP-NET sind diese Mutationen nicht vorhanden [Calender 2000; Jensen
2005].

In vielen Tumoren wurde eine vermehrte Aktivierung von zelluldren
Signaltransduktionswegen festgestellt, die vor allem das Wachstum, die
Proliferation und die Differenzierung von Zellen regulieren und die Apoptose
inhibieren. Sowohl die MAPK-Signalkaskade als auch der PI3K/Akt-
Transduktionsweg vermitteln eben diese Funktionen.

Eine Aktivierung der MAPK-Kaskade wurde vor allem in Pankreas-, Lungen-,
Kolonkarzinomen, Ovarial- und Nierentumoren nachgewiesen [Hoshino et al.
1999]. In Mamma-, Ovarial-, Pankreas-, Magen-, Bronchialkarzinomen [Coffer et
al. 1998] und Melanomen [Luo et al. 2003] fand sich oft eine Erhéhung der
Komponenten des PI3K/Akt-Weges. Auch fur die Aktivierung dieser
Signalkaskaden in neuroendokrinen Tumoren gibt es einige Hinweise [von
Wichert et al. 2000; Guo et al. 2003].

Die Komponenten beider Wege und ihre stromabwarts liegenden Substrate stellen
somit vielversprechende potentielle Angriffspunkte fiir antineoplastische
Substanzen dar. AuRerdem kann das Wissen uber die molekularen Mechanismen

der Tumorentstehung diagnostische und prognostische Marker bereitstellen.

Auf dieser Grundlage sollen hier die Insulinom-Zellinie INS1, Insulinome,
Gastrinome und Karzinoide auf eine verstarkte Aktivierung oben genannter
Signalwege untersucht werden. Dazu wird die Expression von MAPK (ERK1/2),
Akt und dem Transkriptionsfaktor CREB, der u.a. auch von diesen beiden
Signaltransduktionswegen  aktiviert ~werden kann, immunhistochemisch

nachgewiesen. Es werden hierzu phosphospezifische Antikdrper gegen die
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aktivierten Formen und Antikdrper, die auch an die inaktiven Formen von MAPK,
Akt und CREB binden, verwendet.

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit sind daher:

1. Werden MAPK, Akt und CREB in INS1-Zellen nach glukoseabhangiger

Stimulation aktiviert?

2. Werden MAPK, Akt und CREB in neuroendokrinen Tumoren (Insulinomen,

Gastrinomen und Karzinoiden) vermehrt exprimiert?

3. Gibt es hinsichtlich der Aktivierung von MAPK, Akt und CREB zwischen den

drei untersuchten Tumorarten Unterschiede?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Laborchemikalien wurden von den Firmen Bayer, Cambrex, Cell Signaling,
Chroma, DADE Behring, Fluka, Invitrogen, J.T. Baker, Merck, PAA
Laboratories, Roth, Sigma und Vector Laboratories bezogen.

Die Materialien kamen von den Firmen Brand, Eppendorf, Feather, Hecht,
Heidolph, Kodak, Menzel, Schleicher & Schuell Serva und Vogel.

Gerdte wurden von den Firmen Heraeus, Kobe, Medax, Mettler, Olympus und

Reichert-Jung verwendet (genaue Auflistung im Anhang).

2.2 Methoden

2.2.1 Gewebe von Neuroendokrinen Tumoren

Insgesamt wurden 25 Insulinome, 14 Gastrinome und 20 Karzinoide untersucht.
Die Tumorproben stammen aus chirurgischen Tumor(teil-)resektionen zwischen
1983 und 2000 in der Abteilung fir Allgemeinchirurgie der Philipps-Universitat
Marburg. Nach der Fixierung in Bouin Lésung oder Formalin wurde das Gewebe
dehydriert und in Paraffin eingebettet. Von jedem Paraffinblock wurden zehn
Folgeschnitte angefertigt und nach der ABC- Methode immunhistochemisch

geféarbt.
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2.2.2 INS-1 Zellen und Zellkultur

Als Kontrolle wurde die Insulinoma-Zellinie der Ratte INS-1E - als Modell fiir
eine glukosesensitive p-Zellinie - verwendet. Die Zellen dieser differenzierten
Zellinie INS-1 wurden mit GLP-1 stimuliert. GLP-1 (Glucagon-like peptide-1) ist
ein glukoseabhdngiger Wachstums- und Differenzierungsfaktor flr pankreatische
B-Zellen, durch den unterschiedliche mitogene Signaltransduktionswege aktiviert
werden [Buteau et al. 1999; Hui et al. 2001]. Daneben stimuliert GLP-1 die
Transkription des Proinsulin-Gens und die Biosynthese von Insulin. Die
Aktivierung von GLP-1 Rezeptoren bei hohen Glukosekonzentration resultiert in
einer Potenzierung der Insulinsekretion und Gentranskription [Kieffer und
Habener 1999].

Die INS-1 Zellen wurden in RPMI-1640 Medium mit Zusatz von 10% FBS
(fetales bovines Serum), 10mM Hepes, 1mM Natriumpyruvat, 50uM
Mercaptoethanol und 100mM Ciprobay bei einer Temperatur von 37°C gezichtet.
Vor der Stimulation wurden die Zellen 16 Stunden mit Stimulationsmedium
(RPMI 1640 ohne Glukose, Natriumpyruvat, Antibiotikum und mit 1% FBS) mit
Glukosekonzentrationen von 2,5mM bzw. 156mM inkubiert. Eine Stunde vor der
Zugabe von GLP-1 erfolgte ein Medienwechsel. Die Stimulation wurde tber 30
min mit 0,4pl GLP-1/ml Medium durchgefiihrt. Danach wurde das Medium
abgekippt, die Zellen mit Lysisbuffer abgeldst, bei 1200rpm 6min zentrifugiert
und in 10%v/v Formalin bei 4°C Uber Nacht fixiert. Dann erfolgte die

Entwésserung und Paraffineinbettung.

2.2.3 Paraffineinbettung

Durchfiihrung:

1. Abkippen des Formalins

2. Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 96% und 100%
Ethanol je 1 Std.)

3. Methylbenzoat auf das Zellpellet geben (liber Nacht), abkippen

4. Xylol fur 10min, abkippen
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5. Paraffin (60°C heif3) auf das Pellet schitten, 4x wechseln

6. Blocke gieRen: heil3es Paraffin in ein Formchen geben, das Zellpellet mit einer
Pinzette in die Mitte des Férmchens bringen

7. Kihlen der Blocke, Aufbewahrung bei —20°C

2.2.4 Anfertigen histologischer Schnitte am Mikrotom

Durchfuhrung:

1. Einspannen und Justieren des Paraffinblocks

2. Aufsuchen der Schnittebene und Anfertigen von Folgeschnitten (4 um diinn)
3. Schnitte in Kivetten mit Ethanol (30%) geben, dann in Wasserbad (40°C) zur
Streckung der Schnitte

Schnitte auf Objekttrager bringen

Trocknen der Objekttrager auf der Heizplatte (40°C)

Trocknen der Objektrager im Brutschrank bei 40°C tiber Nacht

N o a &

Aufbewahrung der Schnitte bei Raumtemperatur

2.2.5 Die ABC-Methode und ihre Fehlerguellen

Die Avidin-Biotin-Komplextechnik macht sich die hohe Affinitdt von Avidin
(bzw. Streptavidin) zu Biotin zunutze. Es werden ein Priméarantikdrper, ein
biotinylierter Sekundérantikérper und ein Peroxidase-konjugierter Avidin-Biotin
Komplex bendtigt.

