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1 Einleitung

11  Gastrointestinale Tumore

Gastrointestinale  Tumore sind mit einer weltweiten Zahl von ca 2 Millionen
Neuerkrankungen und 1,2 Millionen Sterbeféllen pro Jahr die haufigsten malignen Tumoren
des Menschen. Sie sind zumeist Erkrankungen des Alters, so dass bei kontinuierlich
steigender Lebenserwartung in den westlichen Industrienationen ihre relative und absolute
Haufigkeit kontinuierlich zunimmt. Gastrointestinale Tumoren werden somit zukiinftig ein
bedeutendes klinisches und gesundheitsokonomisches Problem darstellen. Ihre Prognose ist
oft schlecht, da sie meistens zu spét diagnostiziert werden und die therapeutischen Optionen
dann nur noch eingeschrankt sind. Um diesen Problemen zu begegnen, missen Strategien
entwickelt werden, die eine Identifikation von Risikopatienten und Tumoren im Frihstadium
erlauben und auf eine breitere Akzeptanz in der Bevolkerung stossen. Es sollten prognostische
und préadiktive Biomarker entwickelt und in der Klinik eingesetzt werden, die auch imstande
sind, eine individuelle Therapie in den verschiedenen Stadien einer Tumorerkrankung zu
lenken.

In den vergangenen 25 Jahren hat eine beispiellose Entwicklung in der biomedizinischen
Forschung stattgefunden. Eine detaillierte Ubersicht (ber die einzelnen biochemischen
Entwicklungen findet sich bei (Rocken et al., 2008). Sowohl die Entschliisselung mehrerer
vererbbarer Tumorleiden des Gastrointestinaltraktes wie z.B. der familidren Polyposis Coli
(FAP) und des hereditéaren nicht polypdsen kolorektalen Karzinoms (HNPCC), als auch die
wissenschaftliche Untersuchung von sog. ,.epigenetischen Phénomenen, also den
pathogenetischen Mechanismen, die zur Neu-Entstehung von Tumoren fihren, fallen in diese
Zeit. Hierzu zahlt die Erkenntnis Uber die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen ebenso
wie Uber die aktivierenden Mutationen wie die des k-ras-Genes, das bereits jetzt
routinemassig bei der Diagnostik des kolorektalen Karzinoms untersucht werden soll. Unser
zunehmendes Wissen um die Pathologie und Pathogenese gastrointestinaler Tumoren hat
auch zur ldentifikation neuer Therapie-,targets und zur Entwicklung neuer Medikamente
gefuhrt. So werden neben den ,,klassischen* Chemotherapeutika wie z.B. 5-FU, Irinotecan,
Oxaliplatin zunehmend sogenannte ,,biologicals* eingesetzt, die aus teilweise humanisierten
Antikorpern und Antikérper-Fragmenten bestehen oder sogenannte ,,small molecules* sind,
die gegen Rezeptor-Tyros nkinasen von Wachstumfaktoren (wie z.B. die EGFR-Familie) oder
Angiogenesefaktoren (wie z.B. VEGFR) gerichtet sind. Dabei wird durch die Anti-Rezeptor-
Antikorper (wie z.B. Cetuximab) die Signaltransduktion direkt am extrazellul&ren Rezeptor

gehemmt, wéhrend die ,,small molecules* (wie z.B. Erlotinib) an den intrazellularen
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Tyrosinkinasen durch Kompetition mit ATP angreifen und so zur Hemmung der
Phsophorylierung und Signaltransduktion fuhren.

