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Einleitung

A Einleitung

1. Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumore (GEP-NETs)

GEP-NETs sind seltene Tumore, die aus Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems
des Gastrointestinaltraktes oder Pankreas entstehen. Die Bezeichnung neuroendokrin ist
auf die phianotypische Verwandtschaft mit neuralen Zellen beziiglich der Expression von
Proteinen wie Synaptophysin, neuronenspezifische Enolase und Chromogranin A
zurickzufihren. Gegenwirtig sind mindestens 15 verschiedene endokrine Zelltypen in
Pankreas und der Mucosa des Gastrointestinaltraktes bekannt.

Es werden zwei Hauptkategorien der GEP-NETSs unterschieden: gut differenzierte und
schlecht/wenig differenzierte Tumoren. Die beiden Kategorien unterscheiden sich stark
in der Expression von Tumormarkern wie Chromogranin A, in der histologischen
Morphologie und in ihrem klinischen Verhalten.

Die GEP-NETS werden in funktionell aktive und inaktive Tumoren unterteilt, wobei die
nicht-aktiven bzw. nicht-funktionellen Tumoren wesentlich haufiger sind. Die funktionell
aktiven Tumoren kénnen durch die produzierten Polypeptide und Amine eine Vielzahl an
klinischen Symptomen hervorrufen. Zu den hiufigsten funktionell aktiven GEP-NETs
zihlen Serotonin-produzierende NETSs, Insulinome und Gastrinome. Bei Serotonin-
produzierenden NETSs stehen Diarrhéen und Koliken im Vordergrund, bei Insulinomen
schwere Hypoglykimien und bei Gastrinomen mit Zollinger-Ellison-Syndrom
therapierefraktire peptische Lasionen. Wesentlich seltenere funktionell aktive GEP-NETSs
sind VIPome, Glukagonome, Somatostatinome sowie die extrem seltenen GRFome
(Growth-hormone-releasing - hormone) und ACTHome (Adrenokortikotropes Hormon).
VIPome sezernieren Vasoaktives Intestinales Peptid, welches ein Verner-Morrison-
Syndrom mit wissriger Diarrh6, Hypokaliamie und Achlorhydrie auslost. Glukagonome
fallen durch ein migratorisches nekrolytisches Exanthem bei milder diabetischer
Stoffwechsellage und Gewichtsverlust auf. Somatostatinome verursachen einen
Symptomkomplex aus Cholelithiasis, Diabetes, Steatorrthé und Achlorhydrie (Rindi et al.
2000; Calender 2000; Delle Fave und Cotleto 2001; Rindi und Bordi 2003; Rindi und
Kloppel 2004).

In dieser Arbeit wurden Serotonin-produzierende NETSs, Insulinome und Gastrinome

untersucht.
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Tabelle 1: Gastrointestinale neuroendokrine Tumorsyndrome

Bezeichnung  Sezernierte Inzidenz! Tumortlokalisation Malignitit Assoziation Hauptsymptome
biologisch (%) mit MEN-1
aktive Peptide (%)
1. gesicherte spezifische funktionelle Syndrome
Karzinoidtumor
Karzinoid- Serotonin, 0,52 Mitteldarm (75-87%)  95-100 selten Diarrhé,
Syndrom evtl. Vorderdarm (2-33%) Hitzewallungen,
Tachykinine, Hinterdarm (1-8%) Schmerzen,
Motilin, Unbekannt (2-15%) Asthma, Herz-
Prostaglandine erkrankungen
Pankreatischer endokriner Tumor
Zollinger- Gastrin 0,5-1,5 Duodenum (70%) 60-90 20-25 Schmerzen,
Ellison Pankreas (25%) Diarrho,
Syndrom Andere Orte (5%) 6sophageale
Symptome
Insulinom Insulin 1-2 Pankreas (>99%) <10 4-5 Hypoglykidmische
Symptome
VIPom Vasoaktives 0,05-2 Pankreas (90%, 40-70 6 Diarrho,
(Vernet- intestinales Erwachsene) Hypokalidmie,
Morrison- Peptid Andere (10%, neural, Dehydrierung
Syndrom), adrenal,
WDHA petiganglionir)
Glukagonom Glukagon 0,01-0,1  Pankreas (100%) 50-80 1-20 Exanthem,
Glukoseintoleranz,
Gewichtsverlust
Somato- Somatostatin  selten Pankreas (55%) >70 45 Diabetes mellitus,
statinom Duodenum-Jejunum Cholelithiasis,
(44%) Diarrhé
2. keine funktionellen Symptome
Ppom/nicht keine 1-2 Pankreas (100%) <60 18-44 Gewichtsverlust,
funktionell Abdominelle
Raumforderung,
Schmerzen

Modifiziert nach:(Jensen et al. 2002), Tabelle 93-2

Vorderdarm: Lunge und Bronchus, Thymus, Magen, Pankreas und proximales Duodenum
Mitteldarm: distales Duodenum, Jejunum, Ileum, Appendix und Kolon ascendens

Hinterdarm: Kolon transversum und descendens, Rektum
MEN:-1: multiple endokrine Neoplasien Typ 1; VIPom: Tumor, der vasoaktives intestinales Peptid produziert;
WDHA: watery diarrhea, hypokalaemia and achlorhydria syndrome; Ppom: Tumor, der pankreatisches

Polypeptid produziert

Zu ': Neu-Erkrankungen/10¢ Einwohnet/Jahr
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1.1. Serotonin-produzierende neuroendokrine Tumore (,,Karzinoide*)

Die WHO-Klassifikation von 2000 teilt die mit dem friher oftmals missverstindlichen
Begriff ,, Karzinoid* beschriebenen Tumoren in drei Gruppen ein (WHO Classification of
Tumours 2000):

la Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor (Synonym: Karzinoid): benignes
Verhalten oder fragliche Dignitat

1b Hoch differenziertes neuroendokrines Karzinom (Synonym: malignes Karzinoid):
niedrigmaligne

2 Niedrig differenziertes neuroendokrines Karzinom: hochmaligne

Trotz dieser neuen Klassifikation wird hiufig noch eine klinische Finteilung in Tumore
von Vorderdarm (Lunge und Bronchus, Thymus, Magen, Pankreas und proximales
Duodenum), Mitteldarm (distales Duodenum, Jejunum, Ileum, Appendix und Kolon
ascendens) und Hinterdarm (Kolon transversum und descendens, Rektum) benutzt
(Oberg 2003; Oberg 2005).

Die  Serotonin-produzierenden NETs nehmen ihren Ursprung von den
enterochromaffinen (EC) Zellen. Bevorzugte Pridilektionsstellen sind Appendix, Rektum,
Bronchus und Lunge sowie unterer Dinndarm. Karzinoide produzieren unterschiedliche
Mengen an Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HAT), welches in 2 Schritten abgebaut
wird und dann als 5-Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA) direkt im Urin nachweisbar ist
(Kulke und Mayer 1999).

Kiinike

Die Patienten mit jejuno-ilealen Karzinoiden prisentieren sich am haufigsten mit
intermittierenden krampfartigen Bauchschmerzen, welche auf eine intermittierende
intestinale Obstruktion hinweisen. Karzinoidtumoren von Duodenum, Magen und
Rektum werden hiufig als Zufallsbefunde bei einer Endoskopie gefunden. Die Mehrzahl
der appendizitischen endokrinen Tumoren wird zufillig in appendektomierten
Exemplaren gefunden, das Karzinoidsyndrom ist bei appendizitischen Karzinoiden
extrem selten und fast immer mit Metastasen (v. a. in regionalen Lymphknoten und der
Leber) verbunden (WHO Classification of Tumours 2000).

Das Vollbild des so genannten Karzinoid-Syndroms umfasst aufgrund der
physiologischen Wirkungsweisen von Serotonin Diarrhéen mit Malabsorption,
Hitzewallungen mit Flush (tiefe Rétung von Kopf und Oberkérpers), Stimulation der

intestinalen Motilitdt bis hin zu intraabdominellen Krimpfen, Ubelkeit und Erbrechen
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sowie bei einem Befall des Bronchialsystems Giemen bzw. Asthma. Hinzu kommen eine
fibrése Verdickung von Endokard und Rechtsherzklappen. Dieses Vollbild ist allerdings
nur bei ausgedehnter Lebermetastasierung vorhanden, da das Serotonin ansonsten in der
Leber verstoffwechselt und inaktiviert wird (Kulke und Mayer 1999).

Diagnose und Therapie

Nach der Uberpriifung von 5-HIAA im Urin (bei Tumorpatienten deutlich erhoht) und
Lokalisationsdiagnostik ~ mittels ~ Sonographie  (transabdominell,  endoskopisch,
intraoperativ), CT, MRT und Somatostatinrezeptor-Szintigraphie ist die komplette
chirurgische Resektion Therapie der Wahl. Ist eine kurative chirurgische Behandlung nicht
moglich, kommen  Radiofrequenzablation, = Chemoembolisation,  Lasertherapie,

Somatostatinanaloga und Chemotherapie zum Einsatz (Oberg 2003).

1.2. Insulinome

Insulinome sind mit etwa 40-70% die hdufigsten aktiven Tumoren des endokrinen
Pankreas und nehmen ihren Ursprung von den insulinproduzierenden 3-Zellen (Kléppel
2003). Sie liegen in Gber 99% der Fille im Pankreas und sind in der Regel klein (1-2 cm)
und benigne. Die Mehrheit der Insulinome entsteht sporadisch und die Patienten sind im
Durchschnitt 50 Jahre alt (Pelengaris und Khan 2001). Bei etwa 6% der Patienten ist mit
dem Vorliegen multipler Insulinome zu rechnen und weitere 6% entstehen im Rahmen
einer Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1 (MENT). Maligne Insulinome werden bei ca.
5-10% der Patienten beobachtet, sie sind generell groBer als 2 cm und durch ein
frihzeitiges Auftreten von Metastasen (v.a. in der Leber) gekennzeichnet (Kloppel 2003).
Kiinike

Das Krankheitsbild ist durch die Hypoglykdmie charakterisiert. Die Patienten leiden unter
typischen hypoglykimischen  Anfillen mit  Verwirrung, Kopfschmerzen,
Orientierungsstorungen, Sehstérungen sowie Schwitzen und Tremor.

Diagnose und Therapie

Zum Nachweis dient ein Hungerversuch unter kontrollierten klinischen Bedingungen,
wobei bei der Mehrzahl der Patienten die Zeichen der Hypoglykimie bereits in den ersten
24 Stunden auftreten. Beweisend gelten Blutzuckerwerte unter 40mg% bei erhéhten
Nichternseruminsulinwerten sowie erhohtem C-Peptid. Wie bei den Serotonin-
produzierenden NETs ist nach der Lokalisationsdiagnostik mittels Sonographie

(transabdominell, endoskopisch, intraoperativ), CT und MRT die komplette chirurgische
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Resektion Therapie der Wahl. Ist eine kurative chirurgische Behandlung nicht mdglich,
kommen Radiofrequenzablation, Chemoembolisation, Lasertherapie und Chemotherapie
zum Finsatz. Bei inoperablen Tumoren lisst sich die Insulinsekretion mithilfe von

Diazoxid oder des Somatostatinanalogons Octreotid medikamentés hemmen.

1.3. Gastrinome

Gastrinome gehen von den G-Zellen aus und sind vorwiegend in Duodenum und
Pankreas bzw. im so genannten ,,Gastrinom- Dreieck® (Begrenzungen: Einmiindung des
Ductus cysticus in den Ductus hepaticus communis kranial, Flexura duodeni inferior
kaudal und Ubergang von Pankreashals in —kopf dorsal) lokalisiert. Mehr als 50% treten
multipel auf, ca. 60-90% sind maligne mit Metastasen in regionalen Lymphknoten und
Leber und haben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in die Umgebung infiltriert. Duodenale
Gastrinome kommen entweder sporadisch oder assoziiert mit einer MENT vor. Die
MENT1 assoziierten Gastrinome treten im Gegensatz zu den sporadischen Gastrinomen
gewohnlich multipel und fast nur im Duodenum auf (Donow et al. 1991).

Kiinike

Die typische klinische Manifestation ist das Zollinger-Ellison-Syndrom (ZES), welches aus
der Trias Pankreastumor, peptisches Ulkus des oberen Gastrointestinaltraktes und
Hypersekretion des Magens besteht. Die Hypergastrindmie, die von den autonomen
Neoplasmen ausgeht, fihrt zu einer Stimulierung der Parietalzellen des Magens mit
Wachstum der Magenmukosa, Parietalzellhyperplasie und exzessiver Salzsdureproduktion.
In 90-95% bestehen rezidivierende Ulzera im Bulbus duodeni. So ist die haufigste
klinische Manifestation auch das Auftreten peptischer Lisionen, etwa 0,1% aller
Ulkuspatienten haben ein ZES. Die zweithdufigste klinische Manifestation ist eine
Diarthé in 30% der Fille Durch die Salzsiuretberproduktion kommt es zur
Schleimautreizung und Motilitatssteigerung des Diinndarms mit Diarrthéen (Kl6ppel
2003).

Diagnose und Therapie

Als Nachweis dienen ein erhchter basaler Gastrinspiegel (>15 mEq/1 bei Patienten ohne
Ulkuschirurgie), eine erhohte Nichternhypergastrindmie von > 100pg/ml sowie ein
weiterer Anstieg von Gastrin um tber 100% im Provokationstest mit Sekretin (Norton

2005). Lokalisationsdiagnostik und Therapie entsprechen dem Vorgehen bei Serotonin-
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produzierenden NETs und Insulinomen. Zur Linderung der Symptome bei funktionell

aktiven und nicht operablen Tumoren dienen vor allem Protonenpumpenihibitoren.
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2. Molekulare Genese von GEP-NET's

Die Mehrheit der GEP-NETS treten als nicht-familidre, also sporadische Tumore auf; sie
konnen aber auch als Teil eines komplexen familidren Syndroms auftreten (Leotlela et al.
2003). Hierzu gehoren als bekannteste die Multiple Endokrine Neoplasien Typ 1 (MENT)
sowie drei Phakomatosen: das von-Hippel-Lindau-Syndrom, die Neurofibromatose Typ 1
(Morbus Recklinghausen) und die Tuberose Sklerose (Morbus Bourneville-Pringle)
(Calender 2000).