Der Primarantikorper richtet sich gegen das zu untersuchende Peptid. An den
primdren Antikorper bindet der mit Biotin markierte Sekundarantikorper
(Bruckenantikorper). Das Glykoprotein Avidin ist Gber Biotinmolekiile mit dem
Enzym Peroxidase gekoppelt. Die freien Bindungsstellen des Avidin ermdglichen
die Bindung an das Biotin des Sekundarantikorpers. In Anwesenheit eines
Elektronendonors (hier DAB) bildet sich ein Enzym-Substratkomplex mit
anschlieBender Oxidation dieses Elektonendonors. Das DAB (Diaminobenzidin-
Tetrahydrochlorid) wandelt sich durch die Oxidation in ein unlésliches braun

gefarbtes Reaktionsprodukt um und wird daher auch als Chromogen bezeichnet.
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Auf diese Weise wird die Antikorperbindungsstelle und somit das zu

untersuchende Peptid sichtbar gemacht (Abb. 5).

Eine mdogliche Fehlerquelle bei der ABC-Methode ist eine unspezifische
Anfarbung des Préparates, die nicht auf einer Antigen-Antikdérper-Bindung
beruht. Ursache ist meist eine Anlagerung von Proteinen (PrimarantikOrper) an
stark geladene Gewebeelemente. Um solch eine unspezifische Farbung zu
vermeiden, wird vor Zugabe des Primérantiktrpers eine neutrale Proteinldsung
aufgetragen. Die neutralen Proteine lagern sich an elektrisch geladene Stellen im

Gewebe an und vermeiden so die Adsorption des Antikorpers.

Eine weitere Ursache fiir unerwiinschte Anfarbungen besteht in der endogenen
Peroxidaseaktivitat, die sich vorrangig in den Erythrozyten befindet. Zur
irreversiblen Blockade der endogenen Peroxidase werden die Praparate in ein Bad
aus H202 und Methanol gegeben. Der Erfolg dieser Methode &Rt sich leicht an

den entfarbten Erythrozyten erkennen.

Peroxidase-

- E
/Blotln nzym

Primar- N

antikorper Sekundér- Avidin
antikoérper

- AA —  AA
Antigen

Abbildung 5: Die immunhistochemische ABC-Methode. Erlauterungen siehe Text.

2.2.6 Kontrollen

Als Negativkontrollen zum Ausschluss unspezifischer Anfarbungen wurden
Schnitte mitgefihrt, die statt des Primarantikérpers nur mit BSA inkubiert
wurden. So konnte eine unspezifische Anfarbung durch die tGbrigen Reagenzien

ausgeschlossen werden. Weiterhin wurden Schnitte von gesundem humanen
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Pankreasgewebe als Gewebekontrolle nach der gleichen Methode wie die

Tumoren gefarbt.

2.2.7 Durchfiihrung der ABC-Methode

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Entparaffinieren der Schnitte in Xylol (4x5 min)

Hydrierung in absteigender Ethanolreihe (99% Ethanol 3x5 min, 96% Ethanol
3x5 min)

Methanolblockade mit 200ml Methanol und 6,6 ml 30% H20 (30 min)
Spilen in Aqua bidest. (4x2 min)

Kochen der Objekttrager in Citratpuffer (25 min bei 600 Watt in der
Mikrowelle) zur Antigendemaskierung, danach 20 min abkiihlen lassen
Waschen in PBS-Puffer (2x10 min) und um den Gewebeschnitt herum
trockentupfen

Inkubation der Schnitte mit verdiinntem Normalserum (1:50 mit PBS) iber 20
min bei

Raumtemperatur, anschlieBend abkippen und um den Gewebeschnitt herum
trockentupfen

Inkubation mit dem Primarantikérper Uber Nacht bei 4°C, Verdunnung des
Antikdrpers mit BSA (vortexen)

Waschen in PBS (2x10 min), anschlielend trockentupfen

Inkubation mit dem verdlnnten biotinylierten Sekundé&rantikorper fur 30 min
bei Raumtemperatur (Verdinnung 1:200 mit PBS, vortexen)

Waschen in PBS (2x10 min), anschlieRend trockentupfen

Inkubation mit dem ABC-Reagenz fur 30 min bei Raumtemperatur (30 min
vorher ansetzen, vortexen)

Waschen mit PBS (2x10 min), anschlie3end trockentupfen

Waschen in TBS-Puffer (5 min)

Inkubation mit dem Peroxidase-Substrat DAB fir 10 min im Dunklen
Waschen in Aqua bidest. (3x5 min)

Farbung in Hamalaunlésung (5 sec)

Bldauen unter flieBendem Leitungswasser (5 min)
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19. Dehydrierung in aufsteigender Ethanolreihe (2x70%, 1x80%, 2x96%, 4x99%)
jeweils 5 min und Xylol (4x5 min)
20. Eindeckeln mit DePeX

2.2.8 Auswertung und Fotodokumentation

Die Auswertung erfolgte am BH-2 Mikroskop von Olympus, die fotografische
Dokumentation am Vanox AHBT3 Mikroskop von Olympus mit EPY 64T Filmen
von Kodak. Verwendet wurden ein 10er Okular mit einem 20er Objektiv.

Fur jeden der verwendeten Antikérper wurde eine interne Gewebereferenz mit
starker Expression festgelegt und als dreifach positiv (+++) gewertet. Hierbei
musste eine Gewebestruktur gefunden werden, die in allen Schnitten vorhanden
und gut identifizierbar ist. Nach Durchsicht der Praparate zeigte sich, dass in fast
allen Schnitten Endothelzellen vorhanden und auch stark angefarbt waren. So
wurden flir jeden verwendeten Antikorper als interne Gewebereferenz
Endothelzellen verwendet. Mit der Férbeintensitit dieser Referenz wurden die
Tumorzellen verglichen und dementsprechend von O bis +++ bewertet (siehe
Tab.1).

Farbeintensitat Bewertung der
der Tumorzellen Férbeintensitat
Negativ, keine Anfarbung erkennbar 0
Schwache Farbung +
MaéRige Féarbung ++
Starke Férbung 4+

Tabelle 1: Bewertung der Farbeintensitat
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3 Ergebnisse

3.1 Normales Pankreasgewebe

Zunéchst wurden die MAPK-, Akt- und CREB-Expression in normalem humanen
Pankreasgewebe immunhistochemisch untersucht. Es fand sich eine maRige
MAPK-Expression des endokrinen Pankreas, der exokrine Teil war weniger stark
angefarbt. P-MAPK, die aktivierte Form der MAPK, zeigte eine schwach positive
Reaktion der Inselzellen, die exokrinen Zellen waren nicht gefarbt.