Trotz dieser enormen Entwicklungen bleiben grundlegende Probleme im klinischen Alltag
bestehen, die die Tumoren des Gastrointestinaltraktes noch immer mit einer schlechten
Prognose verknupfen. Dies betrifft zum einen die zu spéte Diagnose, trotz mehr oder weniger
invasiver Verfahren, wie Osophago-Gastro-Duodenoskopie oder Koloskopie, die zwar den
Goldstandard darstellen, aber aufgrund zu geringer Akzeptanz der Patienten nur eingeschrénkt
wirksam werden. Weiterhin haben die bisher einsetzbaren serumbasierten ,, Tumormarker
eine zu geringe Sensitividt, um Karzinome im potentiell kurativen (Frih-) Stadium zu
detektieren. Zum zweiten ist trotz zunehmender Kenntnisse uber die molekularen
Mechanismen der Pathogenese gastrointestinaler Tumore die medikamentdse Therapie noch
weitgehend Organ-orientiert, und zu wenig Patienten-individualisiert. Erster erfolgsver-
sprechender Ansatz it zum Beispiel die routineméassige Bestimmung des k-ras-
Mutationsstatus beim kolorektalen Karzinom, nach dessen Typus (mutiert-nicht mutiert) sich
die Behandlung mit den EGFR-Inhibitoren richtet. Dennoch wird oft genug die intrinsische
und/oder erworbene Chemoresistenz des Tumors nicht prospektiv evaluiert, sondern
sozusagen im Nachhinein ermittelt. Es fehlt also a) an Friherkennung von Tumoren mit nicht-
invasiven Methoden; b) eine bessere Abschdtzung des biologischen Verhaltens des Tumors
(also der Prognose des Patienten) und c) eine Verbesserung der Vorhersagbarkeit des
Therapieansprechens (also die Pradiktion eines bestimmten Markers), damit man zu einer
tumor- und patientenindividualisierten Therapie gelangt.

Ich habe in meiner Arbeit verschiedene vielversprechende Zellzyklus- und Apoptose-
relevante Proteine untersucht, die teils einer besseren Diagnostik gastrointestinaler
Tumorerkrankungen dienen konnen und teils auch schon (pré&)klinisch therapeutisch
angegangen werden. Hierbei habe ich tumorbiologisch héchst unterschiedliche Karzinome
des Gastrointestinaltraktes untersucht, namentlich kolorektale Karzinome, Osophagus-
karzinome und neuroendokrinen Tumore, die im Folgenden genauer dargestellt werden
sollen. Der Fokus liegt hierbei naturgemal® auf dem aktuellen Stand der Diagnostik und

Therapie dieser Tumore, die die jetzige Prognose bestimmen

1.1.1 Kolorektale Karzinome

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist in der westlichen Welt eine der haufigsten malignen
Erkrankungen und belegt bei den tumorbedingten Todesursachen den 2. Platz. Allein in
Deutschland wurden nach Angaben des Robert-Koch-Institutes 2006 ca. 71.000 Neuer-



krankungen und 29.000 Todesfalle registriert. Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate
ist stadienabhangig sehr unterschiedlich. Wahrend die Uberlebensrate von Patienten im frilhen
Erkrankungsstadium (UICC I) nach der operativen Entfernung des Tumors >90% (T1) und
85% (T2) betrégt, ist schon im Stadium Ilb (T4) mit einer deutlichen Abnahme der 5-
Jahresiiberlebensrate auf 72% zu rechnen. Wenn bel der Erstdiagnose lokale Lymph-
knotenmetastasen (UICC I11) vorliegen, sinken die 5-Jahrestiberlebensraten weiter und liegen
bei 44 - 83 % (O'Connell et al., 2004). Wegen der sehr unterschiedlichen Uberlebensraten
wird das Stadium 11l seit 2004 in 3 Untergruppen (llla — Illc) aufgeteilt (O'Connell et al.,
2004) je nach Tumoreindringtiefe und Zahl der betroffenen Lymphknoten. Kolorektale
Karzinompatienten mit fernmetastasierenden Tumoren weisen nur noch eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 5-30% auf. Aufgrund der o.g. divergenten Prognose empfiehlt die
aktuelle S3-Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechsel-
krankheiten stadiengerecht Folgendes (Schmiegel et al., 2008): Nach einer RO-Resektion im
UICC-Stadium 111 soll eine regelhafte 6-monatige Chemotherapie durchgefiihrt werden. Im
Vergleich zum historischen Mg o-Protokoll (5-FU-Bolus-Prinzip) (Moertel et al., 1995) ist die
infusionale Gabe und inzwischen auch die orale Gabe von 5-FU gleich effektiv bel geringeren
Nebenwirkungen (Glen and Cassidy, 2008). Wenn mdglich, sollte ene
Kombinationschemotherapie mit Oxaliplatin durchgefiihrt werden (Andre et al., 2004). Fur
das Stadium Il ist die Datenlage weniger eindeutig, so dass die S3-Leitlinie eine eindeutige
Chemotherapieempfehlung nur bei zusédtzlichen Risikofaktoren (T4-Tumor, Tumor-
perforation, geringe Differenzierung, lleus, Veneninvasion, < 10 Lymphknoten untersucht)
ausspricht (Schmiegel et al., 2008). Im Stadium UICC 1V ist der Nutzen einer palliativen
Chemotherapie sowohl auf das progressionsfreie Uberleben als auch auf das Gesamtiiberleben
eindeutig belegt.