Sporadische GEP-NETSs weisen weder Verinderungen der Onkogene src, ras, myc, fos,
jun noch der Tumorsuppressorgene p53 und retinoblastoma susceptibility gene auf (Rindi
et al. 2000; Delle Fave und Cotleto 2001). Die Wachstumsfaktoren TGF (transforming
growth factor), PDGF (platelet derived growth factor), FGF (fibroblast growth factor)
und IGF-I (insulin-like growth factor I) sind zwar in die autokrine Stimulation von
Tumorzellen involviert, aber auch fiir diese Gruppe konnte kein Zusammenhang mit der
Pathogenese von GEP-NETSs hergestellt werden (Delle Fave G. und Corleto 2001). Die
hiufigsten chromosomalen Abberationen in pankreatischen endokrinen Tumoren sind
Gewinne an Chromosom 7 und 20 sowie Verluste an Chromosom 2, 6q, 21q und Y. In
gastrointestinalen Karzinoiden sind die hdufigsten chromosomalen Abberationen
Gewinne an Chromosom 17 und 19 und ein Verlust an Chromosom 18 (Zikusoka et al.
2005). Vorderdarm NETs zeigen hdufig Deletionen und Mutationen des MEN1-Gens
wihrend Mitteldarm NETs wie Karzinoide selten im Rahmen einer MEN-1 auftreten und
dagegen hiufiger Verluste der Chromosomen 18, 11q und 16q zeigen. Hinterdarm NET's
exprimieren haufig TGFa und den EGF Rezeptor. In Lungen-NETs ist der Verlust von
Chromosom 3p die haufigste Verinderung und der Verlust von 5g21 und p53
Mutationen sind mit aggressiveren Tumoren und einer schlechteren Ubetlebensrate
assoziiert (Leotlela et al. 2003). Eine Variante des Hitzeschockproteins 70 (Hsp70) wurde
in NETs identifiziert, aber nicht in normalen Pankreasinseln. CDX-2 ist ein fur
intestinales Epithel typisches homeodomain Protein. Homeodomain Proteine spielen eine
wichtige Rolle in der regionalen Zuordnung von Geweben, der Organogenese und der
Zelldifferenzierung. Von CDX-2 wurden im Vergleich zu extraintestinalen NETs hohe
Levels in intestinalen NETs nachgewiesen (Oberg 20052). Eine Uberexpression von
Cyclin D1 wurde in 43% der PETSs gefunden, es zeigte sich jedoch keine Korrelation mit
einem spezifischen Tumortyp (Rindi und Bordi 2003).

Alle beschriebenen Untersuchungen zeigen mogliche Tumorentstehungsmodelle fir die

sporadischen GEP-NETs auf, es konnten aber noch keine Veridnderungen in Onkogenen
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oder Tumorsuppressorgenen postuliert werden. Die molekulare Pathogenese von

sporadischen GEP-NETs ist also bisher weitgehend ungeklart.

Tabelle 2: Genetische Syndrome, die mit einer erhéhten Inzidenz neuroendokriner Tumoren (NET)

assoziiert sind

Syndrom Lokalisation der Entitit NET /Hiufigkeit
Genmutation und des
Genproduktes
MENI1 11q13 (kodiert Menin) 80-100% entwickeln PET
(nicht funktionell > Gastrinom
> Insulinom)
Von-Hippel-Lindau-Syndrom ~ 3p25 12-17% entwickeln PET (fast
immer nicht funktionell)
Neurofibromatose Typ 1 17q11.2 (kodiert Duodenale Somatostatinome
Neurofibromin) (meist nicht funktionell), selten
Insulinome, Gastrinome
Tuberdse Sklerose 9q34 (TSC1, kodiert Entwickeln selten PET (nicht
Hamartin) tunktionelle und funktionelle

16p13 (TSC2, kodiert Tuberin) [Insulinom, Gastrinom)])

Modifiziert nach:(Jensen et al. 2002), Tabelle 93-5

PET= pankreatische endokrine Tumoren

2.1. Multiple endokrine Neoplasien (MEN)

Die MEN1 (Wermer-Syndrom) ist durch das gemeinsame Auftreten endokriner
Zellproliferation ~ (Hyperplasie oder Adenom) der Nebenschilddriisen, des
Pankreas/Duodenum und der Hypophyse charakterisiert. Bei 60% der Patienten tritt das
Syndrom familidr auf (Mignon 2000). Ungefihr ein Drittel aller der pankreatischen NETs
ist mit MENT1 assoziiert. Dieses sind vor allem Gastrinome und nicht-funktionelle
Tumore und seltener Insulinome (Rindi et al. 2000). Die im Rahmen einer MEN1
auftretenden pankreatischen Gastrinome auf sind allerdings wesentlich seltener als
duodenale Gastrinome (Donow et al. 1991).

Die MENT1 wird autosomal-dominant vererbt. Das MEN1-Gen liegt auf Chromosom
11q13 und kodiert das Tumorsuppressorprotein Menin (Rindi und Bordi 2003). Menin
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interagiert mit einer Reithe von Proteinen, die in die Transkriptionskontrolle (die AP1
Transkriptionsfaktoren JunD und cJun sowie Proteine der Nuklear Faktoren (NF)-
kappaB Familie) und die Kontrolle der genomischen Stabilitit eingreifen (Leotlela et al.
2003).

Bei den Patienten mit MENT ist eine vererbte Keimzellmutation des MEN1-Gens mit
Funktionsverlust des somatischen Allels assoziiert. Dem zugrunde liegt entweder eine
chromosomale Deletion (loss of heterozygosity =LLOH) oder eine Punktmutation (Rindi und
Bordi 2003). Dariiber hinaus wurde LOH von Chromosom 11q13 auch bei ungefihr 60%
von sporadischen Vorderdarm- NETs und pankreatischen Inselzelltumoren (Gastrinome,
Insulinome, VIPome und Glukagonome) gefunden (Leotlela et al. 2003).

Die MEN2 wird noch einmal unterteilt in MEN2A (Sipple Syndrom) und MEN2B
(Gotlin Syndrom). Beiden gemeinsam sind medullire Schilddriisenkarzinome (MTC) und
Phiochromozytome.  Zum  MEN2A-Komplex  gehort  zusitzlich — primirer
Hyperparathyreoidismus, zum MEN2B-Komplex Schleimhautneurinome,
Skelettanomalien (marfanoider Habitus) und intestinale Ganglioneuromatose (Calender
2000). Die MEN2 wird autosomal dominant vererbt. Das RET-Protoonkogen auf
Chromosom 10q11-2 kodiert fir einen transmembraniren Tyrosinkinase (TK) Rezeptor.
Der Rezeptor wird durch Missense-Mutationen aktiviert, die entweder die extrazellulire
Dimerisationsdomine oder intrazellulire TK-Katalysatorregionen betreffen. In beiden
Fallen wird der Rezeptor ohne Finfluss seiner natirlichen Liganden aktiviert. Die
MENZ2B Punktmutation verindert die Substratspezifitit der RET-TK Domaine zugunsten
intrazellulirer =~ Substrate und induziert auf diese Weise einen abnormalen
Signaltransduktionsweg (Calender 2000). Bisher ist keine Assoziation zwischen GEP-

NETs und MEN2 bekannt.

2.2. Von-Hippel-Lindau (VHL) Syndrom

Auch dieses Syndrom wird autosomal- dominant vererbt und ist durch das gemeinsame
Auftreten von Nierenzellkarzinom, retinalem und/oder zerebellitem Himangioblastom,
Phiochromozytom  und  zystischen und/oder endokrinen  Pankreastumoren
gekennzeichnet. Das VHL-Gen auf Chromosom 3p35-26 kodiert fiir ein Protein, das mit
der Elongin Proteinfamilie interagiert, welche als Regulatoren fiir die transkriptionelle
Elongation agieren. Die GEP-NETs im Rahmen eines VHL zeigen typische

neuroendokrine Charakteristika, die meisten sind multipel und nichtfunktionell und 30-
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40% zeigen eine fokale Reaktion mit pankreatischem Polypeptid, Somatostatin, Glukagon

und/oder Insulin (Calender 2000).

2.3. Neurofibromatose Typ 1 (NF1) und Tuberdse Sklerose

Die Neurofibromatose Typ 1 (Morbus Recklinghausen) wird autosomal-dominant
vererbt und ist charakterisiert durch kutane Neurofibrome, Pigmentanomalien der Haut
(Café-au-lait-Flecken und Lentigines), Pseudoarthrose der Tibia und Lisch-Knotchen
(Irishamartome). Das NF1 Gen auf Chromosom 17q kodiert fiir das Protein
Neurofibromin (Lynch und Gutmann 2002).

Die Tuberése Hirnsklerose (Morbus Bourneville-Pringle) wird ebenfalls autosomal
dominant vererbt und ist durch Krampfanfille, mentale Retardierung, renale Dysfunktion
und Hautveranderungen charakterisiert. Sie wird durch Mutationen in den
Tumorsuppressorgenen TSC1 (9q, kodiert fiir Hamartin) und TSC2 (16q, kodiert fiir
Tuberin) ausgel6st (van Slegtenhorst et al. 1997).

Bei Patienten mit GEP-NETs im Rahmen einer NF1 oder TSC wurden multiple
Tumoren in Pankteas und/oder Duodenum mit psammomkorperartigen histologischen
Merkmalen und einem hdufigen immunhistochemischen Nachweis von Somatostatin
und/oder Insulin gefunden. Sowohl Neurofibromin als auch Hamartin und Tuberin
modulieren die intrazellulire Signaltransduktion tiiber G-Protein-vermittelte Aktivierung.
Neurofibromin agiert als ein negativer Regulator von Ras-GTPasen indem es den GTP-
Ras-Komplex stort. Tuberin ist ein GTPase-aktivierendes Protein, welches mit Rab-5
interagiert, einem endosomalen Rap-1 verwandten kleinen G-Protein. Hamartin zeigt
zwar keine Homologie zu Tuberin, kénnte mit Tuberin aber durch coiled-coil Dominen

interagieren (Calender 2000).

3. Der MAPK-Signaltransduktionsweg mit der GTPase Rapl und der Kinase B-
Raf

Signaltransduktionsnetzwerke erlauben der Zelle, Verinderungen in der extrazelluliren
Umgebung wahrzunehmen und mit einer adiquaten Antwort zu reagieren. Hierfur wird
hiufig eine Kaskade von sequentiell phosphorylierten und auf diese Weise aktivierten

Proteinkinasen genutzt. Zur Phosphorylierung dienen hauptsichlich die alkoholischen
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Gruppen der Aminosduren Serin und Threonin sowie die phenolische Gruppe von
Tyrosin. Dementsprechend spricht man von Setin/Threonin (Set/Thr)-Kinasen odetr
Tyrosin (Tyr)-Kinasen. Eine dritte Gruppe wiederum, die sowohl Ser/Tht- als auch Tyt-
Reste phosphorylieren kann, wird dualspezifische Kinasen genannt (Dhanasekaran und

Premkumar 1998).

3.1. Mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Zu den wohl am besten untersuchten Signaltransduktionskaskaden gehéren die Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK)-Kaskaden, die eine wichtige Rolle bei der Regulierung
von Zellwachstum, Differenzierung, Stressantwort, Entwicklung und Apoptose spielen
(Schaeffer und Weber 1999).

Der evolutiondr stark konservierte MAPK-Signaltransduktionsweg besteht im
Wesentlichen aus einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor und drei aufeinander folgenden
Kinasen (siche Abb.1): die MAPKKK (eine MAPK Kinase Kinase), die eine MAPKK
(MAPK' Kinase) phosphoryliert und somit aktiviert, welche wiederum die MAPK
phosphoryliert und aktiviert. Die MAPKKK und MAPK sind Ser/Tht- Kinasen, die
MAPKK ist eine dualspezifische Kinase (KKolch 2000).

Wachstumsfaktoren
Stimulus Mitogene
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

A-Raf, B-Raf,
Raf-1, Mos, Tpl2

Wachstum
Antwort Differenzierung
Proliferation

Abbildung 1: Schema der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen-Kaskade. Abkiirzungen und Erlduterung siche

Text.

—_
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Zurzeit werden finf MAPK- Module unterschieden. Die extrazellulir-signalregulierten
Kinasen 1 und 2 (ERK1/2)-Kaskade teguliert vor allem Zellwachstum und
Differenzierung. Die Stress-aktivierte Proteinkinase (SAPK) -cJun N-terminale Kinase
(NK)-Kaskade und p38-MAPK Kaskade agieren hauptsichlich bei Stressantworten wie
Inflammation und Apoptose. Weitere Module sind die ERK3- und ERK5-Kaskaden
(Schaeffer 1999). Von diesen finf Modulen ist das mit den MAPKs ERK1 und ERK 2
(Synonym: p44 und p42 MAPK) das am besten untersuchte. Hier agiert Ras als G-
Protein, Raf als MAPKKK, MEK 1/2 (MAPK/ERK Kinase 1/2. Synonym: MKK1/2)
als MAPKK und ERK1/2 als MAPK (siche Abb. 2).

RTKSs Integrine

v Schltssel

\Q\)\‘\C“S GTPase
1 l —— Stimulation
Transkriptionsfaktoren: Transkriptionsfaktoren: - Tra.nsllékation
CREB, Histone H3, ATF1 Elk-1, c-Myk/N-Myk u.a. — Inhibition

Abbildung 2: Die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kaskade bei der Regulierung von Wachstum,
Differenzierung und Proliferation. Abkiirzungen: RTK: Rezeptor Tyrosin Kinase, CRK: CT70 sarcoma
oncogene cellular homolog, C3G: Guanine nucleotide—releasing factor 2, Rap1: Ras proximate 1, EPAC: Exchange protein
activated by cAMP, cAMP: cyklisches Adenosinmonophosphat, PKA: Proteinkinase A, PKC: Proteinkinase C,
PLCy: Phospholipase C Gamma, KSR: Kinase Suppressor von Ras, MEK: MAPK/ERK Kinase, MP1:
MEK Partner 1, ERK: extrazellulir signalregulierte Kinase , SOS: Son of sevenless. PI3K: Phosphatidylinositol-
3-Kinase, PYK2: Prolintreiche Tyrosinkinase 2, GRB2: Growth factor receptor—bound protein 2, Shc: SH2-containing

collagen-related proteins. Exlduterungen siche Text.
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3.2. Mechanismen der Signaltransduktion

Eine Vielzahl an Hormonen, Wachstumsfaktoren, Differenzierungsfaktoren und auch
tumorférdernden Substanzen nutzt das ERK1/2-Modul zur Signalweiterleitung. Die
meisten dieser Stimuli docken an einen membranstindigen Tyrosinkinaserezeptor an und
aktivieren Ras (rat sarcoma)-GTPasen oder G-Proteine der Rho-Familie (ras homolog) durch
den Austausch von GDP gegen GTP. GEFs (guanine nucleotide exchange factors) erleichtern
die Lésung von GDP und die Bindung von GTP an Ras, GAPs (GTPase activating proteins)
induzieren die Hydrolyse des GTP.

Die Bindung eines Liganden an einen Tyrosinkinaserezeptor induziert eine
Autophosphorylierung des Rezeptors. Von dem Adapterprotein Grb2 (gromwth-factor-receptor-
bound protein 2) werden entweder Tyrosinphosphat- Andockstellen am Rezeptor selbst
oder an den Liganden erkannt. Grb2 bindet daraufthin den Ras Austauschfaktor SOS (Sozs
of seventess) an den Rezeptor. SOS induziert den Austausch von GDP gegen GTP in Ras,
das dadurch aktivierte Ras bindet an Raf und transloziert es an die Plasmamembran, wo es
phosphoryliert und aktiviert wird. Aktiviertes Raf phosphoryliert die dualspezifischen
Proteinkinasen MEK1 und MEK2, die die MAPKs ERK1 und ERK2 aktivieren.
Essentiell fur diese Aktivierung ist die dualspezifische Phosphorylierung von Thr-183 und
Tyt-185 von ERK1/2. Dadutch bleibt die MAPK ERK1/2 so lange inaktiv, bis sie an
beiden Stellen spezifisch durch MEK phosphoryliert wird. Die aktivierten ERKs
translozieren in den Nukleus, wo sie Transkriptionsfaktoren phosphorylieren und so ihre
Aktivitat regulieren. Obwohl auch andere Kinasen wie MEKK1 (MEK Kinase 1), mos
oder Tpl-2 die gleichen Serine phosphorylieren kénnen, sind die dominierenden MEK
Aktivatoren in den meisten Zelltypen Raf Kinasen (Cobb 1999; Kolch 2000).