Akt zeigte eine méRige und gleichmalige Expression sowohl im endokrinen als
auch exokrinen Teil. Bei der Untersuchung auf P-Akt war eine sehr schwache,
aber ebenfalls relativ gleichméaRige Anfarbung der Inselzellen und des exokrinen
Teils zu erkennen.

Bei den auf CREB untersuchten Schnitten waren die Kerne der endokrinen Zellen
maRig, bei vereinzelten Zellen stark positiv, die des restlichen Pankreas etwas
schwécher angefarbt. Eine schwache P-CREB-Expression zeigte sich sowohl in

endokrinen wie auch bei einzelnen exokrinen Zellen.

3.2 Expression von MAPK, Akt und CREB in INS-1 Zellen

Um herauszufinden ob MAPK, Akt und CREB in GEP-NET (Insulinomen)
exprimiert werden und einer glukoseabhdngigen Stimulation durch
Wachstumsfaktoren unterliegen, wurden als ein Modell Insulin-produzierende
INS-1 Zellen immunhistochemisch untersucht. Die Zellen wurden in
Hungermedium mit 2,5mM bzw. 15mM Glukose inkubiert und dann mit GLP-1
stimuliert.

Makroskopisch wie auch mikroskopisch konnte bei MAPK, P-MAPK und Akt
eine verstarkte Expression bei hohen Glukosespiegeln (15mM) im Vergleich zu
niedrigen Glukosespiegeln (2,5mM) festgestellt werden. Auch CREB zeigte —
wenn auch etwas weniger deutlich als bei oben genannten Faktoren — eine etwas

starkere Anfarbung bei hohen Glukosekonzentrationen. Sowohl P-Akt als auch P-
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CREB zeigten nur eine schwache Anfarbung sowie keine deutliche Veranderung

der Expression.

3.3 Referenzgewebe

Zur Beurteilung der Farbeintensitat wurde fir jedes der untersuchten Proteine ein
internes Referenzgewebe mit starker Expression festgelegt.

MAPK und P-MAPK zeigten starke Expression in Endothelzellen und duktalen
Zellen bzw. gangartigen Strukturen. Auerdem fanden sich in einigen Schnitten
bei allen verwendeten Antikoérpern (am deutlichsten bei P-MAPK und P-Akt)
besonders im Bereich von Blutgefdlen einzelne sehr stark positive Zellen,
vermutlich Leukozyten im Rahmen einer begleitenden Entzlindungsreaktion
(siehe Abb. 7 G). Als Referenzgewebe wurden Endothelzellen verwendet.

Die Festlegung einer Referenz flir Akt gestaltete sich als schwierig, da kein
Gewebe in allen Schnitten eindeutig positiv bzw. vorhanden war. Bei einigen
Anschnitten vom Darm war eine Expression in Becherzellen und anderen
Driisenzellen vorhanden. Schliellich wurden ebenfalls Endothelzellen als
Referenz genommen, da diese in den meisten der untersuchten Tumoren
erkennbar und bewertbar waren. Sie waren Uberwiegend genauso stark angefarbt
wie die Tumorzellen.

Bei der Untersuchung auf P-Akt wiesen Endothel und wenn vorhanden auch
gangartige Strukturen eine intensive Farbung auf.

CREB und P-CREB zeigten eine stark positive Farbung der Kerne von
Endothelzellen, gangartigen Strukturen und Fibroblasten. Aufgrund der besseren
Identifizierung im Gewebe wurden Endothelzellen als Referenz gewahlt (siehe
Abb. 6).
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Abbildung 6: Endothelzellen als interne Gewebereferenzen (Pfeile A-F).
Stark angeférbte Leukozyten (Pfeile G)

3.4 Expression von MAPK, Akt und CREB in GEP-NET

Die Expression von MAPK, Akt, CREB und ihren aktivierten Formen wurden in
25 Insulinomen, 20 Karzinoiden und 14 Gastrinomen mit der Immunhistochemie
untersucht.

Sowohl bei den Insulinomen, Gastrinomen als auch Karzinoiden zeigten sich
ahnliche Anfarbungsintensitdten. Die nicht aktivierten Formen aller drei Proteine

wurden bis auf wenige Ausnahmen méRig bis stark exprimiert. Dagegen wiesen
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die aktivierten Formen grof’e Unterschiede untereinander auf (siehe Tab. 2 und

Abb.7-10).

25 Insulinome 14 Gastrinome 20 Karzinoide Gesamt (59 NET)

MAPK + 4 16% 0 - 10% 6 10%
++ 16 64% 29% 35% 27 46%

+++ 5 20% 10 71% 11 55% 26 44%

P-MAPK + 20 80% 10 71% 15 75% 45 76%
++ 16% 21% 20% 11 19%

+++ 1 4% 7% 1 5% 3 5%

Akt + 4% - - 2%
++ 12% 7% 10% 10%

+++ 21 84% 13 93% 18 90% 52 88%

P-Akt + 5 20% 43% 1 5% 12 20%
++ 16 64% 50% 14 70% 37 63%

+++ 4 16% 7% 5 25% 10 17%

CREB + - - - 0 -

++ 8% 7% 10% 8%

+++ 23 92% 13 93% 18 90% 54 92%

P-CREB + 3 12% - 30% 9 15%
++ 16% 50% 25% 16 27%

+++ 18 72% 50% 45% 34 58%

Tabelle 2: Expression von MAPK, Akt und CREB in den untersuchten NET in absoluten
Zahlen und Prozentzahlen
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Abbildung 7a: Expression und Verteilung von MAPK, Akt und CREB in den
untersuchten Insulinomen
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Abbildung 7b: Expression und Verteilung von MAPK, Akt und CREB in den
untersuchten Gastrinomen
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Abbildung 7c: Expression und Verteilung von MAPK, Akt und CREB in den
untersuchten Karzinoiden

MAPK

Nur wenige Schnitte wurden als schwach positiv gewertet, darunter waren
Tumoren, die sich auch mit den anderen verwendeten Antikorpern nur schlecht
anfarben lieBen. Der Uberwiegende Teil der GEP-NET zeigte eine maRige (27 von
59) bis starke (26 von 59) Anfarbung, dabei fand sich bei den untersuchten
Insulinomen im Gegensatz zu Gastrinomen und Karzinoiden h&ufiger eine nur
maRige Farbung. Nur 5 der 25 untersuchten Insulinome waren stark angefarbt, im
Gegensatz dazu 10 von 14 Gastrinomen und 11 von 20 Karzinoiden. 16
Insulinome, 4 Gastrinome und 7 Karzinoide wiesen eine maRige Expression auf.
Der Anteil an schwach positiv gewerteten Tumoren war bei den Insulinomen (16)
hoher als bei Gastrinomen (4) und Karzinoiden (7). Die intensivste Farbung fand
sich bei den untersuchten Gastrinomen.