Die Karzinogenese kolorektaler Tumore ist ein gut untersuchter Prozess, bei dem eine
typische Abfolge genetischer Alterationen mit morphologischen Verénderungen auftritt. Es
konnen anhand der molekularen Veranderungen zwei unterschiedliche Phanotypen
charakterisiert werden. Der ,,klassische genetische Phanotyp, der 50-70% aller sporadischen
kolorektalen Karzinome ausmacht, zeigt eine klassische Adenom-Karzinom-Sequenz mit
Alterationen im APC/-catenin-Weg, p53-Mutationen, Genveranderungen mit loss-of-
heterozygosity (LOH) auf 5q, 17p, 189 (Kinzler and Vogelstein, 1996; Hanski and Itzkowitz,
2000). Demgegeniiber steht der CpG Island-Methylatorphdnotyp (CIMP+), der eine
epigenetische I naktivierung von Tumorsuppressorgenen aufweist. Haufig gehen diese Tumore

mit einer Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI+) einher infolge einer Promotormethylierung des



Mismatch-Repair-Gens hMLH1. Diese Tumoren sind eher rechtsseitig im Colon lokalisiert
und nicht selten High-grade Karzinome mit muzintser oder siegelringzelliger Differenzierung
(Ubersicht bei (Tischoff und Tannapfel, 2008). Des Weiteren ist seit langem bekannt, dass
Patienten mit langjahriger (Pan)Colitis ulzerosa ein erhdhtes Risiko haben, Dysplasien und
Adenokarzinome des Dickdarms zu entwickeln (Munkholm, 2003), was fUr einen
Wachstumsreiz aus Mediatoren der chronischen Entziindung wie z.B. der Zytokine spricht.
Das zeitlich regulierte Auftreten bestimmter prognostischer Markerproteine innerhalb der
Adenom-Karzinom-Sequenz legt nahe, dass diese Proteine moglicherweise eine funktionelle
Rolle fur die Karzinogenese und Tumorprogression spielen. Dennoch ist es bisher — mit
Ausnahme des k-ras-Gens in der palliativen Situation - nicht gelungen, Proteine zu definieren,
die prognostisch oder préadiktiv zum Beispiel das Ansprechen auf eine konventionelle
Chemotherapie voraussagen kénnen und Eingang in die klinische Routine gefunden hétten.
Zwar ist es moglich, mit Mitteln der modernen Molekularbiologie spezifische Gene und ihre
Mutationen zu identifizieren, die im fortgeschrittenen Tumorstadium von Bedeutung sein
konnten. Z.B. haben Braun und Kollegen retrospektiv 11 Biomarker, darunter bekannte
,Kandidaten® wie MLHL/MSH2, p53, Topoisomerase I, ERCC1, MGMT und Cox2
analysiert und dabel eine Subpopulation mit hoher Topoisomerase | Expression identifiziert,
die von Irinotecan und mdglicherweise auch Oxaliplatin profitiert (Braun et al., 2008).
Prospektive Studien hierzu fehlen aber. Der Nachweis der kras-Mutation, der inzwischen
regel haft beim metastasi erten kol orektalen Karzinom durchgefihrt werden sollte und auch bei
der Zulassung von neuen sogenannten ,.zielgerichteten molekularen Therapien® eine Rolle
spielt, ist schon eher von klinischer Bedeutung: Nur bei Vorliegen des Wildtyp-k-ras Gens ist
eine Therapie mit EGFR-antagonisierenden Substanzen wirksam (Van Cutsem et al., 20009;
Bokemeyer et al., 2009). Andere, ,,small-molecules* wie Erlotinib, scheinen nur wirksam zu
sein, wenn eine bestimmte Art von akneiformen Hautausschlag bel den Patienten auftritt, so
nachgewiesen beim fortgeschrittenen Pankreaskarzinom in der Kombinationstherapie mit dem
»Standard“ Gemcitabine (Moore et a., 2007). Die molekularen Grundlagen dieser klinischen
Beobachtungen sind Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Forschung.