3.3. Raf Isoformen

Es werden drei Raf Isoformen unterschieden: Rafl (Synonym: cRaf), A-Raf und B-Raf.
Rafl ist weit verbreitet. A-Raf kommt hauptsichlich in urogenitalem Gewebe vor und B-
Raf in neuronalen Geweben, Hoden und himatopoetischen Zellen. Neuere
Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass die Expression von A-Raf und B-Raf in
niedrigen Konzentrationen wesentlich weiter verbreitet ist.

B-Raf ist der Hauptregulator des MEK/ERK-Signaltransduktionsweges, wihrend Rafl
und A-Raf ERK-unabhingige Apoptoseprotektion in unterschiedlichen Geweben
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gewihtleisten B-Raf zeigt eine hohere Affinitit fiir MEK1 und MEK2 als Rafl und
phosphoryliert MEKSs effizienter (Peyssonnaux und Eychene 2001; O'Neill und Kolch
2004).

Alle drei Isoformen verfiigen tber eine Ras-bindende Domine (RBD) sowie eine
cysteinreiche Domine (CRD) am N-Terminus und kénnen dort mit Ras-GTPasen
interagieren. Die Bindung an Ras aktiviert Rafl nicht direkt, sondern scheint es aus dem
Zytosol an die Membran zu translozieren, wo dann eine Aktivierung erfolgt. Fir die
Translokation ist die RBD alleine austeichend, die CRD wird fur cine effiziente
Aktivierung benétigt. Uber die Regulation von A-Raf ist nur wenig bekannt, es scheint
aber in dhnlicher Weise wie Rafl, also ebenfalls indirekt, aktiviert zu werden.

B-Raf hingegen wird direkt durch eine Bindung an Ras aktiviert, da B-Raf essentielle
Kinasesignale umgehen kann. B-Raf besitzt ein ,,phosphomimetisches* Aspartat an der
equivalenten Position zu Tyrosin-341 in Rafl und unterstitzt die Phosphorylierung des
Serin-338 Gegenstiickes. Zusatzlich verfigt B-Raf tiber eine wesentlich hohere spezifische
Aktivitat fir MEK als Raf-1. Das konnte auch erkliaren, warum B-Raf einen Verlust von
Rafl oder A-Raf in Knockoutzellen vollstindig kompensieren kann, was die Regulation
von ERK anbelangt (Kolch 2000; O'Neill und Kolch 2004).

3.4. Rapl und B-Raf

Zusitzlich zu dem bereits beschriebenen Weg kann B-Raf von der kleinen GTPase Rapl
aktiviert werden. Rapl ist die Abkiirzung fiir Ras-associated protein 1 und in der Tat weisen
Ras und Rapl in ihrer Zusammensetzung eine Homologie von tiber 50% auf.

Rapl wird durch Rezeptortyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelte — Rezeptoren,
Zytokinrezeptoren und Zelladhidsionsmolekiile aktiviert. Die zuerst identifizierte Rap
GEF war C3G (Crk SH3-domain-binding gnanine-nucleotide releasing factor, SH3 steht fir Sre
homology region 3 domain). Die Aktivierung von Rapl durch cAMP erfolgt in vielen Zellen
allerdings nicht durch die Proteinkinase A (PKA) vermittelt, sondern durch den GEF
Epacl (exchange protein directly activated by ¢AMP). Rapl findet sich hauptsichlich an
intrazelluliren Membranen in der perinukleiren Region, an endo- und exozytotischen
Vesikeln und an der Plasmamembran. In Neutrophilen und Zellen der Glandula Parotis
ist Rap1l mit sekretorischen Granula assoziiert. Wahrend der Sekretion wird Rapl an die
Plasmamembran transloziert. Rap1 konnte also entweder in die Signaltransduktion fir die

Formation der Sekretgranula oder in die Regulation der Exozytose involviert sein. Der
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Rap1l- GEF Epac2 (Synonym: cAMP- GEFII) ist in die cAMP- regulierte Exozytose und
dortt vor allem in die Ca?"-abhingige Sekretion von Wachstumshormon involviert. (Bos et
al. 2001).

Rapl wurde urspriinglich als ein Suppressor von Ras beschrieben, da es in vielen
Zelltypen als Ras-Antagonist durch Inhibierung der MAPKKK Rafl wirkt. Dies geschieht
durch eine starke Bindung von Rap1 an die Rafl CRD, wodurch die Interaktion mit Ras
verhindert wird. Ein bisher vermutetes, aber noch nicht ausreichend bewiesenes Modell
postuliert, dass Rapl iiber cAMP und die PKA Rafl direkt phosphoryliert und inhibiert.
Die Verbindung zwischen Rapl-Aktivierung, direkter Rafl-Inaktivierung und der
folgenden Inhibition von Ras- vermittelter ERK- Aktivierung ist noch nicht fest etabliert.
B-Raf hingegen wird durch Rapl aktiviert. Die Rapl Aktivierung erfolgt entweder PKA-
abhingig durch cAMP oder durch Epac. Die PKA kann au3erdem, abhingig vom 14-3-3-
Level, B-Raf direkt phosphorylieren und inhibieren oder aktivieren. 14-3-3-Proteine sind
phospho-Serin-spezifische Adapterproteine und weitere Regulatoren des Rapl/B-
Raf/ERK-Moduls. Dutch Interaktion mit den Kinasen und Kinasekomplexen konnen sie
diese binden und ihre subzelluliren Lokalisationen bestimmen.

Einerseits phosphoryliert und inhibiert die cAMP- abhingige Proteinkinase A (PKA)
Rafl, andererseits aktiviert cAMP Rap1l und somit konsekutiv auch B-Raf entweder durch
cAMP-abhingige Austauschfaktoren oder utber eine cAMP-aktivierte PKA. Die
Aktivierung von B-Raf kann also die PKA- vermittelte Rafl Unterdriickung umgehen.
Dadurch kann die Expression von B-Raf cAMP vom Inhibitor zum Aktivator des ERK-
Signaltransduktionsweges verwandeln. (Kolch 2000; Bos et al. 2001; O'Neill und Kolch
2004).

3.5. Mutationen im Ras/B-Raf/MEK/ERK-Signaltransduktionsmodul

Ca. 15% aller humanen Karzinome weisen aktivierende Ras-Mutationen auf (Davies et al.
2002) und es wurden mehr als 30 Mutationen des B-Raf Gens identifiziert, die mit
humanem Kirebs assoziiert sind. Die meisten Mutationen von B-Raf betreffen zwei
Regionen: Die Glycin- reiche P-Schleife sowie das Aktivierungssegment. Fin Austausch
von Glutamin gegen Valin an Position 599 im Aktivierungssegment zeigt sich in 90% der
B-Raf Mutationen in humanem Krebs. Die V599E Mutante von B-Raf besitzt alle

wichtigen Eigenschaften eines konventionellen Onkogens. So ist die Kinaseaktivitit dieses
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mutierten Proteins deutlich erh6ht und es stimuliert ERK Ras-unabhingig in vivo (Wan et
al. 2004).

B-Raf- Mutationen treten in 66% aller Malignen Melanome (Brose et al. 2002) und mittel
bis sehr hiufig in kolorektalen Karzinomen (Rajagopalan et al. 2002), Ovarialkarzinomen
(Singer et al. 2003) und papilldren Schilddriisenkarzinomen (Brose et al. 2002; Cohen et al.
2003) auf. In cholangiozelluliren Karzinomen (CCC) wurde eine fehlerhafte Aktivierung
des MAKP-Moduls in ca. 62% der Fille entdeckt, die entweder durch Ras oder B-Raf-
Mutation zu Stande kommt. Aktivierende B-Raf- Mutationen zeigten sich in ca. 22% der
CCC (Tannapfel et al. 2003). In einer Studie iiber B-Raf-V599E-Mutationen in GEP-
NETs zeigte sich, dass sie nur in 3% der untersuchten Fille auftreten und somit bei der
Tumorgenese von GEP-NETS eine untergeordnete Rolle spielen (Tannapfel et al. 2005).
In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) scheinen B-Raf-Mutationen zwar eine
Rolle zu spielen, weisen jedoch nicht die typische V599E-Substitution auf (Brose et al.
2002). Es zeigte sich, dass B-Raf und Ras-Mutationen in den gleichen Tumortypen
auftreten. Dies ldsst die Vermutung zu, dass die beiden Gene denselben onkogenen
Signaltransduktionsweg nutzen und Ras B-Raf in diesen Tumoren aktiviert (Wan et al.
2004).

Untersuchungen der Kinasedominen von “Y'B-Raf und onkogenem “Y**"B-Raf im
Komplex mit dem Raf-Inhibitor BAY 43-9006 zeigten, dass das Aktivierungssegment
durch Verbindung mit der P-Schleife in einer inaktiven Konformation gehalten wird. Da
die meisten Mutationen in diesen beiden Regionen auftreten, konnte eine Unterbrechung
dieser Verbindung B-Raf aktivieren. Weitere Untersuchungen ergaben, dass jene
Mutanten mit hoher Aktivitit MEK direkt phosphorylieren, diejenigen mit
eingeschrinkter Aktivitit MEK jedoch indirekt durch Aktivierung von Raf-1 stimulieren

(Wan et al. 2004).

4. Der Rafkinase-Inhibitor Sorafenib (BAY 43-9006)

Sorafenib (BAY 43-9000) ist ein oral verabreichbarer bi-Aryl-Harnstoff, der die Raf-
Kinasen inhibiert. Der chemische Name lautet 4-{4-/3-4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)-
ureido]-phenoxy }-pyridine-2-carboxcylic acid methylamide-4- methylbenzenesulfonate. In Versuchen mit
Kolon-, Pankreas-, Lungen- und Ovarialtumoren zeigte sich eine signifikante Aktivitit,
das Tumorwachstum wurde bei einer Verabreichung von Sorafenib tiber 14 Tage deutlich

unterdriickt und die Suppression hielt unter Gabe an (Lyons et al. 2001).
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Sorafenib ist ein potenter Inhibitor von Raf-1, zusitzliche Untersuchungen wiesen
auBerdem eine Aktivititsunterdriickung sowohl von “'B-Raf als auch von “”"B-Raf in
vitro nach. Sorafenib zeigte aullerdem signifikante Aktivitit gegen einige Tyrosinkinasen,
die bei der Neovaskularisation und Tumorprogression eine Rolle spielen. Dazu gehoren
die VEGFR-2 und -3(vascular growth factor receptors), det PDGYFR-B (platelet-derived growth factor
receptor f5), FLLT-3 und c-Kit. Mittels zellularer Modelle wurde nachgewiesen, dass Sorafenib
in Kolonkarzinom-, Pankreaskarzinom- und Mammakarzinomzelllinien, die k-Ras-,
Wildtyp ~ B-Raf-  oder  B-Raf-Mutanten  enthalten, den  MAP-Kinasen-
Signaltransduktionskomplex inhibiert. Nicht-kleinzellige Lungenkrebszellinien mit k-Ras-
Expression hingegen zeigten keine Sensitivitit des MAPK-Moduls fiir Sorafenib (Wilhelm
et al. 2004).

Wan et al zeigten, dass Sorafenib mit einer inaktiven Konformation von B-Raf interagiert.
VFB_Raf reagiert dariiber hinaus weniger sensitiv auf BAY43-9006 als “'B-Raf (Wan et
al. 2004).

5. Ziel der Arbeit

GEP-NETs sind eine heterogene Gruppe von meist langsam wachsenden Tumoren mit
einer bisher weitgehend unbekannten molekularen Pathogenese. Die Serin-Threonin
Kinase B-Raf wurde als Onkogen in endokrinen Karzinomen identifiziert. Das kleine G-
Protein Rapl vermittelt Signaltransduktion in endokrinen Zellen tiber Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen durch Aktivierung von B-Raf. Um die Rolle von Rapl und B-Raf in der
molekularen Pathogenese von GEP-NETs zu ermitteln, untersuchten wir zuerst
immunhistochemisch die Expression von Rapl und B-Raf in 49 GEP-NETs. Anhand der
Schnitte erfolgte eine vergleichende Beurteilung der Intensitit und Lokalisation. Da sich
eine deutliche Uberexpression von Rapl und B-Raf in der Mehrzahl der GEP-NETs
zeigte, untersuchten wir als nichstes mittels eines Luziferaseassays die Wirkung der
Uberexpression von Rapl und B-Raf auf die MAP-Kinase ERK2 und den ERK-
abhingigen Transkriptionsfaktor Elk-1 in einer neuroendokrinen
gastroenteropankreatischen Zelllinie.

Die Mehrzahl der GEP-NETS ist wenig chemosensitiv, was eine Klirung der Pathogenese
mit Identifizierung von moglichen Angriffspunkten fir eine konservative Behandlung
umso wichtiger werden lisst (Delle Fave und Corleto 2001; Lubomierski et al. 2001;

Oberg 2003). Deshalb untersuchten wir die Wirkung des vor kurzem entwickelten

17



Einleitung

Rafkinasen-Inhibitors Sorafenib (BAY 43-9006) auf Wachstum, Apoptose und MAPK-
Aktivierung  in  neuroendokrinen  gastroenteropankreatischen  Zellinien.  Hierbei
interessierte uns, ab welcher Konzentration Sorafenib das Wachstum der Zellen hemmt
und Apoptose induziert und wie genau die Signaltransduktion im B-Raf/MEK/ERK-
Modul durch Sorafenib beeinflusst wird.
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B Material und Methoden

1. Versuchsplan

Immunhistochemie

Expression und Lokalisation von Rap1 und B-Raf in 49 GEP-NET's
(24 Insulinome, 15 Serotonin-produzierende NETs und 10 Gasttinome)

g

Tumorzellinie (BON-Zellen)

Gal4-Elkl-abhingiger Luziferaseassay

Effekt der Uberexpression von Rap1 und B-Raf auf die
MAP-Kinase ERK2 und den ERK-abhingigen Transkriptionsfaktor
Elk-1 in einer Serotonin-produzierenden neuroendoktinen

.

.

MTT-Assay

Effekt des Rafkinasen-Inhibitors Sorafenib (BAY
43-9006) auf Wachstum und Apoptose in BON-
Zellen und einer Glukagon-sezernierenden Zellinie

(In-R1-G9-Zellen)

Westernblot

Effekt von Sorafenib auf die MAP-
Kinasen des Rap1/B-Raf/MEK/ERK-
Moduls in BON-Zellen

2. Materialien

Soweit nicht anders bezeichnet, wurden die Laborchemikalien von den Firmen Cell
Signaling (Danvers, MA, USA), DADE Behring (Deerfield, IL, USA), Division Chroma
(Minster), Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel- de Haén (Seelze), Roth
(Karlsruhe), Santa Cruz Biotechnology ( Santa Cruz, CA, USA), Serva (Heidelberg), Sigma
(St. Louis, MO, USA) und Upstate biotechnology (Charlottesville, VA, USA) im

Reinheitsgrad ,,pro analysi® bezogen.