Im Vergleich zu Akt und CREB wurden die MAPK-Schnitte trotz guter
Anfarbung oft als nur méRig positiv gewertet. Der Grund daftr war die oft sehr
starke Anfarbung des Endothels, das als internes Referenzgewebe diente. Im

Vergleich zu den untersuchten normalen Pankreasschnitten bzw. Inselzellen lie}
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sich in den Tumorgeweben eine deutlich starkere Expression von MAPK

nachweisen.

P-MAPK

Bei etwa drei Viertel der Tumoren fand sich nur eine schwach positive Reaktion,
bei 20 Insulinomen, 10 Gastrinomen und 15 Karzinoiden. Eine méRige Anfarbung
zeigte sich bei je 4 Insulinomen und Karzinoiden sowie bei 3 Gastrinomen. Nur je
ein Insulinom, Gastrinom und Karzinoid konnten als stark positiv bewertet
werden. Dabei zeigten auch nicht alle Tumorzellen, sondern nur einzelne Zellen
bzw. Zellverb&nde eine starke Expression.

Beim Vergleich von MAPK und P-MAPK fiel auf, dass bei der aktivierten Form
von MAPK zwischen den Insulinomen, Gastrinomen und Karzinoiden keine
wesentlichen Unterschiede bezlglich der Anfarbungsintensitat vorliegen. Im
Gegensatz dazu fand sich bei der Expression von MAPK wie oben beschrieben
die am wenigsten intensive Anfarbung bei Insulinomen und die starkste

Anféarbung bei Gastrinomen.

Akt

Akt wurde mit wenigen Ausnahmen in allen Tumoren stark exprimiert. 21 von 25
Insulinomen, 13 von 14 Gastrinomen und 18 von 20 Karzinoiden konnten als
dreifach positiv gewertet werden. Eine schwache Anfarbung fand sich bei 1
Insulinom, eine malige Farbung bei 3 Insulinomen, 1 Gastrinom und 2
Karzinoiden. Somit zeigten sich auch bei Akt auBer einer geringfugig
schwécheren Expression in Insulinomen keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den untersuchten GEP-NET.

Verglichen mit den normalen Pankreasschnitten fand sich auch hier eine
verstarkte Anfarbung der Tumorgewebe.

P-Akt

Die meisten untersuchten Tumoren zeigten eine méldige Anfarbung. Im Gegensatz
zu Insulinomen und Karzinomen fand sich bei Gastrinomen zu einem deutlich
groReren Prozentsatz eine nur schwache Expression. Bei den Insulinomen waren 5
von 25, den Gastrinomen 6 von 14 und den Karzinoiden 1 von 20 schwach
angeféarbt. Als maRig positiv wurden 16 Insulinome, 7 Gastrinome und 14
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Karzinoide gewertet, eine starke Expression fand sich bei 4 Insulinomen, 1
Gastrinom und 5 Karzinoiden. Bei gemeinsamer Betrachtung von zeigten etwa
80% der Insulinome, 60% der Gastrinome und 95% der Karzinoide eine maRige
bis starke Expression von P-Akt.

Im Gegensatz zur Expression von Akt, wo sich keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den drei Tumorarten ergaben, zeigte sich bei P-Akt eine deutlich
geringere Anfarbung der Gastrinome als bei den Insulinomen und Karzinoiden.

Im Vergleich zur aktivierten Form von MAPK mit insgesamt eher schwacher
Expression fand sich bei P-Akt sowohl bei Insulinomen und Karzinoiden wie

auch bei Gastrinomen eine intensivere Farbung.

CREB

In fast allen Schnitten war eine intensive Kernfarbung der Tumorzellen
vorhanden. Eine maRig positive Farbung fand sich nur bei 5 von insgesamt 59
untersuchten Tumoren — bei 2 Insulinomen, 1 Gastrinom und 2 Karzinoiden. Eine
schwach positive Farbung war bei keinem der Schnitte festzustellen. Zwischen
den 3 Tumorarten zeigte sich kein Unterschied, eine starke Farbung fand sich bei
etwa 90% aller Schnitte (23 Insulinome, 13 Gastrinome und 18 Karzinoide). Im
Vergleich zu MAPK und Akt wurde CREB in allen NET deutlich starker
exprimiert, auch war hier nicht vor allem das Zytosol sondern der Kern intensiv
angefarbt.

Auch der Unterschied zum normalen Pankreasgewebe war hier am grofiten. Alle
untersuchten Tumoren wiesen eine deutlich starkere Farbung auf als die normalen

Pankreasschnitte.

P-CREB

Auch bei der phosphorylierten Form von CREB zeigte sich ganz (iberwiegend
eine starke, weniger hdufig eine maélige Expression. Etwa ein Drittel der
Karzinoide (6 von 20) war nur schwach angefarbt, bei Insulinomen 3 von 25.
Keines der Gastrinome wies eine schwach positive Farbung auf. Eine maRige
Farbung fand sich bei 4 Insulinomen, 7 Gastrinomen und 5 Karzinoiden, eine
starke Expression zeigte sich bei 18 Insulinomen, 7 Gastrinomen und 9
Karzinoiden. Im Gegensatz zur Expression von CREB, wo sich Kkeine
Unterschiede zwischen den drei Tumorarten ergaben, zeigte sich bei P-CREB eine
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etwas geringere Anfarbung der Karzinoide. Weiterhin waren im Vergleich zu
CREB in den Schnitten auch deutlich weniger Zellen bzw. Kerne angefarbt.
Insgesamt fand sich bei P-CREB jedoch eine deutlich starkere Expression als bei
den anderen beiden aktivierten Formen P-MAPK und P-Akt.
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Abbildung 8: Die unterschiedlich stark ausgeprégte Expression von MAPK, Akt und
CREB und deren aktivierten Formen in Insulinomen (A-N).
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Abbildung 9: Die unterschiedlich stark ausgeprégte Expression von MAPK, Akt und
CREB und deren aktivierten Formen in Gastrinomen (A-N).
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Abbildung 10: Die unterschiedlich stark ausgepragte Expression von MAPK, Akt und
CREB und deren aktivierten Formen in Karzinoiden (A-L).
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4 Diskussion

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumore (GEP-NET) stellen eine
heterogene Gruppe von Tumoren dar, deren molekulare Pathogenese groftenteils
unbekannt ist. Da die meisten GEP-NET nicht oder nur schlecht auf eine
Chemotherapie ansprechen, hat die Suche nach potentiellen molekularen
Angriffspunkten fur antineoplastische Substanzen an Bedeutung gewonnen
[Schnirer et al. 2003; Oberg 2003; Oberg und Eriksson 2005]. Vor diesem
Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit die Signaltransduktionsfaktoren
MAPK, Akt und der Transkriptionsfaktor CREB auf eine verstérkte Expression in
GEP-NET immunhistochemisch untersucht. Die Relevanz dieser Faktoren und
ihrer zugehorigen Signaltransduktionswege in Karzinomen wurde von zahlreichen

Autoren bereits beschrieben.