Fir die friheren Stadien des kolorektalen Karzinoms, insbesondere das so prognostisch
heterogene Stadium UICC 11I, wird intensiv nach diagnostischen Mdoglichkeiten zur
Fruherkennung der Patienten gesucht, die innerhalb des Gesamtkollektivs eine schlechtere
Prognose haben und die dementsprechend anders behandelt werden missen. Wiinschenswert
ware, zum Zeitpunkt der Diagnose eine Stratifizierung in Hoch-Risiko-Gruppen und weniger

gefahrdete Patienten durchzufiihren, nicht zuletzt auch, um Uber-Therapien und damit



verbundene Kosten und Nebenwirkungen zu vermeiden. Ein wegweisender Ansatz in diese
Richtung konnte die aktuelle Arbeit von der Gruppe um Birchmeier und Schlag sein, die
zeigen konnten, dass eine hohe Aktivitéat des Gens ,,Metastasis associated in colon cancer 1«
(MACC1) sowohl Tumorwachstum als auch Zellabsiedlung fordert (Stein et al., 2009).

1.1.2 Osophaguskar zinome

Beim Osophaguskarzinom existieren zwei histologische Typen: Das Plattenepithel- und das
Adenokarzinom. In Deutschland sind etwa 80 % der Osophaguskarzinome platten-
epithelialen Ursprungs, etwa 10-15 % entstehen auf der Grundlage von zylindrischem
Barrett-Epithel (Adenokarzinome). Das Adenokarzinom des gastrooesophagealen Ubergangs
ist eine der am schnellsten zunehmenden Tumorentitdten in den westlichen Industrienationen
mit Inzidenzen zwischen 3 und 9 Fale/100.000 Einwohner (Blot and McLaughlin, 1999;
Bollschweiler and Holscher, 2001) - wohl aufgrund der zunehmenden ernahrungsbedingten
Risikofaktoren wie das Ubergewicht - wéhrend die Inzidenz des Plattenepithelkarzinoms
weitgehend konstant geblieben ist. Allerdings stellt auch der eher zunehmende Alkohol- und
Tabakkonsum ein grof3es soziotkonomisches Problem dar und wird inzwischen auch als
Risikofaktor fur die Entwicklung eines Adenokarzinoms der Speiserthre betrachtet. Die
meisten Osophagus-karzinome werden aufgrund fehlender Frilhsymptomatik erst in einem
fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (75% im UICC Stadium 111 und 1V (Bareiss et a.,
2002). Da sich die Prognose vor allem nach dem Tumorstadium bel Beginn der Therapie
richtet (Abou-Alfa et al., 2006), ist die 5-Jahres-Uberlebensrate aler diagnostizierten Falle
mit insgesamt um die 20% ungunstig (Robert-Koch-Institut, 2008). Zusatzlich haben diese
Patienten oftmals Begleiterkrankungen, die die Operabilitdt einschranken. Demgegenuber
stehen die sehr guten Operationsergebnisse in den frihen Tumorstadien, die auf die Mucosa
oder Submucosa beschrénkt sind: Hier sind durch die aleinige chirurgische respective sogar
endosopische (Mucosa-) Resektion 5-Jahres-Uberlebensraten von 70-95% mdglich (Holscher
et al., 1995). Bei fortgeschrittenen, aber lokoregiondr resektablen Tumoren gewinnen
multimodal e Therapieansdtze an Bedeutung. Im Zentrum der Therapieregime steht heutzutage
noch immer - wenn technisch machbar - eine onkologische Resektion des Tumors, flankiert
von neoadjuvanten oder adjuvanten Konzepten aus Chemo- oder Radiochemotherapien. Beim
Plattenepithelkarzinom wird diskutiert, ob im lokal fortgeschrittenen Stadium eine definitive
Radiochemotherapie ohne nachfolgende Resektion eine ausreichende Therapieoption
darstellt. Hierfur gibt es Hinweise aus einigen Studien (Di Fiore et a., 2006). Dartiber hinaus
wird die Rolle des PET a's,,Response prediction” bei neoadjuvanten Therapien as Option fir
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eine Individualisierung der Tumortherapie diskutiert (Lordick et al., 2007). Einschrankend
muss man anmerken, dass das PET niemals eine pathologisch komplette ,,response™ wird
vorhersagen konnen. Zur Zeit ist diese ,early response evaluation® beim Platten-
epithelkarzinom noch als wissenschaftlich in der Untersuchungsphase zu bewerten.