Die Materialien fiir den Westernblot wurden von Bio-Rad (Hercules, CA, USA) bezogen,

die Materialien fiir die Zellkultur von Gibco (Karlsruhe). Diese waren entweder sterile
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Einmal-Artikel oder wurden durch Hitze im Labor sterilisiert. Wildtyp Rapl- und B-Raf-
Expressionsplasmide wurden grofB3ziigigerweise von A. Wittinghofer und U. Rapp zur
Verfiigung gestellt.

Mit Zustimmung der zustindigen Ethik-KKommission wurden 49 GEP-NETSs untersucht,
darunter 24 Insulinome, 15 Serotonin- produzierende NETs und 10 Gastrinome. Die
Diagnosen wurden aufgrund der klassischen klinischen Symptome, der histologischen
Untersuchung und der immunhistochemischen Analysen (Anfirbung nach Grimelius,
Immunhistochemie mit Chromogranin A, neuronenspezifischer Enolase, Synaptophysin,
Serotonin, Gastrin, Somatostatin, Vasoaktives Intestinales Peptid, Glukagon, Insulin und
pankreatisches Polypeptid) gestellt. Die Tumorproben stammen aus chirurgischen
Tumor(teil-)resektionen zwischen 1983 und 2002 in der Abteilung fir Allgemeinchirurgie
der  Philipps-Universitit in  Marburg. Nach der Resektion wurden die
Tumore/Tumotproben routinemiBig in 4%-Formalin oder Bouin’s Losung (eine
Mischung aus Formalin und Pikrinsdure) fixiert, dehydriert und in Paraffin eingebettet.
Fir die immunhistochemische Anfirbung der Priparate wurden die Vectastain ABC-Kits
fir rabbit (Kaninchen) und goat (Ziege) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
benutzt.

Die Zellinien BON (eine humane Karzinoidtumor- Zellinie) (Parekh et al. 1994) und In-
R1-GY (eine Glukagon-sezernierende Zellinie, die durch Klonierung von Insulinom-

Zellen gewonnen wurde) (Takaki et al. 1986) wurden untersucht.

2.1. Antikérper

Tabelle 3: Verwendete Primarantikorper fir die Westernblots. Entsprechend der Primarantikérper wurden

als Sekundirantikérper anti-rabbit und anti-mouse verwendet.

Primarantikérper Verdinnung Entitit Hersteller

pMEK 1/2 1:1000 Rabbit Cell Signaling

MEK 1 1:1000 Rabbit

pERK 1/2 1:500 Mouse

ERK 2 1:1000 Rabbit Santa Cruz Biotechnology
pPKB 1:1000 Rabbit New England Biolabs
PKB 1:1000 Rabbit (Beverly, MA, USA)
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Tabelle 4: Verwendete Primérantikérper bei der immunhistochemischen Anfirbung der GEP-NETSs.

Primirantikbrper Verdinnung Antikorperklonalitit Hersteller

und - entitit

Serotonin 1:10.000 Polyclonal rabbit INCSTAR (Saluggia, Italien)
AIS (Insulin) 1:500 Polyclonal rabbit DAKO (Dinemark)

AGS (Gastrin) 1:1000 Polyclonal rabbit

Glukagon 1:2000 Polyclonal rabbit

Somatostatin 1:4000 Polyclonal rabbit

Pankreat. Polypeptid  1:2000 Polyclonal rabbit

B-raf 1:400 Polyclonal goat Upstate Biotechnology
Rap 1 sc-65 1:200 Polyclonal rabbit Santa Cruz Biotechnology
C3G (C19) 1:200 Polyclonal rabbit

IRS-2 (A19) 1:200 Polyclonal rabbit

cAMP-GEF 2 (M18)  1:200 Polyclonal goat

2.2. Puffer und Lésungen

Zitratpuffer pH 6
2,1 g Zitronensauremonohydrat + 11 Aqua bidest., mit Natronlauge auf pH 6 titrieren
PBS (eng. phosphate buffered saline, Phosphatpuffer) pH 7,4
136,8 mM NaCl, 2,5 mM Kaliumchlorid, 0,8 mM dibasisches Natriumphosphat, 1,47 mM
monobasisches Kaliumphosphat, 0,9 mM Kalziumchlorid, 0,5 mM
Magnesiumchloridhexahydrat ad 11 Aqua dest.
TBS (eng. TRIS buffered saline, TRIS [Tris (hydroxymethyl)-amino-Methan]
Puffer) pH 7, 6
18,165g TRIS + 26,20g Natriumchlorid + 12,5 ml Salzsdure ad 31 Aqua bidest, mit
Salzsiure auf pH 7,6 titrieren
Laemmli-Puffer 5x
625 mM TRIS pH6,8, 10%SDS, 25% Glycerol, 0,015% Bromphenolblau und 5% G-
Mercaptoethanol in 100ml Aqua dest.
TBS-T-Puffer 10x
50mM TRIS-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl , 0,1% Tween 20 in Aqua dest.
SDS-Laufpuffer pH 8,3
250 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0,1% SDS
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Transferpuffer

10% Towbinpuffer + 20% Methanol in Aqua dest.

Trenngelpuffer pH 8,8

1,5M TRIS, 0,4% SDS ad 100 ml Aqua dest.

Sammelgelpuffer 6,8

0,5M TRIS, 0,4% SDS ad 100ml Aqua dest.

Lysepuffer

1% Trton X-100, 10% Glycerol, 50 mM HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
Piperazinethansulfonsaure) pH 7,4, 100 mM Natriumpyrophosphat, 100 mM
Natriumfluorid, 10 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), 5 mM Natriumvanadat,
10 pg/ml Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin, 1,5 mg/ml Benzamidine, 34 pub/ml PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid)

BSA (bovines Serumalbumin) -Lésung

20 ml PBS + 100 mg BSA Fraktion V

DAB (eng. 3,3 -Diaminobenzidine tetrahydrochloride dihydrate)-Lésung

200 mg DAB + 200 ml TBS + 100pl 30% Wasserstoffperoxid

5x Laemmli pH 6,8

625 mM TRIS, 10% SDS (eng. sodium dodecylsulfate, Natriumdodecylsulfat), 25% Glycerol,
0,015% Bromphenolblau, 5% 2-Mercaptoethanol in 100ml Aqua dest.

Milchlésung

5¢ Milchpulver in 100ml TBS-T-Puffer

Trenngel 8%

4 ml Trenngelpuffer, 3,6 ml Glycerol, 4,3 ml Polyacrylamid, 50 pl 10% APS
(Ammoniumperoxodisulfat), 25 ul TEMED (N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin), 7,7
ml Aqua dest.

Sammelgel

2,5ml Sammelgelpuffer, 1,6ml Polyacrylamid, 60 ul 10% APS, 30 W TEMED, 5,9 ml
Aqua dest.
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3. Methoden

3.1. Immunhistochemie

3.1.1. Die nach Hsu et al. modifizierte ABC-Methode

Es gibt mehrere Immunperoxidase-Farbemethoden, von denen allerdings die Avidin-
Biotin-Methoden im Vergleich die hochste Sensitivitit und Spezifitit aufweisen (Hsu et al.
1981). Weitere Vorteile sind eine hohe Verdinnung der primiren und sekundiren
Antikorper, wodurch zusitzlich eine unspezifische Hintergrundanfirbung vermindert
wird. Die hier verwendete ABC (eng. avidin-biotin-complex) Methode nach Hsu et al.
beinhaltet drei Schritte: einen Primirantikérper, einen biotinylierten Sekundarantikérper
und einen Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Hsu und Raine 1981)(siche Abb. 3).

Die Primirantikérper sind entweder polyklonal aus dem Kaninchen oder der Ziege oder
monoklonal aus der Maus. Zur AntikOrpergewinnung wird ein Antigen dem
entsprechenden Tier injiziert und die vom Tier gegen das Antigen produzierten
Antikérper entnommen.

Die Sekundirantikérper richten sich gegen das F-Fragment von Immunglobulinen der
Tierspezies, in welcher der Primarantikorper hergestellt wurde.

Bei der ABC-Methode bindet als erstes der Primarantikbrper mit seinem F,-Anteil
spezifisch an das darzustellende Gewebsantigen. Im zweiten Schritt bindet nun ein
Sekundirantikérper an das F.-Fragment des Erstantikorpers. Der Sekundirantikorper ist
mit Biotin (=Vitamin H) konjugiert und an dieses bindet im dritten Schritt ein peroxidase-
konjugierter Avidin-Biotin-Komplex. Avidin ist ein im Hihnereiweil3 enthaltenes
Glykoprotein) mit einer sehr hohen Affinitit (10°M") fiir Biotin. Avidin hat vier
Bindungsstellen fiir Biotin, wobei die drei freien Stellen die Bindung von Biotin-
Peroxidase-Komplexen erméglichen. Die Peroxidase (hier: Meerrettich-Peroxidase) wird
anschliefend mit einem Substrat, in diesem Fall dem Chromogen Diaminobenzidin
(DAB), sichtbar gemacht. Auf diese Art und Weise werden die darzustellenden

Gewebsantigene braun angefirbt.
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Abbildung 3: Die immunhistochemische ABC-Methode. Erliuterungen siche Text.

.OI

3.1.2. Spiegelschnitte

3um dicke Priparate von normalem humanem Pankreas wurden abwechselnd mit der
Vorderseite und mit der Riickseite auf die Objekttriger aufgetragen. Dadurch erhielt man
zwei Schnitte, in denen im Optimalfall die gleichen Zellen spiegelbildlich enthalten sind.
Durch die Anfirbung des einen Schnittes mit Rap1 und des zweiten Schnittes mit Insulin
liessen sich die Priparate anschlieBend hinsichtlich gleicher oder unterschiedlich
angefirbter Zellen vergleichen. Es wurden Spiegelschnitte mit Rap1 fir das erste Priparat
und Insulin, Glukagon, Serotonin, Somatostatin, pankreatisches Polypeptid, IRS-2 und

C3G fur das zweite Priparat angefirbt

3.1.3. Die immunhistochemische Anfirbung der GEP-NETs
Nach dem Schneiden in 3pm-dicke Schnitte wurden die Priparate in Xylol entparaffiniert
und in einer absteigenden Alkoholrethe bis 96%-Ethanol in jeweils finfminitigen

Schritten rehydriert.
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Vor allem Himoproteine (Himoglobin in Erythrozyten; Myoglobin in Myozyten,
Zytochrome in Granulozyten und Monozyten und Katalasen in Leber und Niere)
besitzen eine sogenannte ,.endogene” Peroxidaseaktivitit, die durch die Substrat-
Chromogenreaktion zu einer unspezifischen Anfirbung fithren wiirde. Um diese
endogene Peroxidase irreversibel zu hemmen, werden die Priparate 30 Minuten lang
mittels 6,6 ml 30%-Wasserstoffperoxid in 200 ml Methanol fiir 30 Minuten vorbehandelt.
Bei der Fixation mit formalinhaltigen Losungen  entstehen  tbermiGige
Aldehydvernetzungen, die die Gewebsantigene maskieren und deren Nachweis
verhindern. Zur Antigendemaskierung bzw. zur Losung der Aldehydvernetzungen werden
die Priparate nach mehrmaligem Sptlen in Aqua bidest. im Zitratpuffer 20 Minuten bei
600 Watt in der Mikrowelle gekocht.

Durch  hydrophobe Interaktionen zwischen dem Primarantikérper und den
Bindegewebsanteilen der Priparate wie Kollagene und Proteoglykane kann es zur
unspezifischen Anlagerung und somit Anfirbung kommen. Um diese Reaktion zu
vermeiden, wird vor dem Primarantikorper eine blockierende Proteinlésung, die von
derselben Tierspezies wie der Sekundirantikérper stammt, aufgetragen. Dieses
Normalserum ist bereits im Vectastain-ABC-Kit enthalten. Nach mehrmaligem Spiilen in
PBS wurden die Priparate zur Reduzierung unspezifischer Hintergrundanfirbung mit
Normalserum 2% in PBS fur 20 Minuten inkubiert.

Direkt danach wurde der primire Antikorper in entsprechender Verdiinnung mit BSA-
Losung aufgetragen und tber Nacht bei +4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Spiilen in
PBS wurden die Praparate mit biotinyliertem Zweitantikérper (Vectastain ABC-Kit) 0,5%
in PBS fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Spiilen mit
PBS wurden die Praparate mit AB-Komplex (Vectastain ABC-Kit) 1% in PBS 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach mehrmaligem Spiilen in PBS und anschlieBend in
TBS wurden die Priparate 10 Minuten in Dunkelheit mit DAB-L6sung inkubiert Nach
mehrmaligem Spiilen in Aqua bidest. wurden die Priparate 15 Sekunden mit Hidmalaun
sauer nach Mayer gegen gefirbt und anschlieSend im Leitungswasserbad gebliut.

Nach dem Dehydrieren in der aufsteigenden Alkoholreihe von 70-99% Ethanol wurden
die Priparate mit Depex eingedeckt und nach dem Trocknen unter einem Olympus BH-2
Mikroskop begutachtet. Da sowohl Endothelzellen als auch Myozyten auf allen
angefiarbten Schnitten vorhanden waren, wurde fiir den internen standardisierten
Vergleich der Priparate untereinander die Anfirbung von Endothelzellen durch Rapl in
einer Skala von 1 bis 3 (schwache/maBige/starke Expression) als miBig gewertet. Die

Anfirbung von Myozyten durch B-Raf wurde als stark gewertet (siche Abbildung 4).
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Entsprechend des festgelegten Standards wurde dann die Expression von Rapl oder B-
Raf im neuroendokrinen Tumor mit Endothelzellen oder Myozyten verglichen und
bewertet.

Die Priparate wurden mit einem Olympus AX 70 Mikroskop und einer RT Slider Kamera
(Diagnostic Instruments Inc., Sterling Heights, MI, USA) fotografiert. Als Software zum
Fotografieren diente die SPOT RT Software v 3.4 (Diagnostic Instruments Inc.) und zum

Bearbeiten Power Point (Windows).

B-Raf in Myozyten

Rap1 in Endothel

Abbildung 4: Festgelegte interne Standards fiir die semiquantitative Auswertung der mit Rap1- und B-Raf-

Antikérpern immunhistochemisch angefirbten GEP-NETs. Weitere Erlduterungen siehe Text.