4.1 Normales Pankreasgewebe

Zunéchst wurde als Kontrolle die Expression oben genannter Faktoren und ihrer
aktivierten (phosphorylierten) Formen in normalem, gesunden Pankreasgewebe
untersucht.

Bei der Untersuchung auf MAPK und P-MAPK fand sich eine deutlich starkere
Anfarbung des endokrinen Teils in Vergleich zum restlichen Pankreas. Dieses
Ergebnis ist einleuchtend, da der MAPK-Signalweg unter anderem die Expression
und damit auch Transkription von Genen vermittelt, die fur Insulin kodieren. Die
Phosphorylierung von MAPK erfolgt gukoseabhéngig und flhrt ihrerseits
wiederum zur Aktivierung unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren [Khoo und
Cobb 1997].

Im Gegensatz dazu zeigten Akt und P-Akt eine relativ gleichméliiige Anfarbung
des gesamten Pankreas. Obwohl viele Autoren die Bedeutung von Akt in B-Zellen
beschrieben haben, insbesondere fiir Proliferation und Uberleben [Triimper et al.
2000; Wang et al. 2004], konnte hier kein Unterschied der Expression zwischen
endokrinem und exokrinem Teil nachgewiesen werden. Zu erwahnen ist jedoch
auch, dass so grundlegende Funktionen wie Zellwachstum und Uberleben auch in

allen anderen Zellarten von groRer Wichtigkeit sind.
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Der cAMP/PKA/CREB-Signalweg spielt ebenfalls eine zentrale Rolle in der
Genexpression und Funktion der p-Zellen [Hussain et al. 2006]. Dies spiegelte
sich auch in der Anfarbung auf CREB wider. Die Zellkerne der Inselzellen waren
maRig, wenige vereinzelte Kerne stark angefarbt. Es war eine deutlich schwachere
Expression in den Kernen des exokrinen Teils zu erkennen. Bei der Untersuchung

auf P-CREB fand sich nur eine sehr schwache, kaum beurteilbare Anféarbung.

4.2 INS-1 Zellen

Weiterhin wurden Zellen der differenzierten B-Zellinie INS-1 gezilichtet, bei
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (2,5 mM und 15 mM) inkubiert und
mit GLP-1 stimuliert. Nach entsprechender Verarbeitung erfolgte eine
immunhistochemische Untersuchung.

Es zeigte sich, dass sowohl MAPK, P-MAPK als auch Akt in INS-1 Zellen einer
glukoseabhangigen Stimulation unterliegen. Die bei hoher Glukosekonzentration
inkubierten Zellen zeigten im Vergleich zu denen bei niedriger Glukose
inkubierten eine deutlich starkere Anfarbung. Dieses Ergebnis stimmt tiberein mit
der Arbeit von Trumper et al. [2005]. Hier wurde eine GLP-1 stimulierte,
glukoseabhangige Aktivierung des MAPK- und Akt-Signalweg in INS-1 Zellen
mit Immunkomplex-Assays nachgewiesen.

Bei P-Akt fand sich nur eine sehr schwache Anférbung, ein eindeutiger
Unterschied zwischen niedriger und hoher Gukosekonzentration war nicht
erkennbar. Eine mdgliche Erklarung ist, dass der Fehler bei dem verwendeten
Antikorper selbst liegt, da sich viele der anderen untersuchten Praparate ebenfalls
nur schlecht anfarben liel3en.

Auch CREB unterlag einer glucoseabhéngigen Stimulation, Gbereinstimmend mit
den Ergebnissen von Trimper et al. [2001]. Insgesamt war die Farbung auf CREB
in INS-1 Zellen jedoch schwach und an der Grenze der Beurteilbarkeit, ganz
anders als bei den untersuchten Tumorpréparaten (s.u.).

Warum P-CREB keine bzw. nur eine sehr schwache, nicht beurteilbare Anfarbung
aufwies ist unklar. Interessanterweise war dies auch bei dem untersuchten
normalen Pankreasgewebe der Fall (s.0.). Aber ganz im Gegensatz zu diesen

Ergebnissen zeigten die meisten Tumorpréparate eine ganz eindeutige, méfig bis
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stark positive Expression sowohl von CREB als auch der phosphorylierten Form,
P-CREB (s.u.).

4.3 Expression von MAPK, Akt und CREB in GEP-NET

Nach den Vorversuchen an gesundem Pankreasgewebe und INS-1 Zellen wurden
Insulinome, Gastrinome und Karzinoide immunhistochemisch auf eine Expression
von MAPK, Akt und CREB untersucht.

4.3.1 MAPK

Eine erhohte MAPK-AKtivitdt konnte in Tumorzellinien von Pankreas, Kolon,
Lunge, Ovar und Niere nachgewiesen werden [Hoshino et al. 1999], ebenso wie
in Meningeomen [Mawrin et al. 2005], Prostatakarzinomen [Burger et al. 2006]
und Melanomen [Brose et al. 2002; Mirmohammadsadegh et al. 2007]. Darlber
hinaus verursachten erhohte MAPK-Level in verschiedenen Melanomzellinien
eine verminderte Sensitivitat gegenuber Chemotherapeutika
[Mirmohammadsadegh et al. 2007]. Die meist konstitutiv erhohten MAPK-Level
waren hdufig mit Ras- oder Raf-Mutationen vergesellschaftet [Hoshino et al.
1999; Brose et al. 2002; Davies et al. 2002].

Aber nicht in allen untersuchten Tumoren fand sich eine vermehrte Aktivierung
von MAPK. So zeigten zum Beispiel Zellinien von Osophagus, Magen, Leber und
hamatopoetischem Ursprung keine oder nur gering erhohte MAPK-AKktivitét
[Hoshino et al. 1999]. Weiterhin wurde in Merkelzell-Karzinomzellen eine
komplette Deaktivierung des MAPK-Signalweges festgestellt, was - im Gegensatz
zu den meisten anderen Karzinomen - hier essentiell fir das Uberleben des

Tumors war [Houben et al. 2007].

Auch in neuroendokrinen Tumoren scheint der MAPK-Signaltransduktionsweg
von Bedeutung zu sein. Tannapfel et al. [2005] konnten konstitutiv aktivierte, also
phosphorylierte MAPK in fast allen untersuchten GEP-NET nachweisen. Dabei