Auch fur das Adenokarzinom des Osophagus hat aufgrund von Daten aus Metaanalysen die
neoadjuante kombinierte Radiochemotherapie Vorteile gebracht. Allerdings zeigten mehrere
neuere Phase IlI-Studien, die neben Magenkarzinomen auch die sich offensichtlich
tumorbiologisch dhnlich verhaltende Adenokarzinome der Speiserdhre elngeschlossen hatten,
einen deutlichen Uberlebensvorteil fir eine neoadjuvante Chemo-therapie mit nachfolgender
Operation (Cunningham et a., 2006). Eine Erweiterung dieser neoadjuvanten Chemo-
therapieprotokolle um zielgerichtete Therapien wird derzeit in klinischen Studien untersucht
(z.B. MAGIC 2).

Im metastasierten Stadium geht es vor alem beim Plattenepithelkarzinom um eine
symptomorientierte Therapie. Hier steht die Sicherung der Nahrungspassage im Vordergrund,
wie sie zum einen durch endoskopische Verfahren mit Einlage von Stents oder aber auch
durch lokal-ablative Verfahren errreicht werden kann. Auch die palliative Radiotherapie,
entweder perkutan oder as Brachytherapie hat ihren Stellenwert. Eine systemische
Chemotherapie bei einer Lebenserwartung von > 6 Monaten mit ,,Platin-haltigen Protokollen*
ist sinnvoll. Gerade konnte die Arbeitsgemeinschaft internistische Onkologie in einer
randomisierten Phase |1-Studie, an der sich auch unsere Klinik beteiligt hat, zeigen, dass der
Zusatz von ,biologicals‘ in dem Fall Cetuximab as EGFR-Inhibitor, die Effektivitét der
,konventionellen Chemotherapie™ erhohen kann (Lorenzen et a., 2009). Die palliative
Chemotherapie beim Adenokarzinom des Osophagus richtet sich nach den Therapieoptionen
beim Magenkarzinom mit 5-FU/platin-haltigen Protokollen. Nichtsdestotrotz sind die hier
beschriebenen Therapieoptionen ales andere als befriedigend und es wird auch bel dieser
Tumorentitdt nach prognostisch und pradiktiv einsetzbaren Markern gesucht, die eine
patienten-individualisierte Tumortherapie erlauben wirden.