3.2. Zellkultur

Die BON Zellen wurden in DMEM/HAM’s F-12(1x) Medium mit 10% fetalem
Kilberserum (FCS) und 0,8% Gentamicin bei gesittigtem Wasserdampf, 37°C und
5%CO, kultiviert. Die In-R1-G9 Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10% fetalem
Kilberserum und 0,5% Gentamicin bei gesittigtem Wasserdampf, 37°C und 5% CO,
kultiviert. Wenn nicht anders beschrieben wurden alle Zellinien unter diesen Bedingungen

kultiviert und inkubiert.
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3.3. Gal4-Elkl-abhingiger Luziferaseassay

Um Eigenschaft und Regulation eines klonierten Gens zu untersuchen, kann dieses Gen
in verschiedene Zelltypen eingebracht (transfiziert) werden. Durch Uberexpression kann
sein Einfluss auf regulatorische Elemente bestimmt werden. Bei der Liposomen-
vermittelten Transfektion entstehen DNA-enthaltende Liposomen, die mit der
Zellmembran verschmelzen. Idealerweise sollten die Zellen am Tag der Zellyse nahezu
konfluent sein, da die Fihigkeit der Zelle, DNA aufzunehmen, mit der dem Medium
exponierten Oberfliche korreliert. Um die Promoteraktivitit eines Gens zu bestimmen,
werden hiufig transiente Versuchssysteme mit chimiren Genen (Reportergene) benutzt.
Das chimire Gen besteht gewohnlich aus den regulatorischen Sequenzen (Promoter),
deren Aktivitit man untersuchen mochte, und einem Reportergen, zum Beispiel
Luziferase. Die relative Menge des Reporterproteins, das unter den verschiedenen
Bedingungen gebildet wird, reflektiert dabei die Promotoraktivitit. Auf diese Weise
ermoglichen Reportergene eine indirekte Analyse der Promoteraktivitit. Die Luziferase
des amerikanischen Leuchtkifers Photinus pyralis wandelt das Substrat Luziferin in
Gegenwart von molekularem O,, ATP und Mg*" in Oxyluziferin und CO, um. Bei dieser
Reaktion wird Licht in einer Wellenldnge von 562nm emittiert, das in einem Luminometer
gemessen werden kann. Die Menge der Lichtquanten ist dabei der Enzymaktivitit und
damit der Enzymmenge direkt proportional.

Um den Effekt einer Uberexpression von Wildtyp Rapl und B-Raf auf den MAPK-
Signaltransduktionskomplex in GEP-NETSs zu untersuchen, wurden die BON-Zellen in
6-Loch-Platten in normalem Medium fiir ca. 48 Stunden kultiviert, bis sie eine Konfluenz
von 60-80% erreichten. Die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen und
mit dem (Gal4).-EB1-TATA-Luziferase-Reportergen (pFR-Luc) und Elk-1 (pFA-2-Elk1,
kodiert die Gal4-Elk-1 Transaktivierungsdomine) Transaktivatordominen (alle
Stratagene, La Jolla, CA, USA) durch Liposomen-vermittelte Transfektion (Invitrogen,
Groningen, Niederlande) fir 8 Stunden in Medium ohne Serum transfiziert. Zusitzlich
wurden ein Kontrollplasmid, Wildtyp Rap1, Wildtyp B-Raf, Wildtyp Rap-1 + Wildtyp B-
Raf, konstitutiv aktiviertes Rapl G12V und B-Raf BxB (die aktivierte B-Raf COOH-
Kinasedomine) transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen in normalem Medium mit
5% FCS kultiviert. Die Zellen wurden mittels je 100 ul Luziferaseassay-Puffer (Stratagene)
lysiert, sonifiziert, zentrifugiert und 20ul des Uberstandes wurden fiir den Assay
eingesetzt. Die Messung erfolgte in einem Luminometer (Lumat LB 9501; Berthold) mit

einer automatischen Substratinjektion von 100ul Luziferin. Die emittierten Lichtquanten
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wurden von dem Gerit registriert und als RLU (relative light units) wiedergegeben. Die
MeBzeit betrug 10s. Die ermittelte Luziferaseaktivitit (RLU/well) war ein Mal3 fur die
Aktivierung der Signalwege nach extrazellulirer Stimulation.

Die B-Galaktosidase katalysiert die Hydrolyse des Substrats o-Nitrophenyl-3-D-
Galaktopyranosid (ONPG). Das Produkt o-Nitrophenol dieser Reaktion kann
photometrisch bei einer Wellenlinge von 405 nm nachgewiesen werden.

Die Luziferaseaktivitit wurde genormt durch Bestimmung der 3-Galaktosidas-Aktivitat
(Invitrogen) nach Kotransfektion eines Expressionsvektors mit dem [-Galaktosidasegen
(pcDNA  3.1lacz, Invitrogen) unter Kontrolle mit dem Zytomegalieviruspromoter.
Schlieflich wurden die Luziferase-Werte durch die 3-Galaktosidase-Werte dividiert, um

die relative Luziferaseaktivitat zu erhalten.

3.4. MTT-Assay

Der MTT-(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid) Assay wurde
erstmals von Mosmann 1983 beschrieben. Er basiert auf der Fahigkeit einer
mitochondrialen Dehydrogenase, die Tetrazolium-Ringe des gelben MTT zu spalten.
Dadurch entsteht das kristalline, dunkelblau bis violette Formazan, welches kaum durch
Zellmembranen penetriert und sich so in lebenden Zellen anreichert. Die Anzahl an
lebenden Zellen in einer Kultur ist direkt proportional zur Menge des produzierten
Formazans. Werden die Zellen und somit die Formazankristalle gelost, kann die Farbe
quantitativ photometrisch bestimmt werden. So ldsst sich der prozentuale Anteil von
lebenden Zellen in einer Zellkultur bestimmen (Mosmann 1983).

Um den Effekt von verschiedenen Konzentrationen von BAY 43-9006 auf Wachstum
und Apoptose von GEP-NETSs zu untersuchen, wurden BON und In-R1-G9 Zellen in
6-Loch Platten in Medium ohne FCS und Gentamicin kultiviert bis zur 60-80%
Konfluenz der Zellen. Dann wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit BAY 43-9006 in den
absteigenden Konzentrationen 10uM, 5uM, 1uM, 100nM, 50nM, 10nM, 5nM und 1nM in
DMSO (Dimethylsulfoxid) inkubiert. Es wurden jeweils 4 Kontrollen und alle Versuche
als Doppelbestimmung durchgeftihrt (Versuchsaufbau sieche Abbildung 5).

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden jeweils 100ul MTT-Lésung (5mg MTT/ml PBS)
zu jedem Loch dazugegeben und nach weiteren 2 Stunden Inkubation wurde der

Uberstand abgesaugt.
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Dann wurden 500ul DMSO in jedes Loch gegeben und nach 15-20 Minuten Inkubation
bei Raumtemperatur jeweils 100ul in eine 96-Lochplatte pipettiert und in einem

Mikrotiterplattenphotometer von Dynatec ILaboratories bei 570 nm photometrisch

909
900

Abbildung 5: Versuchsaufbau MTT-Assay. 6-Lochplatten mit BON- oder In-R1-G9-Zellen. K1-4:
Kontrollen mit DMSO. 0uM-1nM: Konzentrationsangaben fiir BAY 43-9006 gel6st in DMSO.

bestimmt.

3.5. Western-Blot

Der Western-Blot dient der Identifikation und Quantifizierung spezifischer Proteine in
komplexen Proteingemischen. Dabei konnen einzelne Proteine aus Gesamt-Zell-Protein
oder Gewebelysaten nachgewiesen werden. Nach der grof3enabhingigen Auftrennung der
Proteine im elektrischen Feld werden sie auf eine Membran elektrotransferiert und
dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der Nachweis des Proteins mittels eines
spezifischen Antikorpers. Der gebundene erste Antikorper wird durch einen zweiten
Antikorper, der entweder radioaktiv markiert oder an ein Enzym (Peroxidase,

Phosphatase etc.) gekoppelt ist, detektiert.

3.5.1. Aufarbeiten der Proteinproben und Quantifizierung

Die 6-Lochplatten wurden pro Loch mit 100 pl eiskaltem Lysepuffer versetzt und die
Zellen wurden ausgekratzt. Das Lysat wurde in 2ml-Eppendorfgefille Gberfihrt, fir 15
sec. sonifiziert und das unl6sbare Material wurde durch Zentrifugieren mit 15.000 U/Min.
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fir 5 Minuten in einer Mikrofuge entfernt. Mittels eines Protein-Assays von Bio-Rad

wurde die Proteinbestimmung durchgefiihrt.

3.5.2. Diskontinuierliche SDS- Gelelektrophorese

Zur groflenabhingigen Auftrennung der Proteine wurde eine SDS-PAGE (eng. sodium
dodecylsulfate- polyacrylamide gel electrophoresis) verwendet. Als Trennmedium bei dieser Art
der Elektrophorese dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis. Als Elektrolyt fir die Proteine
wurde ein SDS-haltiges Tris-Glycin-Puffersystem eingesetzt, da hiermit eine sehr gute
Trennung der einzelnen Proteine voneinander erzielt werden kann. SDS ist ein
anionisches Detergens, welches die Eigenladungen von Proteinen iiberdeckt. Pro Gramm
Protein binden ungefihr 1,4 g SDS, so dass die Proteine eine konstante Ladungsverteilung
aufweisen und die Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel nur noch von der relativen
Molekiilmasse abhingig ist. Dieses System wurde urspriinglich von U. K. Laemmli
entwickelt (Laemmli 1970).

Zusammen mit 5x Laemmli-Puffer 20% in 100ul Aqua dest. mit 1 pg/ul Protein wurden
die Proben 5 Min. gekocht. Der Laemmli-Puffer enthilt SDS im Uberschuss, dieses bricht
Sekunddr- und Tertidrstrukturen durch das Unterbrechen von Wasserstoffbriicken und
das Strecken der Molekiile auf. Aulerdem wurden dem 5x Laemmli die reduzierende
Thiolverbindung  2-Mercaptoethanol zur Spaltung von Disulfidbriicken  sowie
Bromphenolblau als Farbstoffkontrolle fiir den Standort der Proteine im Gel zugesetzt.
Am Ende dieser Priparation weisen die mit SDS beladenden Proteine eine ellipsoide
Form auf, durch den starken Denaturierungseffekt konnen allerdings keine Proteine mit
Quartirstruktur bestimmt werden. Zwischen zwei Glasplatten mit Spacern wurde als
erstes Stoppgel, dann Trenngel und anschlieBend Sammelgel gegossen sowie Kimme fiir
die spiteren Probentaschen eingefiigt. Die Gele wurden in Laufkammern mit Laufpuffer
eingespannt und die Kammern mit einem Groenmarker und jeweils 50 pg Protein
beladen. Die angelegte Spannung von 120V und 160V bewirkt eine Migration der negativ
geladenen Proben durch das Gel. Hierbei bestimmt die GroBe der Proteine ihre

Laufgeschwindigkeit, kleine Proteine wandern schneller durch das Gel als grof3ere.

30



Material und Methoden

3.5.3. Elektrotransfer

AnschlieBend wurden die Proteine in einer Transferkammer mit Transferpuffer vom
Polyacrylamid-Gel durch ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld tiber 12h bei
20V eluiert und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. An der Membranoberfliche
bleiben die Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften. Dabei bleibt das
Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten. Methanol im Puffer dient dazu, das
SDS aus den Protein-Detergens-Komplexen zu entfernen und die Bindung der SDS-
freien Proteine an die Membran zu erhchen. Daher konnen die Proteine renaturieren und
teilweise ihre Sekundir- und Tertidrstruktur wieder einnehmen, nicht aber ihre

Quartirstruktur.

3.5.4. Immunodetektion

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran missen zuerst die freien
Bindungsstellen auf der Membran blockiert werden, da sich sonst die Antikorper an diese
Bindungsstellen heften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen unmdglich
machen wiirden. Das Blockieren der freien Bindungsstellen erfolgte mit einem fur die
Antikorper nicht erkennbaren Protein aus Milchpulver. Hierzu wurden die Membranen
zuerst 1h bei RT in Milchlésung geschiittelt und anschlieBend mit den Primarantikérpern
in entsprechender Konzentration in Milchlosung tiber 4h bei RT inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit TBS-T wurden die Membranen anschlieBend mit den HRP
(eng. horse radish peroxidase)-konjugierten Sekundirantikérpern 1h bei RT inkubiert und
wieder mehrmals mit TBS-T gewaschen. Mit Hilfe eines Enhanced Chemoluminescence
Analysis Kit (ECL-Kit Amersham Bioscience, Freiburg) und eines Rontgenfilms (Kodak)
wurden die immunoreaktiven Proteine nun in der Dunkelkammer sichtbar gemacht. Die
Meerrettichperoxidase katalysiert die Umsetzung von Luminol (bzw. je nach Hersteller
Derivate dessen) in seine oxidierte Form, bei der mit Hilfe von chemischen Verstirkern
eine Lumineszenz detektiert werden kann. Hierbei ist die Intensitit des emittierten Lichtes
proportional zur Proteinmenge. Durch Auflegen eines Rontgenfilms auf die mit ECL-Kit
behandelte Nitrocellulosemembran kommt es zur Schwirzung des Rontgenfilms. Die
Filme wurden eingescannt und mit der Gelscan 3D Software (BioSciTec, Marburg) wurde

die Schwirzungsintensitit der Banden untereinander quantifiziert.
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C Ergebnisse

1. Immunhistochemie

Als Positivkontrollen zum Nachweis einer korrekten Durchfiihrung und Anfirbung
wurden Priparate von normalem humanem Pankreas mitgeftihrt, von denen eine positive
Reaktion mit den entsprechenden Antikorpern bekannt war. Die Positivkontrollen zeigten
stets die typische Anfirbung. Als Negativkontrollen zum Ausschluss unspezifischer
Anfirbungen wurden stets Priparate ohne Anwendung des Primarantikérpers mitgefihrt,
alle anderen Schritte wurden analog durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich keine
charakteristische Reaktion und unspezifische Anfirbung durch die tbrigen Reagenzien
wurde ausgeschlossen.