fand sich nur eine schwache Expression von P-MAPK in normalen Inselzellen.
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Genau umgekehrt verhielt es sich mit der nicht aktivierten Form, es zeigte sich
eine starke Farbung der normalen Inselzellen, aber nur eine schwache Expression
in dNETSs. Passend dazu wurde auch in der vorliegenden Arbeit eine maRige bis
starke MAPK-Expression in GEP-NET gefunden. Allerdings lieBen sich die
Ergebnisse nicht eins zu eins vergleichen. Neben der unterschiedlichen
Fragestellung der Arbeit von Tannapfel et al., bei der es hauptsachlich um
Mutationen des MAPK-Aktivators B-Raf ging, wurden in beiden Arbeiten
unterschiedliche Antikérper verwendet. Im Gegensatz zu der Arbeit von
Tannapfel et al. wurde hier ein p44/42 MAPK Antikérper benutzt, der sowohl
nicht phosphorylierte als auch phosphorylierte MAPK erkennt. Dementsprechend
fand sich eine insgesamt stdrkere Expression der nicht aktivierten und eine
schwéchere Anférbung der aktivierten Form. Zusammenfassend kann jedoch
festgehalten werden, dass die MAPK in GEP-NET im Vergleich zu normalen
Inselzellen verstarkt exprimiert wurde. In einem Kleineren Teil der GEP-NET
konnte auch eine vermehrte Aktivierung der MAPK nachgewiesen werden. Die
genauen molekularen Zusammenhénge erhéhter MAPK-Level in NET sind jedoch
bisher unklar. B-Raf Mutationen scheinen bei der Entstehung von GEP-NET
keine Rolle zu spielen [Tannapfel et al. 2005]. Weiterhin konnte in NET eine
Aktivierung von MAPK (uber B-Raf) durch die GTPase Rapl gezeigt werden
[Karhoff et al. 2007], aulRerdem wurden alternative Signalwege beschrieben. Eine
Inhibierung von Racl und Cdc42 (zwei GTPasen) fuhrte zu einer MAPK-
Aktivierung, an der Raf, MEK sowie auch PI3K und Akt beteiligt waren [Zugasti
et al. 2001].

4.3.2 Akt

Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges ist eine der h&ufigsten molekularen
Veranderungen in Karzinomen [Altomare und Testa 2005; Bellacosa et al. 2005].
In vielen Tumoren konnten Verluste des Tumorsuppressors PTEN, Erhéhung der
PI3K-Level und eine Uberexpression von Akt nachgewiesen werden [Datta et al.
1999; Khwaja 1999; Vivanco und Sawyers 2002]. Zudem flhrte eine anhaltende
Signaltransduktion tber den PI3K/Akt-Weg zu Resistenzen auf zytotoxische
Substanzen, Bestrahlung und EGF-Rezeptor-Inhibitoren [Dancey 2004; Altomare
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und Testa 2005]. Vor allem in Ovar-, Mamma-, Pankreaskarzinomen,
Kolonkarzinomen [Vivanco und Sawyers 2002] und Kkleinzelligen
Bronchialkarzinomen [Krystal et al. 2002] konnten Veranderungen der PI3K/Akt-
Signalkaskade identifiziert werden. Mutationen des PTEN-Gen waren sehr héufig
in Glioblastomen, Melanomen, Prostatakarzinomen und
Endometriumkarzinomen, nicht ganz so oft in  Mammatumoren,
Bronchialkarzinomen und Lymphomen zu finden [Cantley und Neel 1999].
AuRerdem vermuten einige Autoren einen Zusammenhang zwischen einer Akt-
Uberexpression und Aggressivitat bzw. Invasivitat von Tumoren [Bellacosa et al.
1995; Coffer et al. 1998; Mitsiades et al. 2004; Altomare und Testa 2005; Mawrin
et al. 2005].

Inwieweit der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg an der Bildung neuroendokriner
Tumoren beteiligt ist, ist noch weitgehend unklar. Allerdings konnte
nachgewiesen werden, dass Akt sowohl in INS-1 B-Zellen als auch in BON
Karzinoidzellen eine bedeutende Rolle in der Regulation von Proliferation,
Wachstum und Uberleben innehat [Triimper et al. 2000; von Wichert et al. 2000;
Wang et al. 2004] und damit wahrscheinlich auch mal3geblich an der Entstehung
von GEP-NET beteiligt ist.

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen die Vermutung nahe, dass der
PI3K/Akt-Signalweg zur Entstehung neuroendokriner Tumoren beitrdgt. Der
groRte Teil der untersuchten NET zeigte hohe Akt-Level und somit eine deutlich
starkere Akt-Expression als die als Referenz untersuchten normalen Inselzellen.
Im Gegensatz zu MAPK fand sich hier auch eine deutlich vermehrte Aktivierung
von Akt, bei Uber der Halfte der dNETs wurde P-Akt maRig bis stark exprimiert.
Es bleibt jedoch ungeklért, welche molekularbiologischen Verdnderungen der
Akt-Uberexpression zugrunde liegen. Daneben sollten sich Untersuchungen auf
einen moglichen Zusammenhang zwischen einer verstarkten Akt-Expression und
der Aggressivitat bzw. Invasivitdt von GEP-NET anschlieRen. Wie bei anderen

Tumoren auch konnte dies einen wichtigen Prognosefaktor darstellen.

51



4.3.3 CREB

Eine Uberexpression des Transkriptionsfaktors CREB konnte in unterschiedlichen
Tumoren nachgewiesen werden. Bei Mammakarzinomen [Sofi et al. 2003] und
Wachstumshormon-produzierenden Adenomen [Rosenberg et al. 2002] wurden
erhdhte CREB-Level als Folge von Verénderungen des cCAMP/PKA-Signalweges
beschrieben. Mukoepidermoid- und Warthin-Tumoren produzierten aufgrund
einer Translokation ein Fusionsionsprotein, das eine CREB-abhangige
Transkription induzierte [Wu et al. 2005]. Auch im Knochenmark von Patienten
mit akuter Leukamie wurde CREB vermehrt exprimiert [Crans-Vargas et al. 2002;
Shankar et al. 2005]. Hierbei war eine erhthte CREB-Expression mit einer
Persistenz der Krankheit, einem erhéhten Ruckfallrisiko und einem verminderten
ereignisfreien Uberleben assoziiert [Shankar et al. 2005]. Weiterhin kénnen auch
virale Onkoproteine wie das humane T-Zell Leukdmie-Virus (HTLV-1) und das
Hepatitis B-Virus (HBV) CREB aktivieren.

In einigen Tumoren wurden jedoch auch signifikant niedrigere CREB-Level
gefunden als in den korrespondierenden normalen Geweben und Andenomen, z.B.
in Nebennierenrindenkarzinomen [Peri et al. 2001; Rosenberg et al. 2003] und
Schilddriisenkarzinomen [Luciani et al. 2003].

Der cAMP-Signalweg ist in B-Zellen von grol3er Bedeutung fur die Zellfunktion,
Regeneration, Proliferation und die Verhinderung von Apoptose. Inwieweit
CREB jedoch an der Entstehung von GEP-NET beteiligt ist, ist bisher unbekannt.
Ein Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung an der Bildung von GEP-NET wurde
in einer Arbeit von Hussain et al. [2006] beschrieben. In M&usen mit einer CREB-
aktivierenden Mutation von CBP (Co-Aktivator von CREB) nahm die
Inselzellmasse zu und sowohl in vivo als auch in vitro zeigte sich eine verstéarkte
B-Zellproliferation. Im Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression eines dominant
negativen CREB  Analogons in  Inselzellen zu einer  erhdhten
Apoptosesuszeptibilitat.