Beim Karzinom der Speiserthre ist allerdings im Vergleich zum kolorektalen Karzinom tber
die Pathogenese deutlich weniger bekannt. Wahrscheinlich erfolgt auch beim Adenokarzinom
des Osophagus die maligne Transformation, dhnlich wie beim Kolon-karzinom, mehrstufig.
Patienten mit chronischer Refluxkrankheit entwickeln haufig einen sogenannten Barrett-
Osophagus, bei dem sich das normale Plattenepithel des distalen Osophagus in eineintestinale
Metaplasie mit spezialisiertem Zylinderepithel umgewandelt hat. Aus der Metaplasie kann

sich Uber die weiteren Schritte der gering- und hochgradigen Dysplasie ein Adenokarzinom
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der distalen Speiserdhre entwickeln (Shaheen and Ransohoff, 2002). Die Mechanismen, die
zur malignen Transformation und Tumor-progression des Plattenepithelkarzinoms fihren,
sind bisher weniger verstanden. Chronische lIrritation der Osophagusschleimhaut durch
chronischen Alkoholabusus, insbesondere mit Nikotinabusus, stellen mit 90% den
Hauptrisikofaktor fUr das Plattenepithelkarzinom der Speiserthre dar (Brown et al., 2001).
Auf molekularer Ebene hat die Gruppe unserer Kooperationspartner Prof. Daniel/ Prof.
Dorken wertvolle Hinweise durch retrospektive Untersuchungen an Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Speiseréhre gewinnen konnen. Der Verlust des pro-
apoptotischen BAX-Proteins (Sturm et a., 2001), die geringe Expression der Zellzyklus-
arretierenden Proteine p16, p21 und Rb sowie eine Uberexpression des Cyklin D1 (Giiner et
al., 2003) sind nach ihren Analysen mit einer deutlich schlechteren Prognose fir die Patienten
verbunden und scheinen somit fir die Tumorprogression eine Rolle zu spielen. Beim
Adenokarzinom widerum sind die Mutationen des p53-Gens wohl von besonderer Bedeutung
(Montesano et a., 1996).

1.1.3 Gastr oenter opankr eatische neur oendokrine Tumor e (GEP-NET)

GEP-NETSs stellen eine relativ seltene und sehr heterogene Tumorentitét dar, auch wenn
neuere Untersuchungen eine Zunahme der Inzidenz vermuten lassen (Modlin et al., 2008).
Entsprechend der neuen WHO-Klassifikation (Solcia et al., 2000) werden sie in gut
differenzierte endokrine Tumore (friher als ,Karzinoide™“ bezeichnet), gut differenzierte
endokrine Karzinome (,maligne Karzinoide) und schlecht differenzierte endokrine
Karzinome (,undifferenzierte, klein — oder grofzellige Karzinome™) engeteilt.
Tumorbiologisch ist diese Entitdt somit hoch interessant, weil sie das gesamte Spektrum der
benignen Tumore bis hin zu den hochmalignen Karzinomen abdeckt. Die zur Einordnung
entscheidenden Kriterien sind laut WHO-K lassifikation neben Tumorgréfie, Morphologie der
Tumorzellen, Angioinvasion, Anzahl der Mitosen und Erfassung des Proliferationsindexes
(ki-67 Expression) auch die Lokalisation der Primartumors, wie sie bereits 1963 von Williams
und Sandler (Williams and Sandler, 1963) vorgeschlagen wurde: ,,foregut* Tumore finden
sich im Bereich der embryonalen Vorderdarmanlage (Thymus, Lunge, Bronchien,
Speiserdhre, Magen, Bauchspeicheldrise, Zwolffingerdarm, oberes Jgunum); ,,midgut®
Tumore (Mitteldarm) betreffen den restlichen Dinndarm und Dickdarm bis zum mittleren
Kolon transversum und ,,hindgut* Tumore (Hinterdarm) sind im restlichen Kolon und Rektum
lokalisiert. Diese Einteilung nur nach embryogenetischen Gesichtspunkten wird der