Zuerst untersuchten wir die Expression von Rapl und B-Raf in normalem humanem
Pankreas. Hierzu wurden 3um-dicke Schnitte immunhistochemisch angefirbt und
mikroskopisch analysiert. Es zeigte sich, dass Rap1 in exo- und in endokrinen Zellen des
Pankreas exprimiert wird (Abb. 6 A, C, E). Auch bei der Analyse der Spiegelschnitte
wurde festgestellt, dass sich im exokrinen Pankreas eine homogene miBlige Anfirbung
zeigte wohingegen einzelne Zellen in Pankreasinseln stark angefirbt wurden. Im Bereich
der Pankreasinseln ist Rap stark in einigen Betazellen (Abb. 6A, B; Pfeile) und nicht-
Betazellen exprimiert (Abb.6A, B, Pfeilképfe). Um nun weitere Hinweise auf die Entitat
dieser vereinzelt stark angefarbten Inselzellen zu erhalten, wurden Spiegelschnitte von
normalem humanen Pankreas angefertigt und immunhistochemisch angefirbt. Bei diesem
Vergleich der Inseln von Rapl einerseits und Insulin, Glukagon, Serotonin, Somatostatin,
pankreatisches Polypeptid, IRS-2 und C3G andererseits zeigte sich, dass eine starke Rap1-
Expression deutlich mit der Somatostatinexpression von Deltzazellen korrespondiert
(Abb. 6C + D, Pfeile). Dies legt nahe, dass Rap1 vor allem in Deltazellen des endokrinen
Pankreas exprimiert wird. Zwar zeigen auch die Spiegelschnitte von Rapl und Insulin
vereinzelte korrespondierende Inselzellen, dies ist jedoch weniger spezifisch als der
Vergleich mit Somatostatin (Abb. 6A + B). Immunhistochemische Anfirbungen von
intestinalem Gewebe mit Rap1 zeigten aullerdem, dass Rap1l miBig in Endothelzellen von
Gefillen (Abb. 6H, Pfeile) und stark in den apikalen Membranen von Enterozyten im
gesamten Darmtrakt exprimiert wird (Abb. 6G, Pfeile). Im Vergleich zu dieser weit

verbreiteten Expression von Rapl in verschiedenen Geweben zeigte B-Raf eine
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wesentlich spezifischere Verteilung. Man erkennt eine homogene Anfirbung von
normalen humanen Pankreasinseln mit vereinzelt stirker angefirbten endokrinen Zellen
(6F), wohingegen das exokrine Pankreas nur sehr schwach angefirbt wurde. In glatten
Muskelzellen (Abb.6I) und in enteroendokrinen Zellen des Darms war B-Raf stark
exprimiert (Abb. 6], Pfeile).
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Abbildung 6: Normale Mikroanatomie der Rapl- und B-Raf Expression in Pankreasinseln (A-F),
Kolonmukosa (G), Gefilwinden (H, I) und duodenaler Mukosa (J). Die Paraffinschnitte wurden
immunhistochemisch mit Antikérpern gegen Rapl (A, C, E, G, H), Insulin (B), Somatostatin (D) und B-Raf

(F, I) angefirbt. Die Bilder A/B und C/D sind Spiegelschnitte von humanem Pankreas. Die MafBstibe
entsprechen 50 um.
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Als nichstes untersuchten wird die Expression des kirzlich identifizierten Onkogens B-
Raf und seiner upstream-GTPase Rapl in neuroendokrinen Tumoren des Magen-Darm-
Traktes. Hierzu firbten wir 24 Insulinome (Abb. 7), 15 Serotonin-produzierende NET's
und 10 Gastrinome immunhistochemisch an (Abb. 8). Durch den Vergleich der Intensitit
der Rapl-Anfirbung mit Endothelzellen und der B-Raf-Anfirbung mit Myozyten konnte

die Expression semi-quantiativ ausgewertet werden (siche Abb. 4 und Tabelle 5).

Tabelle 5: Semi-qualitative Bewertung von Rapl und B-Raf in GEP-NETSs. Die Expression von Rapl und
B-Raf wurde als schwach (+), miBig (++) und stark (+++) im visuellen Vergleich zur Anfirbung von

Endothelzellen (= miBige Rap1-Expression) oder Myozyten (= starke B-Raf-Expression) gewertet.

Rap1 B-Raf
Starke der + ++ +++ + ++ +++
Expression
Insulinome 8/24 16/24 0/24 2/24 17/24 5/24
N=24
Serotonin- 9/15 4/15 2/15 3/15 7/15 5/15
produzierende :
NETs N=15 |
Gastrinome 0/10 4/10 6/10 1/10 8/10 1/10
N=10 :

Die Mehrzahl der Insulinome wies millige Expression von Rapl und B-Raf auf (Tab. 5).
Abb. 7B, F und H zeigen die typische immunhistochemische Anfirbung von Insulinomen
durch Insulin-Antikérper. Exemplarisch zeigen Abb. 7A maiBige, Abb. 7C und D
schwache Expression von Rapl. Abb. 7E zeigt starke, 7G mailige und 7I+] zeigen
schwache Expression von B-Raf. Anhand der Setienschnitte 7A/B, E/F und G/H
erkennt man, dass sowohl Rapl als auch B-Raf in der Mehrzahl der Insulinome deutlich

tberexprimiert wird.
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o
I,

i i

Abbildung 7: Die Expression von Rapl (A-D) und B-Raf (E-]) in Insulinomen. Die Paraffinschnitte der
Insulinome wurden mit Antikérpern gegen Rapl (A, C, D), B-Raf (E, G, I, J) und Insulin (B, F, H) gefirbt.
Die Bilder A/B, E/F und G/H sind Setienschnitte. Der Ma3stab entspricht 50 um.
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Bei der semiquantitativen Auswertung der Serotonin-produzierenden NETs fiel auf, dass
die Mehrzahl der Tumoren Rap1 nur schwach, B-Raf hingegen malig exprimiert. In den
untersuchten Gastrinomen verhilt sich die Expression umgekehrt, Rapl ist in der
Mehtzahl der Schnitte stark exprimiert, B-Raf miGig (Tab. 5). Die Abb. 8A/B, C/D, E/F
und G/H sind Setienschnitte aus GEP-NETs. Abb. 8B und D zeigen die
immunhistochemische Anfirbung von zwei Serotonin-produzierenden NETs mit
Serotonin-Antikorpern. Abb. 8B zeigt einen Tumor mit wesentlich schwicherer
Expression von Serotonin als in Tumor 8D. Abb. 8A zeigt einen Serotonin-
produzierenden Tumor mit maBiger Rapl-Expression, Abb. 8C zeigt starke B-Raf-
Expression. Abb. 8F und H zeigen die immunhistochemische Anfirbung von
Gastrinomen mit Gastrinantikérpern. Abb. 8E zeigt ein Gastrinom mit maf3iger Rapl-
Expression, Abb. 8G zeigt starke B-Raf-Expression.

Die untersuchten GEP-NETs zeigten keine homogene Anfirbung der Tumore durch
Rapl oder B-Raf. Einige lieBen sich nur sehr schwach gegen Rapl (Abb. 7C, D) und B-
Raf (Abb. 7I, J) anfirben, andere wiederum zeigten innerhalb des Tumorgewebes
deutliche Unterschiede (Abb. 8A,C). Rapl zeigt eine wesentlich weiter verbreiterte
Expression als B-Raf, aber auch B-Raf ist weniger spezifisch als zum Beispiel
Chromogranin A. Es konnte deutlich gemacht werden, dass sowohl Rap1 als auch B-Raf
eine eindeutige Uberexpression in der Mehrzahl der GEP-NETSs aufweisen im Vergleich
zu den meisten umliegenden Geweben. Nachdem wir dies festgestellt hatten,
untersuchten wir als nichstes die Auswirkungen dieser Uberexpression auf die
Downstream-MAP-Kinase ERK2 und den ERK-abhingigen Transkriptionsfaktor Elk-1

in einer Karzinoidzellinie (Signaltransduktionskaskade siche Abb. 2).
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Abbildung 8: Die Expression von Rapl und B-Raf in Serotonin-produzierenden NETs und Gastrinomen.
Die Paraffinschnitte von Serotonin-produzierenden NETs (A-D) und Gastrinomen (E-H) wurden mit
Antikérpern gegen Rapl (A, E), Serotonin (B, D), B-Raf (C, G) und Gastrin (F, H) inkubiert. A/B, C/D,
E/F und G/H sind Setienschnitte, sie zeigen statke bis seht starke Exptession von Rapl und B-Raf. Die
MaBstibe entsprechen 50 pm.
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2. Luziferaseassay

Fir die Auswirkung einer Uberexpression von Wildtyp Rapl und B-Raf auf die
Aktivierung der MAPK-Signaltransduktionskaskade in GEP-NETSs untersuchten wir
BON-Zellen als Modell fiir Serotonin-produzierende NETSs. Es zeigte sich, dass die
Uberexpression von Wildtyp Rapl eine starke FElkl-Aktivierung induzierte, die
Uberexpression von Wildtyp B-Raf zeigte wesentlich schwichere Effekte. Eine
Uberexpression von Wildtyp Rap1 und Wildtyp B-Raf zeigte keinen additiven Effekt, die
Elk-1-Aktivierung war sogar schwicher als unter Uberexpression von Rapl alleine. B-Raf
BxB, eine Mutante mit einer aktivierten COOH-Kinasedomine, zeigte eine deutliche Elk-
1-Aktiverung, die im Vergleich zur Aktivierung durch Wildtyp B-Raf etwa doppelt so
stark war. Die Elk-1-Aktivierung durch konstitutiv aktiviertes Rapl G12V war wesentlich
schwicher als durch Wildtyp Rap1 (siche Abb. 9).

Nachdem wir also nachgewiesen hatten, dass zumindest die Uberexpression von Wildtyp
Rapl und B-Raf BxB in BON-Zellen eine starke Elk-1-Aktivierung induzierte,
interessierte uns als nichstes die Wirkung des B-Raf-Inhibitors BAY 43-9006 auf
Wachstum und Apoptose von GEP-NETs.
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(standardisierte Luziferaseaktivitat)

Vielfache Induktion

Z].I III

Vektor

+ - - - - -
Rapl Wildtyp

- + - + - -
B-Raf Wildtyp

- - + + - -
Rapl G12v

- - - - + -
B-Raf BxB

Abbildung 9: Gal4-Flk1 abhingiger Luziferaseassay. Untersucht wurde der Effekt einer Uberexpression von
Wildtyp Rapl und B-Raf in einer Karzinoidzellinie (BON). Die Zellen wurden mit Gal4-Elk1 -abhingigen
Reporterplasmiden und Luziferasevektoren als Reporterplasmide sowie mit einem Kontrollplasmid oder
verschiedenen Kombinationen von Expressionsvektoren fiir Wildtyp Rapl und B-Raf sowie Rapl G12V
und B-Raf BxB transfiziert. Gezeigt werden jeweils die Mittelwerte * Standardabweichungen von 4-5

voneinander unabhingigen Experimenten.

3. MTT-Assay

Wir untersuchten den Effekt von unterschiedlichen Konzentrationen von BAY 43-9006
(gelost in DMSO) auf Wachstum und Apoptose in In-R1-G9-und BON-Zellen als
Modelle fir GEP-NETSs. Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit BAY 43-9006 inkubiert
und anschlieend wurde per MTT-Assay der Anteil an lebenden Zellen im Vergleich zur
Kontrolle mit DMSO bestimmt.

Das Wachstum der BON-Zellen wurde durch 10 uM und 5 uM Loésungen von BAY 43-
9006 inhibiert bei einer IC,, zwischen diesen Konzentrationen. Eine 1uM Losung zeigte
keinen Effekt im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die In-R1-G9-Zellen reagierten etwas
sensitiver, auch thr Wachstum wurde durch 10uM und 5 pM Lésungen von BAY 43-9006
inhibiert. Im Vergleich zu den BON-Zellen zeigten sich bei den In-R1-G9-Zellen nach
den 24 Stunden allerdings wesentlich weniger lebende Zellen bei 10uM und 5 puM
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Losungen von BAY 43-9006 bei einer 1C;, zwischen 1 und 5 pM. Auch bei den In-R1-
G9-Zellen erzielten geringere Konzentrationen als 1 pM keinen Effekt im Vergleich zur

DMSO-Kontrolle (siche Abb. 10).
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[
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5 1 0,1 0,05 0,01

0,005 0001 HM
[BAY 43-9006]

DMSO 10

Abbildung 10: Inhibition und Proliferation der neuroendokrinen Tumorzelllinien BON und In-R1-G9 durch
BAY 43-9006. Der Anteil an lebenden Zellen wurde per MTT-Assay bei 570 nm photometrisch bestimmt.

Erlduterungen siehe Text.
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4. Westernblot

Nachdem die MTT-Assays eine Wachstumsinhibition von neuroendokrinen
Tumorzellinien bei 10 und 5 pM Konzentrationen von BAY 43-9006 gezeigt hatten,
untersuchten wir den Effekt von BAY 43-9006 auf die MAPK-vermittelte
Signaltransduktion in neuroendokrinen Tumorzellen. Zusitzlich untersuchten wir
aullerdem den Effekt von BAY 43-9006 auf die intrazellulire Signaltransduktion durch
PI3K/PKB. Die BON-Zellen wurden mit DMSO oder ansteigenden Konzentrationen
von BAY 43-9006 tuber 12 Stunden inkubiert und die Zellysate wurden
westerntransferiert. AnschlieBend wurde die Aktivierung von MEK1/2 (Abb. 11A),
pERK1/2 (11B) und PKB (11C) durch Phosphotylierungs-spezifische Antikorper
detektiert.

Die MEK1/2- und ERK1/2-Phosphotylierung wurde durch BAY 43-9006 in den
Konzentrationen 10uM, 5 uM und 1uM inhibiert (Abb. 11A, B). BAY 43-9006 hatte
auBlerdem einen inhibitorischen Effekt auf die Phosphorylierung von PKB in BON-
Zellen in Konzentrationen von 1 uM - 10nM (Abb. 11C). Dies kénnte darauf hinweisen,
dass BAY 43-9006 in neuroendokrinen Zellen nicht nur die MAPK-

Signaltransduktionskaskade inhibiert, sondern auch die PKB-Aktivierung hemmt.
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Abbildung 11: Der Effekt von BAY 43-9006 auf MAPK-Signaltransduktion in BON-Zellen. Die Zellen
wurden mit DMSO oder ansteigenden Konzentrationen von BAY 43-9006 inkubiert. Die Aktivierung von
MEK1/2 (A), pERK1/2 (B) und PKB (C) wurde mit spezifischen Antikdrpern detektiert. Dies sind
reprisentative Beispiele von drei voneinander unabhingigen Experimenten. Weitere Erlduterungen siche

Text.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

1.

Durch immunhistochemische Untersuchungen konnten wir nachweisen, dass Rap1
und B-Raf in der Mehrzahl der untersuchten GEP-NETs im Vergleich zu den
umgebenden Geweben tiberexprimiert sind. Hierbei stellten wir fest, dass B-Raf-
Antikorper neuroendokrine Tumore wesentlicher selektiver anfirben als Rapl-
Antikorper. Aullerdem fanden wir heraus, dass die untersuchten Tumore keine
homogene Anfirbung zeigten, sondern ein sehr unterschiedliches Muster. So waren
einige stark angefarbt, andere schwach und auch innerhalb eines Tumors zeigten
sich deutliche Unterschiede in der Expression. Interessanterweise scheint die Rap1-
Expression in Pankreasinseln am ehesten mit der Expression von Somatostatin zu
korrespondieren.

Mittels Luziferaseassay fanden wir heraus, dass vor allem “'Rap1 und B-Raf BxB
eine starke Flk-1-Aktivierung in BON-Zellen induzieren und somit die
Signaltransduktion tiber Rapl1/B-Raf/MEK/ERK aktivieren. “'B-Raf zeigte nur
eine sehr schwache Elk-1-Aktivierung und die gemeinsame Uberexpression von
“TRap1 und “'B-Raf hatten keinen additiven Effekt.

Bei den MTT-Assays reagierten sowohl die BON- als auch die In-R1-G9-Zellen auf
Sorafenib (BAY 43-9006). Beide Zellinien wiesen bei Sorafenib-Konzentrationen
von 10 und 5 uM einen verminderten Gehalt an lebenden Zellen auf, wobei bei den
In-R1-G9-Zellen der Effekt etwas ausgeprigter war. In beiden Zellinien inhibiert
Sorafenib in den Konzentrationen 10 und 5 uM das Wachstum.