Passend dazu untermauern die Ergebnisse dieser Arbeit den Verdacht, dass CREB
eine Rolle bei der Entstehung von GEP-NET spielen konnte. Fast alle
untersuchten Tumorgewebe zeigten eine starke Expression von CREB, eine nur

schwache Anférbung fand sich nicht. Daneben konnte auch eine vermehrte
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Aktivierung von CREB nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung auf P-CREB
waren zwar insgesamt etwas weniger Zellen angefarbt, trotzdem zeigte sich eine
uberwiegend starke Anfarbung. Im Vergleich zu den anderen getesteten Faktoren
fand sich bei CREB die deutlichste bzw. starkste Expression und Aktivierung.
Unklar ist jedoch, auf welche Weise CREB hier aktiviert wird und welche
flussabwaérts gelegenen Zielgene beteiligt sind. Da CREB uber verschiedene
Signalwege phosphoryliert werden kann [Lonze und Ginty 2002] und die
Transkription von mehr als 4000 Zielgenen induziert [Zhang et al. 2005], missen
sich weitere intensive Untersuchungen anschlieRen. Eine therapeutische Blockade
von CREB selbst scheint nicht sinnvoll, da dieser Transkriptionsfaktor eine
zentrale Stellung in vielen physiologischen Prozessen einnimmt. Die komplette
Unterbrechung der CREB-Funktion in Mausen war nicht mit dem Leben
vereinbar, bei inkompletter Unterbrechung ergaben sich unterschiedliche
pathologische Zustdnde [Rudolph et al. 1998]. Weiterhin wird vermutet, dass
CREB nur im Zusammenspiel mit anderen Aktivatoren die Bildung von Tumoren

induzieren kann [Conkright und Montminy 2005].

Signaltransduktionskaskaden sind oft in Form von Netzwerken miteinander
verbunden und konnen so zu einer Modulierung verschiedener Signale fiihren
[Bhalla und lyengar 2001]. Auch Interaktionen von MAPK-Kaskade, Akt-
Signalweg und CREB in INS-1 B-Zellen wurden beschrieben: eine Inhibierung
von PKA/CREB durch Komponenten des MAPK-Signalweges; eine Aktivierung
der MAPK-Kaskade durch PI3K und PKA sowie eine Aktivierung des Akt-
Signalweges durch MAPK und PKA [Trimper et al. 2002].

Ungekléart bleibt die Frage, ob und wie der MAPK-, PI3K/Akt-Signalweg und
CREB bei der Entstehung von GEP-NET zusammenspielen. Festzuhalten ist
jedoch, dass jeder der untersuchten Signalwege vielversprechende mdgliche

Angriffspunkte fur antineoplastische Substanzen bieten kénnte.
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4.3.4 Unterschiede zwischen Insulinomen, Gastrinomen und
Karzinoiden hinsichtlich der Expression von MAPK, Akt und
CREB

Bei getrennter Betrachtung von Insulinomen, Gastrinomen und Karzinoiden
fanden sich nur geringe Unterschiede beziglich der Expression und Aktivierung
der untersuchten Faktoren. Die Insulinome zeigten im Vergleich zu den anderen
beiden Tumorarten bei einem Kkleineren Anteil der Préparate eine starke
Anfarbung auf MAPK. Bei Gastrinomen war vermehrt eine nur schwache
Expression von P-Akt nachzuweisen, bei Karzinoiden war dies bei P-CREB der
Fall. Insgesamt zeigten sich jedoch bei allen drei untersuchten Tumorarten sehr
ahnliche Expressionsmuster. Aufgrund der geringen Fallzahl lassen die oben
erwahnten Beobachtungen auch keine Riickschliisse auf etwaige Unterschiede
zwischen den verschiedenen GEP-NET zu. Weiterhin muss angemerkt werden,
dass es wegen der geringen Anzahl von Tumorpréparaten ebenfalls nicht méglich
war, zwischen Lokalisation der Tumoren, Aggressivitat/Invasivitat und
funktionellem Status zu differenzieren. Daneben machte es das Alter der
Paraffinblocke (die Gewebeproben stammen aus den Jahren 1983 bis 2000) sehr
schwierig, zusatzliche Informationen wie klinische Symptome der Patienten,
Ursprungslokalisation des Tumors und TNM-Stadium in die Bewertung

einzubringen.

Zusammenfassend konnte die vermehrte Expression von MAPK, Akt und CREB
in  verschiedenen gastroenteropankreatischen  neuroendokrinen  Tumoren
immunhistologisch nachgewiesen werden. Alle untersuchten Faktoren und ihre
stromabwarts liegenden Substrate stellen somit vielversprechende potentielle
Angriffspunkte fur neue antineoplastische Substanzen dar. In welchem Malie der
MAPK-, PI3K/Akt-Signalweg und CREB bei der Tumorentstehung beteiligt sind

bzw. zusammenspielen bleibt zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die molekulare Pathogenese von gastroenteropankreatischen neuroendokrinen
Tumoren (GEP-NET) ist groftenteils unbekannt. Im Gegensatz zu vielen anderen
Tumoren kommen in GEP-NET Mutationen in klassischen Onkogenen wie Ras,
myc, Fos, Src und Jun oder Tumorsuppressorgenen wie p53 und dem
Retinoblastomsuszeptibilitdtsgen nicht vor. In vielen Tumoren wurde eine
vermehrte Aktivierung von zelluldren Signaltransduktionswegen festgestellt, die
vor allem das Wachstum, die Proliferation und die Differenzierung von Zellen
regulieren und die Apoptose inhibieren. Sowohl die MAPK-Signalkaskade, der
P13K/Akt-Transduktionsweg als auch der Transkriptionsfaktor CREB vermitteln
eben diese Funktionen. Die Behandlungsoptionen von GEP-NET, insbesondere
bei bereits erfolgter Metastasierung, sind limitiert. Daher stellen die Komponenten
oben genannter Signaltransduktionswege und ihre stromabwarts liegenden
Substrate vielversprechende potentielle Angriffspunkte fur antineoplastische

Substanzen dar.

Ziel dieser Arbeit war es, GEP-NET (Insulinome n=25, Gastrinome n=14,
Karzinoide n=20) auf eine vermehrte Expression und Aktivierung der
Signaltransduktionsfaktoren MAPK (als Bestandteil des MAPK-Signalweges),
Akt (als Komponente der PI3K/Akt-Transduktionskaskade) und des
Transkriptionsfaktors CREB immunhistologisch zu untersuchen.

Die Mehrzahl der Tumoren zeigte im Vergleich zu dem als Referenz untersuchten
normalen Pankreasgewebe eine deutliche Uberexpression sowohl von MAPK,
Akt als auch CREB. Daneben konnte eine verstarkte Aktivierung dieser Faktoren,
insbesondere von CREB und AKkt, nachgewiesen werden. Bei getrennter
Betrachtung von Insulinomen, Gastrinomen und Karzinoiden fanden sich keine
eindeutigen Unterschiede bezuglich der Expression und Aktivierung der

untersuchten Faktoren.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass MAPK, Akt und CREB sowie
die beteiligten Signaltransduktionswege zur Entstehung neuroendokriner Tumoren
beitragen. Die genauen molekularen Zusammenhénge sind jedoch unklar. Auch in
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welchem Malke der MAPK-, PI3K/Akt-Signalweg und CREB bei der

Tumorentstehung beteiligt sind bzw. zusammenspielen bleibt zu untersuchen.