Durch Westernblots konnten wir schlieSlich nachweisen, dass die Phosphorylierung
und somit Aktivierung von MEK1/2 und ERK1/2 durch Sorafenib in den
Konzentrationen 10, 5 und 1 uM inhibiert wird. Zusitzlich konnten wir zeigen, dass
auch die Phosphorylierung von PKB und dadurch die Signaltransduktion tber das
PI3K/PKB-Modul durch Sorafenib in Konzentrationen von 1 uM - 10 nM inhibiert

wird.
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D Diskussion

GEP-NETs sind eine heterogene Gruppe von meist langsam wachsenden Tumoren mit
einer bisher weitgehend unbekannten molekularen Pathogenese. Die Mehrheit der GEP-
NETs ist wenig chemosensitiv, was eine Klirung der Pathogenese mit Identifizierung von
moglichen Angriffspunkten einer konservative Behandlung umso wichtiger werden ldsst

(Delle Fave und Corleto 2001; Lubomierski et al. 2001; Oberg 2003).

1. Der Terminus ,,GEP-NETs* und seine Problematik

Ein Hauptproblem bei der Erforschung der molekularen Genese von GEP-NETS ist ihre
Seltenheit. Die genaue Inzidenz der Karzinoidtumore und PET variiert abhingig davon,
ob man nur die symptomatischen oder alle Tumore betrachtet. Die Inzidenz klinisch
signifikanter Karzinoide betrdgt 7-13 Fille/1.000.000 Einwohner jihrlich. Bei
Autopsieberichten treten allerdings 21 bis 84 maligne Karzinoide/1.000.000 Einwohner
jahrlich auf. Insulinome, Gastrinome und nicht funktionelle PET haben eine Inzidenz von
0,5 bis zwei Fillen/1.000.000 Einwohner pro Jahr (vgl. Tabelle 1) (Jensen et al. 2002). Die
geringe Anzahl an Tumoren macht es schwierig, ausreichend dokumentiertes,
klassifiziertes und gut prapariertes Material zur Charakterisierung und molekularen
Diagnostik zu sammeln. Auch in der WHO-Klassifikation von 2000 werden die
neuroendokrinen Tumore threm Ursprungsort zugeordnet, so dass man zwar die Inzidenz
von neuroendokrinen Tumoren des Magens oder der Appendix erfahren kann, nicht aber
die Inzidenz von gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumoren insgesamt
(WHO C(lassification of Tumours 2000).

Die Zusammenfassung von pankreatischen neuroendokrinen Tumoren und enteralen
neuroendokrinen Tumoren (,,Karzinoide®) zu einer gemeinsamen Gruppe mit dem
Terminus ,,GEP-NETs* suggeriert Homogenitit, obwohl diese Gruppe gerade in der
molekularen Pathogenese alles andere als homogen ist. So zeigten Zikusoka et al. in einem
Vergleich der hiufigsten chromosomalen Abberationen von PETs und enteralen NETS,
dass keine Uberschneidungen stattfanden. Die hiufigsten chromosomalen Abberationen
in PETSs sind Gewinne an Chromosom 7 und 20 sowie Verluste an Chromosom 2, 6q,
21q und Y. In gastrointestinalen Karzinoiden sind die haufigsten chromosomalen
Abberationen Gewinne an Chromosom 17 und 19 und ein Verlust an Chromosom 18.

Bei den genetischen Syndromen mit einer erhéhten Inzidenz von NETs wie der MEN1
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sind die Tumore vor allem im Pankreas lokalisiert und nur sehr selten enteral. Zikusoka et
al. stellten weiterhin chromosomale Unterschiede zwischen primiren PETs und deren
Metastasen sowie zwischen aktiven und inaktiven PETS fest. So bleibt auch hier zu fragen,
ob nicht selbst innerhalb der Gruppe der PETs Unterschiede in der molekularen Genese
auftreten (Zikusoka et al. 2005).

Derzeit sind mindestens 15 verschiedene Typen von endokrinen Zellen bekannt sind,
aber nur weniger als die Hilfte der bekannten Hormone wird in GEP-NETSs exprimiert
(Rindi et al. 2000)(siche Tabelle 6). Allein diese Vielzahl an unterschiedlichen Zelltypen
und produzierten Hormonen macht es wahrscheinlich, dass die Tumore in der
molekularen Genese unterschiedliche Pathomechanismen aufweisen. Dies legt nahe, dass
neuroendokrine Tumore mit unterschiedlicher Ursprungslokalisation —genetisch

voneinander unabhingige Tumore sind.

Tabelle 6: Zelltypen, Hauptprodukte und Syndrome von GEP-NETSs. Modifiziert nach: (Rindi et al. 2000),
Tabelle 2

Zelltyp Hauptprodukt Syndrom

A Glukagon -

B Insulin -

D Somatostatin -

EC Serotonin Karzinoidsyndrom

ECL Histamin -

G Gastrin Zollinger-Ellison-Syndrom
PP Pankreatisches Polypeptid -

2. Die Aussagekraft der immunhistochemischen Ergebnisse

In meiner Arbeit wurden 24 Insulinome, 10 Gastrinome und 15 Serotonin-produzierende
NETs untersucht. Da die Tumorproben aus einer Sammlung von neuroendokrinen
Tumoren von 1983 bis 2002 stammen, war es vor allem bei den ilteren Paraffinblocken
sehr schwierig, weitere Informationen zu erhalten. Dazu gehoren die klinischen
Symptome der Patienten, die Ursprungslokalisation des Tumors sowie das TNM-Stadium,
Mitose- und Proliferationsindizes. Soweit bekannt, stammen alle Insulinome bis auf zwei

aus dem Pankreas. Von diesen beiden stammt die Probe des einen aus einer
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Lebermetastase, die des anderen aus einer Lymphknotenmetastase. Die Serotonin-
produzierenden NET's stammen aus simtlichen gastrointestinalen Organen einschlieSlich
Lebermetastasen sowie aus der Lunge. Die Gastrinome stammen entweder aus dem
Pankreas oder Duodenum. Obwohl die Insulinome nach der von Zikusoka et al
beschriebenen Einteilung von den Serotonin-produzierenden NETs und Gastrinomen
keine gemeinsamen molekularen Pathomechanismen in der Tumorgenese aufweisen,
weisen die pankreatischen NETs und die enteralen NETs zumindest in der Expression
von Rapl und B-Raf keine Unterschiede auf. Ein Erklirungsansatz kénnte sein, dass
Antikorper gegen Rapl und B-Raf neuroendokrines Gewebe zu unspezifisch anfirben,
um hier Unterschiede herausarbeiten zu kénnen. Um diese These zu tiberpriifen, kénnte
die Expression von Rapl und B-Raf in anderen endokrinen Tumoren wie etwa
Schilddriisenkarzinomen immunhistochemisch untersucht werden.

Auf der Suche nach therapeutischen Angriffspunkten der GEP-NETs untersuchten wir
den Beitrag des kleinen G-Proteins Rapl und seiner Downstreamkinase B-Raf in GEP-
NETs und neuroendokrinen Tumorzellinien. Diese FExperimente zeigten eine
hochselektive Expression von B-Raf in gastroenteropankreatischen neuroendokrinen
Zellen, aus denen die GEP-NETs entstehen. Die GTPase Rapl wurde als Hauptaktivator
von B-Raf und deren Downstreamkinasen identifiziert (Bos et al. 2001). Deshalb
untersuchten wir die Expression von Rapl und B-Raf in GEP-NETs und ihre Rolle als
Effektoren  des = MAPK-Signaltransduktionskomplexes ~ in  neuroendokrinen
Tumorzellinien. Im Vergleich zu den festgelegten internen Standards zeigten Rap1 und B-
Raf in der Mehrzahl der GEP-NETs eine deutliche Uberexpression. Bei der
mikroskopischen Auswertung fiel aullerdem auf, dass durch die Anfirbung mit
Antikorpern gegen Rapl und B-Raf der Tumor bis auf wenige Ausnahmen klar vom
umliegenden Gewebe abgegrenzt werden konnte. Interessanterweise scheint die B-Raf-
Expression ein guter Marker fiir neuroendokrine Gewebe zu sein, wenn auch weniger
spezifisch als Chromogranin A (Solcia et al. 2000). Um diese ersten viel versprechenden
und richtungsweisenden Ergebnisse zu bestitigen, sollten meiner Meinung nach allerdings
immunhistochemische Untersuchungen in wesentlich gréerer Fallzahl erfolgen. Wenn
moglich, sollten die klinischen Daten der untersuchten Proben bekannt sein, damit eine
Korrelation zwischen der Tumorprimirlokalisation, dem Differenzierungsgrad des
Tumors einerseits und der Rapl- und B-Raf-Expression und -Lokalisation im

Tumorgewebe andererseits moglich ist.
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3. Die Rolle von Rapl und B-Raf in der molekularen Genese von GEP-NET's

Ca. 15% aller humanen Karzinome weisen aktivierende Ras-Mutationen auf. Zudem
wurden mehr als 30 Mutationen des B-Raf Gens identifiziert, die mit humanem Krebs
assoziiert sind (Davies et al. 2002). "*”"B-Raf besitzt alle wichtigen Figenschaften eines
Onkogens. So ist die Kinaseaktivitit dieses mutierten Proteins deutlich erhoht und es
stimuliert ERK Ras-unabhingig in vivo (Wan et al. 2004). Mutationen von B-Raf wurden
in malignen Melanomen (Brose et al. 2002), kolorektalen Karzinomen (Rajagopalan et al.
2002), Ovarialkarzinomen (Singer et al. 2003), cholangiozelluliren Karzinomen
(Tannapfel et al. 2003) und papilliren Schilddriisenkarzinomen (Brose et al. 2002; Cohen
et al. 2003) nachgewiesen. Wegen des Nachweises von B-Raf-Mutationen in
neuroendokrinen Tumoren wie dem Schilddrisenkarzinom untersuchten wir die
Expression von B-Raf in GEP-NETSs. Wir wiesen immunhistochemisch nach, dass B-Raf
in der Mehrzahl der untersuchten GEP-NETSs deutlich iberexprimiert ist und B-Raf-
Antikorper aullerdem spezifisch neuroendokrines Tumorgewebe und enteroendokrine
Zellen (Abbildung 6]) anfirbten. Allerdings zeigten Tannapfel et al. in einer Studie tber
VSPB_Raf in GEP-NETS, dass diese Mutation nur in 3% der untersuchten Fille auftritt
und somit bei der Tumorgenese von GEP-NETSs eine untergeordnete Rolle spielt
(Tannapfel et al. 2005). Folglich spielt B-Raf zwar bei der Signaltransduktion
verschiedenster Stimuli zur Regulation von Wachstum, Differenzierung und Apoptose in
GEP-NETs eine wichtige Rolle, allerdings scheint das Onkogen "*”"B-Raf keinen Beitrag
zur molekularen Pathogenese von GEP-NETS zu leisten.

Es zeigte sich, dass B-Raf und Ras-Mutationen in den gleichen Tumortypen auftreten.
Dies lisst die Vermutung zu, dass die beiden Gene denselben onkogenen
Signaltransduktionsweg nutzen und Ras B-Raf in diesen Tumoren aktiviert (Wan et al.
2004). Eine Moglichkeit wire folglich, dass aktivierende Ras-Mutationen bei der
molekularen Genese von GEP-NETSs eine Rolle spielen, und zwar indem diese
aktivierenden Ras-Mutanten B-Raf aktiviert. Dies wiirde auch erkliren, wieso wir eine
deutliche und auf die neuroendokrinen Tumoren begrenzte Uberexpression von B-Raf
nachwiesen. Obwohl mehr als 90% der pankreatischen nicht-endokrinen Karzinome K-
Ras Mutationen aufweisen, wurden Mutationen von K-Ras in GEP-NETSs nur sporadisch
beobachtet und scheinen bei der Pathogenese dieser Tumore keine Rolle zu spielen (Delle

Fave und Cotleto 2001).
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4. Der Effekt von Rapl und B-Raf auf die MAPK-Aktivierung in GEP-NETSs

Rap1 wurde ursprunglich wegen seiner Fihigkeit, die Ratkinase zu inhibieren, als Inhibitor
von Ras-transformierten Tumorzellen identifiziert. Spater wurde gezeigt, dass Rapl auch
die MAPK-Signaltransduktion tber die Aktivierung von B-Raf in neuronalen und
endokrinen Zellen aktivieren kann (Hagemann und Rapp 1999; Bos et al. 2001). In
neuroendokrinen Zellinien aktivierten ¥ Rap1 und V' B-Raf die MAPK-Signaltransduktion
und inhibierten sie nicht, wie anfinglich beobachtet. Die MAPK-Aktivierung ist hierbei
anhingig von der neuroendokrinen Zellinie und der stochiometrischen Relation zwischen
der Rapl- und der B-Raf-Expression. Die unterschiedliche Expression von Rapl und B-
Raf in den Tumorproben (Abb. 7C, D, I, ] und 8A, C) und somit die variablen Grade von
Rapl und B-Raf koénnten auf eine unterschiedliche Differenzierung der MAPK-
Signaltransduktion in den Tumorproben oder Zellen hinweisen. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass hohe Spiegel von Rapl und B-Raf in neuroendokrinen Zellen zur MAPK-
Aktivierung fihren. Die niedrige Inzidenz von aktivierenden B-Raf-Mutationen in GEP-
NETs (Tannapfel et al. 2005) fihrt also zu der Vermutung, dass eher Mutationen von
Rap1 als von B-Raf eine Rolle in der Pathogenese der GEP-NETS spielen. Aktivierende
Rapl-Mutationen koénnten in drei Hauptkategorien auftreten: Entweder aktivierende
Mutationen von Rap1 selbst, inaktivierende Mutationen von Rap-GAPs oder aktivierende
Mutationen von Rap-GEFs. Das Rap-GAP (Rap? GTPase-activating protein) SPA-1 (signal-
induced proliferation-associated gene-1) scheint als Tumorsuppressor zu fungieren, da SPA-1-
defiziente Mause verschiedene myeloische Defekte wie z.B. CML entwickeln (Ishida et al.
2003). Das Gen DOCK4 gehort zur CDM-Genfamilie, die fir GTPase-Regulatoren
kodieren, und aktiviert Rapl spezifisch. Mutationen von DOCK4 wurden z.B. in

Prostata- und Ovarialkarzinomen identifiziert (Yajnik et al. 2003; Ishida et al. 2003).

5. Der Einfluss von B-Raf-Mutanten auf die Signaltransduktion im B-

Raf/MEK/ERK-Modul

Aktivierte B-Raf-Mutanten kénnen MEK direkt phosphorylieren und aktivieren. Sie
kénnen MEK zwar auch indirekt iber die Aktivierung von Raf-1 aktivieren, benétigen
diesen indirekten Signaltransduktionsweg jedoch nicht. Jene B-Raf-Mutanten mit einer
eingeschrinkten Aktivitit kénnen MEK nicht suffizient direkt stimulieren, dafir aber

Rafl und somit indirekt MEK. Ihre Signaltransduktion zu ERK ist also Raf-1 abhingig
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(siche Abb. 12) (Wan et al. 2004). Auch Davies et al. beschrieben, dass *”"B-Raf Zellen
von molekularen Aktivatoren entbinden kann. Die regulatorischen phosphorylierenden
Positionen im Aktivierungssegment von B-Raf (Thr598 und Ser601) flankieren Val599.
Im onkogenen "?"B-Raf konnte das Glutamin folglich eine phosphomimetische
Funktion aufweisen Durch diese ,,Phosphorylierungsmimikry” benétigen — die
V¥ Mutanten einen Ras-abhingigen Schritt nicht mehr und entbinden sich so vom Ras-
abhingigen Proliferationssignal (Davies et al. 2002).

Mittels Luziferaseassay fanden wir heraus, dass vor allem Y'Rapl und B-Raf BxB eine
starke Elk-1-Aktivierung in BON-Zellen induzieren und somit die Signaltransduktion
tber Rap1/B-Raf/MEK/ERK aktivieren. YTB_Raf zeigte nur eine sehr schwache Elk-1-
Aktivierung und die gemeinsame Uberexpression von ¥ 'Rapl und ¥'B-Raf hatten keinen
additiven Effekt. Die wesentlich stirkere Induktion der Elk-1-Aktivierung von B-Raf BxB
im Vergleich zu “'B-Raf kénnte auf dhnliche molekulare Mechanismen wie in dem von

Wan et al. beschriebenen Modell zuruckzufiihren sein.

B-Raf-Mutanten
mit eingeschrinkter
Aktivitit

\ \
l 1

©O O
! !

Abbildung 12: Die differente Signaltransduktion zu ERK durch unterschiedliche B-Raf-Mutanten. A:

Aktivierte
B-Raf-Mutanten

Aktivierte Mutanten von B-Raf kénnen MEK direkt phosphorylieren und somit aktivieren. Obwohl sie
MEK auch indirekt tiber eine Aktivierung von Raf-1 aktivieren kénnten, ist dieser Weg nicht obligat. B: Jene
B-Raf-Mutanten mit eingeschrinkter Aktivitit konnen keine effiziente Aktivierung von MEK bewirken und
aktivieren statt dessen Raf-1, welches dann MEK aktiviert. Thre Fihigkeit, Signaltransduktion an ERK
weiterzuleiten, ist also von Raf-1 abhingig. Abkurzungen: MEK: MAPK/Erk Kinase, ERK: Extrazellulir
signalregulierte Kinase. Modifiziert nach (Wan et al. 2004), Abb. 7
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6. Die Bedeutung des Rafkinase-Inhibitors Sorafenib (BAY 43-9006) in der
Therapie von GEP-NETs

Da wir zeigen konnten, dass hohe Expression von Rapl und B-Raf oder aktivierende
Mutationen von Rapl und B-Raf MAPK-Signaltransduktion in neuroendokrinen
Tumorzellinien aktivieren, wurden diese Zellen anschlieBend mit Sorafenib (BAY 43-
9006) behandelt. Sorafenib ist ein potenter Raf-1-Inhibitor und supprimiert sowohl “'B-
Raf als auch "*”"B-Raf in vitro (Wilhelm et al. 2004). Nach Wan et al. interagiert Sorafenib
mit einer inaktiven Konformation von B-Raf. Aktivierende onkogene Mutanten von B-
Raf kénnten also weniger sensitiv auf Sorafenib reagieren als YIB-Raf, mit der moglichen
Entwicklung einer induzierten Sorafenib-resistenten Mutation der Kinase. Kinetische
Studien von BAYER haben gezeigt, dass “””"B-Raf zweifach weniger sensitiv auf
Sorafenib reagiert als V' B-Raf (Wan et al. 2004).

Wir untersuchten Proliferation und Phosphorylierung der MAP-Kinase-Kinase MEK1
sowie der MAP-Kinasen ERK1/2 und PKB in neuroendokrinen Tumorzellinien. Obwohl
nur relativ hohe Konzentrationen von BAY 43-9006 die Proliferation der Zellen
inhibieren und Apoptose induzieren konnten, wurde die Phosphorylierung der
Downstreamkinasen bereits durch etwas niedrigere Konzentrationen induziert. Da GEP-
NETSs generell niedrige Proliferationsraten aufweisen und durch das Vermeiden von
Apoptose wachsen konnten, kénnte die Induktion von Apoptose durch Raf-Kinase-
Inhibition therapeutisch erfolgversprechender als die Wachstumsinhibition sein.
Rafkinase-Inhibitoren sind also eine vielversprechende Option in der konservativen
Behandlung von GEP-NETs. Dies trifft vor allem fiir diejenigen Patienten zu, deren
Tumor und/oder dessen Metastasen nicht kurativ chirurgisch reseziert werden konnen.
Als Inhibitor von Rafkinasen, VEGFR und PDGFR kann Sorafenib (BAY 43-9006) tiber
mehrere Angriffspunkte in die Tumorproliferation und -angiogenese eingreifen. Eine
multimodale Therapie mit konventionellen zytotoxischen Pharmaka und zytostatisch
wirkenden Inhibitoren des ERK-Signaltransduktionskomplexes verspricht exzellente
Erfolge bei der Entwicklung neuer chemotherapeutischer Strategien (Kohno und
Pouyssegur 20006). So konnten Rafkinaseinhibitoren zusitzlich zu der bereits etablierten
konservativen Therapie von GEP-NETS eingesetzt werden. Es wurden bereits vier Phase-
I-Studien veroffentlicht, in denen Sorafenib ein tolerables Nebenwirkungsprofil mit
Diarrh6 als haufigster Nebenwirkung bei einer maximal tolerierten Dosis von 400 mg
zweimal tiglich aufwies. Sorafenib zeigte bei tolerablen Nebenwirkungen in Phase-1I-

Studien signifikante Wirksamkeit gegen metastasierte Nierenzellkarzinome bei
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immunotherapeutisch vorbehandelten Patienten sowie gegen hepatozellulire Karzinome
und Sarkome. Basierend auf Phase-1I-Resultaten von Patienten mit Nierenzellkarzinomen
wurde eine plazebokontrollierte Phase-I1I-Studie mit 905 randomisierten Patienten
durchgefiihrt und ergab, dass Sorafenib das progressionsfreie Ubetleben signifikant
verlingert (Strumberg 2005; Larkin und Eisen 2006; Rini 2000).

In einer Phase-I-Studie zur Dosisbestimmung wurden die Sicherheit, Pharmakokinetik
und Effizienz von Sorafenib plus Doxorubicin untersucht. Sorafenib 400mg zweimal
taglich plus Doxorubicin 60 mg/ m® wurde gut toleriert und es zeigte sich keine signifikant
erhohte Toxizitit. Auch dieses Ergebnis ist viel versprechend, sollte aber aufgrund der
niedrigen Patientenzahlen (N=34) weiter untersucht werden (Richly ez 2/ 2000).

Da wir lediglich 49 GEP-NETs immunhistochemisch untersucht haben und die
Wirksamkeit von Sorafenib im Bereich der Grundlagenforschung an neuroendokrinen
Tumorzellinien angewandt haben, sollten diese Ergebnisse priklinisch mit gréleren
Fallzahlen genauer untersucht werden. Die Wirkung von Sorafenib sollte auch an anderen
Modellen von neuroendokrinen Tumoren wie etwa INS-1-Zellen (eine Insulinomzellinie)
untersucht werden und im nichsten Schritt an gastroenteropankreatischen
neuroendokrinen Tumormodellen in Saugetieren. SchlieBlich kénnten klinische Studien
durchgefithrt werden, um die Wirksamkeit von Sorafenib gegen GEP-NETs zu
tberpriifen. Durch die Seltenheit der Tumore koénnte allerdings eine ausreichend grof3e

Fallzahl ~ fir  eine  klinische  Signifikanz  schwierig  zu  erreichen  sein.
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E Zusammenfassung

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumore (GEP-NETS) sind seltene Tumore,
die aus Zellen des diffusen neuroendokrinen Systems des Gastrointestinaltraktes oder
Pankreas entstehen. Unter den funktionellen GEP-NETs zihlen zu den hiaufigsten
Serotonin-produzierende neuroendokrinen Tumore, die von Klinikern weltweit hdufig mit
dem Begriff ,Karzinoid“ beschrieben werden, Insulinome und Gastrinome. Uber die
molekulare Pathogenese von GEP-NETS ist wenig bekannt (Calender 2000; Delle Fave
und Corleto 2001; Rindi und Bordi 2003; Rindi und Kloppel 2004). Die Mehrheit der
Tumore treten sporadisch auf, sie konnen aber auch als Teil eines komplexen familidren
Syndroms auftreten. Hierzu gehoren in abnehmender Hiufigkeit die Multiple Endokrine
Neoplasien Typ 1, das von-Hippel-Lindau-Syndrom, die Neurofibromatose
Recklinghausen sowie die Tuberése Sklerose (Morbus Bourneville-Pringle) (Leotlela et al.
2003). Im Gegensatz zu den hidufigeren Tumoren des Verdauungstraktes wie dem
kolorektalen Adenokarzinom, dem Magenkarzinom und dem Pankreaskarzinom sind in
den sporadischen GEP-NETs weder Verinderungen in Onkogenen (ras, Myc, fos, jun,
Src) noch in Tumorsuppressorgenen (p53, retinoblastoma suspectibility gene) typisch.
Auch eine Uberexpression von Genprodukten der EGF-Rezeptorfamilie sind bei den
GEP-NETS nicht bekannt (Calender 2000; Delle Fave und Cotleto 2001).

Zu den wohl am besten untersuchten intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden gehoren
die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)-Kaskaden. Dieser evolutionir stark
konservierte Signaltransduktionsweg besteht aus einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor
und drei aufeinander folgenden Kinasen, die sich nacheinander fortlaufend
phosphorylieren und dadurch aktivieren. Die letzte Kinase in dieser Reihe, die MAP-
Kinase, transloziert dann in den Zellkern und reguliert Transkriptionsfaktoren (Kolch
2000). Wir untersuchten speziell das MAPK-Modul mit der GTPase Rapl und den
Kinasen B-Raf, MEK und ERK. Die kleine GTPase Rapl wurde urspriinglich als ein
Suppressor der GTPase Ras identifiziert (Krev-1), da Rapl in vielen Zelltypen als Ras-
Antagonist durch Inhibierung der Ras-Kinase Raf-1 wirkt. Ras und Rapl koénnen jedoch
auch synergistisch wirken, je nachdem ob cAMP fir einen bestimmten Zelltyp mitogen
wirkt. Die Aktivierung der MAPK durch cAMP wird dabei durch Rapl und die Serin-
Threoninkinase B-Raf vermittelt (Hagemann und Rapp 1999; Kolch 2000; Bos et al.
2001).
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In papilliren Schilddriisenkarzinomen, die ihren Ursprung von neuroendokrinen Zellen
nehmen, wurden B-Raf-Mutationen nachgewiesen (Cohen et al. 2003). Auch in malignen
Melanomen, deren Ursprungszellen dhnliche Eigenschaften aufwiesen wie die Zellen des
diffusen neuroendokrinen Systems des Gastrointestinaltraktes, aus denen die GEP-NETs
entstehen, wurden aktivierende B-Raf-Mutationen nachgewiesen (Brose et al. 2002). Wir
erwarteten daher, dass der Rapl/B-Raf-Signaltransduktionsweg in der Pathogenese der
GEP-NETs eine Rolle spielt.

Zuerst untersuchten wir die Expression von Rapl und B-Raf immunhistochemisch in 49
GEP-NETs. Diese Experimente zeigten eine hochselektive Expression von B-Raf in
gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Zellen, aus denen die GEP-NETs
entstehen. Im Vergleich zu den festgelegten internen Standards zeigten Rap1 und B-Raf in
der Mehrzahl der GEP-NETS eine deutliche Uberexpression. Mittels Luziferaseassay
fanden wir heraus, dass vor allem Wildtyp-Rapl und die aktivierte Mutante B-Raf BxB
eine starke Aktivierung des ERK-abhingigen Transkriptionsfaktors Elk-1 in einer
neuroendokrinen  Tumorzellinie ~ (BON-Zellen) induzieren und somit die
Signaltransduktion tber Rap1/B-Raf/MEK/ERK aktivieren.

Die Mehrheit der GEP-NETS ist wenig chemosensitiv, was eine Kliarung der Pathogenese
mit Identifizierung von moglichen Angriffspunkten fir eine konservative Behandlung
umso wichtiger werden lisst (Delle Fave und Cotleto 2001; Lubomierski et al. 2001;
Oberg 2003). Auf der Suche nach therapeutischen Angriffspunkten von GEP-NETSs
untersuchten wir in MTT-Assays den Effekt des Rafkinase-Inhibitors BAY 43-9006 auf
Wachstum und Apoptose von neuroendokrinen Tumorzellinien (In-R1-G9- und BON-
Zellen) und in Westernblots den Effekt von BAY 43-9006 auf die Kinasen des MEK-
ERK-Moduls. Wir wiesen nach, dass BAY 43-9006 in relativ hohen Konzentrationen die
Proliferation der neuroendokrinen Tumorzellen inhibierte. Die Phosphorylierung der
Downstreamkinasen wurde aber bereits durch niedrigere Konzentrationen induziert.
Rafkinase-Inhibitoren sind also eine vielversprechende Option in der konservativen

Behandlung von GEP-NETs.
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G Anhang

1. Verzeichnis der Abkiirzungen

5-HIAA: 5-Hydroxyindolessigsaure
ABC: Avidin-Biotin-Complex
APS: Ammoniumperoxodisulfat
BSA: bovines Serumalbumin
C3G: Guanine nucleotide—releasing factor 2
cAMP: Cyclic adenosine monophosphate
c-Myc: Cellular homologue of avian mryelocytomatosis virus oncogene
CREB: eAMP response element—binding protein
CRK: CT10 sarcoma oncogene cellular homolog
DAB: 3,3"-Diaminobenzidintetrahydrochloriddihydrat
DMSO: Dimethylsulfoxid
ECL: enbanced chemoluminescence , verstirkte Chemolumineszenz
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure
Elk-1: E#s domain protein
EPAC: Exchange protein activated by cANMP
Erk: Extrazellulir signalregulierte Kinase
FCS: fetal calf serum, fetales Kalberserum
GAP: GTPase aktivierende Proteine
GEY: Guanine nucleotide exchange factor
GEP-NETs: gastroenteropakreatische neuroendokrine Tumore
GRB2: Growth factor receptor—bound protein 2
HCI: Salzsaure
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsaure
HPR: horse radish peroxidase, Meerrettichperoxidase
IMP: Zmpedes mitogenic signal propagation
JNK: Jun N-terminale Kinase
KSR: Kinase Suppressor von Ras
MAPK: Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MEK: MAPK/Erk Kinase
MEKK: MAPK /Erk Kinase Kinase
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MP-1: MEK Partner 1

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid
NaOH: Natronlauge

NETs: neuroendokrine Tumore

P53: Tumorsuppressorgen

PBS: Phosphate buffered saline, Phosphatpuffer

PI3K: Phosphatidylinositol 3 Kinase

PKA: Proteinkinase A

PKC: Proteinkinase C

PMSF: Phenylmethylsulfonylfluorid

Rap1: Ras proximate 1

RasGRP: Ras guanyl nucleotide releasing protein

Rb: Retinoblastoma Gen, ein Tumorsuppressorgen
RT: Raumtemperatur

RTK: Rezeptor Tyrosinkinase

SDS-PAGE:  sodium  dodecylsulfate-  polyacrylamide gel - electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid Gelelektrophorese

Sos: Son of sevenless guanine nucleotide exchange factor
TBS: TRIS buffered saline, TRIS-Puffer

TEMED: N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin
TRIS: Tris(thydroxymethyl)-amino-Methan
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