Summary

The molecular pathogenesis of gastro-entero-pancreatic tumors (GEP-NET) is for
the most part unknown. Unlike in other tumors typical mutations in classic
oncogenes like Ras, myc, Fos, Src and Jun or tumor suppressor genes like p53 and
retinoblastoma susceptibility gene are not frequent in GEP-NET. In many tumors
there has been detected the activation of cellular signal transduction pathways
which mainly regulate growth, proliferation and differentiation of cells as well as
inhibiting apoptosis. These functions are mediated by the MAPK pathway, the
P13/Akt pathway and the transcription factor CREB.

Treatment options of GEP-NET are limited, especially when the tumor has
already metastasized. Therefore the components of these signaling pathways and
their downstream substrates present promising potential targets for antineoplastic

drugs.

The goal of this work was to immunohistochemically examine GEP-NET
(insulinomas n=25, gastrinomas n=14, carcinoids n=20) concerning an increased
expression and activation of MAPK (as part of the MAPK pathway), Akt (as part
of the PI3/Akt pathway) and the transcription factor CREB.

In comparison to the normal pancreas tissue most of the tumors showed a clear
overexpression of MAPK, Akt and CREB. Besides there was detected an
increased activation of these components, particularly of Akt and CREB.
Assessing insulinomas, gastrinomas and carcinoids separately there were no
significant differences in the expression and activation of MAPK, Akt and
CREB.The results of this work suggest that MAPK, Akt and CREB as well as the
involved signaling pathways contribute to the development of neuroendocrine
tumors. The exact molecular implications remain unclear. Also to which extend
the MAPK and Akt pathways and CREB are involved and interact in the

development of tumors remains to be investigated.
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7 Anhang

7.1 Verwendetes Material

7.1.1 Chemikalien

Aqua dest.

3,3’ Diaminobenzidin-
tetrahydrochlorid Dihydrat (DAB)

Di-Natriumhydrogenphosphatlsg. 1/15 M

Ethanol

Formalin 10% v/v

Hamalaun

Kaliumdihydrogenphosphatlsg. 1/15 M

Methanol

Methylbenzoat

Natriumchlorid

Natronlauge 1N

Salzséure 1N

Serum-Albumin vom Rind (BSA)

TRIS

Wasserstoffperoxid 30%

Xylol

Zitronensaure-Monohydrat

7.1.2 Kits, Antikorper
ABC- Kit
AKT Antibody
CREB Antibody
p44/42 MAP Kinase Antibody
Phospho-AKT (Ser473) Antibody (IHC specific)
Phospho-CREB (Ser133) Antibody
Phosho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204)
Antibody
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Fresenius

Fluka
Merck
Roth

J.T. Baker
Chroma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
DADE Behring
Roth
Merck
Merck
Merck

Vector Laboratories
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling

Cell Signaling



7.1.3 Verbrauchsmaterial und wiederverwendbares Material

Deckglaser

DePeX

Farbegestell

Film EPY 64T
Kolbenhubpipetten
Kuvetten
Magnetrihrer
MeRbecher
Mikrotom blades S35
Objekttrager

Paraffin (Gewebeeinbettmittel)
Rundfilter
Standkuvetten

7.1.4 Gerate
Brutschrank 37°C
Brutschrank 40°C
Brutschrank 60°C
Einbettstation
Feinwaage

Feuchte Kammern
Heizplatte

Labofuge 400e
Mikroskop Vamox AHBT3
Mikroskop BH-2
Mikrotom RM 2155
Mikrowelle
pH-Meter 761
Waage

Wasserbad

Vortex
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Menzel
Serva
Hecht
Kodak
Eppendorf
Hecht
Heidolph
Brand
Feather
Menzel
Vogel
Schleicher & Schuell
Brand

Heraeus
Heraeus
Heraeus
Reichert-Jung
Mettler
Kobe
Medax
Heraeus
Olympus
Olympus
Leica
Bosch
Knick
Sartorius
Medax
Heidolph



7.1.5 Zellkultur

Aprotinin

Benzamidine
Calciumchlorid-Dihyrat
Ciprobay 200

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat
Fetales bovines Serum (FBS)
Glycerol

Hepes Buffer Solution 1M
Leupeptin

Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol 50mM
Natriumfluorid
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, in Ethanol geldst)
RPMI 1640 mit L-Glutamin
Sodium chloride

Sodium orthovanadate

Sodium pyrophosphate

Sodium pyruvate solution 200mM
Triton X-100

7.2 Herstellung der bendétigten Chemikalien

Herstellung von Lysisbuffer:
50 mM Hepes Buffer
140 mM Natriumchlorid
1 mM Magnesiumchlorid
1 mM Calciumchlorid
10 mM Natriumpyrophosphat
100 mM Natriumfluorid
2 mM ETDA
10 % Glycerol
1% Triton X-100
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Sigma

Sigma

Merck

Bayer

Roth

DADE Behring
Sigma

PAA Laboratories
Sigma

Sigma

Invitrogen

Sigma

Sigma

Cambrex

Sigma

Sigma

Sigma

PAA Laboratories
Sigma



2 mM Natriumorthovanadat
2 mM PMSF

100uM Aprotinin

100uM Leupeptin

10 mM Benzamidin

Herstellung des Citratpuffers (pH 6):
Losen von 2,1g Zitronensaure-Monohydrat in 1000 ml Aqua bidest., dann pH-
Einstellung auf 6 mit 1N Natronlauge

Herstellung des PBS-Puffers (pH 7,4):
a) Zu 214 ml 1/15 M Kaliumdihydrogenphosphatlésung 536 ml 1/15 M di-
Natriumhydrogenphosphatldsung geben
b) Darin 45g Natiumchlorid I6sen
c) 4250 ml Aqua bidest. zugeben
d) Einstellen auf pH 7,4 mit 1 N Natronlauge

Herstellung von BSA (Bovines Serum-Albumin):
100 mg BSA in 20 ml PBS-Puffer auflésen

Herstellung von TBS-Puffer (pH 7,6):
a) Abmessen von 2887,5 ml Aqua bidest.
b) 112,5 ml HCI zugeben
c) 18,165 g TRIS und 26,20 g NaCl zugeben und auflésen
d) Einstellen auf pH 7,6 mit HCI

Herstellung von DAB:
a) 200 mg 3,3 Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid abwiegen (unter Abzug)
b) 200 ml TBS-Puffer zugeben, schitteln, 2x filtrieren
c) 100 pl H20: in eine Kivette pipettieren
d) DAB-Mischung dazugeben
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7.3 Tabellarischer Lebenslauf

Die Seiten 76-77 (Lebenslauf) enthalten personliche Daten. Sie sind deshalb nicht
Bestandteil der Online-Veroffentlichung.
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