biologischen Vielfalt der Tumoren aber nicht gerecht. 2006 wurde von der European
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Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) ein Vorschlag fUr eine tumor-node-metastasis-
(TNM)-Klassifikation und Grading zunéchst fur foregut-Tumoren entwickelt (Rindi et a.,
2006). Der TNM-Vorschlag orientiert sich zum einen an dem TNM System solider Tumore
der Organe des Vorderdarms und zum anderen an der WHO-Klassifikation, bzgl. des
,Grading”“. Ein TNM System fur Tumore des Mitteldarms und Hinterdarms wurde 2007
entsprechend veroffentlicht (Rindi et al., 2007). Diese TNM-Klassifikationen befinden sich z.
Zt. noch in der klinischen Erprobungsphase und mussen prospektiv evaluiert werden. U. Pape
konnte retrospektiv zeigen, dass die TNM Klassifikation des oberen Gastrointestinaltraktesin
einem definierten Patientenkollektiv prognostischen Wert hat (Pape et al., 2008).

Klinisch lassen sich die GEP-NETs in funktionelle und nicht-funktionelle Tumore einteilen:
Bis zu 50% der GEP-NETs setzen grossere Mengen von Peptidhormonen und biogenen
Aminen ins Blut frei (sie sind ,,funktionell wirksam*) und bewirken dadurch die fur diese
Tumoren charakteristischen Hypersekretionssyndrome (z.B. Zollinger-Ellison-Syndrom,
Hypoglyké&miesyndrom oder Karzinoid-Syndrom). Hinterdarmtumore sind fast durchweg
hormoninaktiv/nicht-funktionell. Das ,Karzinoidsyndrom™ mit Flush, anfalsartigen
Diarrhoen und Gewichtsverlust ist fur Mitteldarmtumore pathognomonisch. Dieses ist
praktisch immer mit dem Vorhandensein von Lebermetastasen vergesellschaftet (Umgehung
der hepatischen Metabolisierung der Sekretionsprodukte). Diese klinischen Symptome
konnen im Allgemeinen durch Somatostatinanal oga oder Interferon-a gut kontrolliert werden
(Faiss et al., 2003; Oberg, 2001). Bisher gibt es aber nur unzureichende medikamenttse
Maoglichkeiten, das Wachstum und die weitere Disseminierung von GEP-NETs zu hemmen.
Dies hat auch mit den teillweise noch unverstandenen genetischen/molekularen
Veradnderungen der heterogenen GEP-NETSs zu tun.

Eine Reihe von Studien hat gezeigt, dass GEP-NETs weder bliche gemeinsame Onkogene
wie src, ras, myc, fos, noch Tumorsuppressorgene wie p53 exprimieren (O'Dowd and Gosney,
1995, Wang et a., 1997; Lee, 1996, Rindi et al., 2000). Verschiedene genetische
Untersuchungen an neuroendokrinen Tumoren lassen fUr hochmaligne neuroendokrine
Karzinome einen mit den konventionellen kolorektalen Karzinomen &hnlichen und teils
gemeinsamen Transformationsweg vermuten, wahrend die Pathogenese der niedrig-malignen
GEP-NET eine grundsétzlich andere zu sein scheint. Einige Autoren sehen dies in der
Abstammung der Tumorgruppen von unterschiedlichen Ursprungszellen begriindet: Benigne
neuroendokrine Tumoren und niedrig-maligne neuroendokrine Karzinome stammten
demzufolge von orthotopen neuroendokrinen Zellen des Epithels ab nach Schadigung von
teilweise differenzierten Vorlauferzellen (Mills et al., 1983; Bosman, 1997, ), wahrend der
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Ursprung der hochmalignen neuroendokrinen Karzinome in einer entarteten pluripotenten
Stammzelle vermutet wird (Helpap et a., 1999, Schonhoff et a 2004). Durch
immunhistologische Bestimmungen der Wachstumsfraktion, sowie der neuroendokrinen
Marker CgA und Synaptophysin an Tumoren diverser Organe konnte zudem gezeigt werden,
dass es keine Tumorprogression von Karzinoiden Uber niedrigmaligne neuroendokrine
Karzinome zu hochmalignen zu geben scheint (Sampietro et a., 2000; Helpap and
Kollermann, 2001).

Undifferenzierte neuroendokrine Karzinome sind nahezu in der Haélfte der Falle mit villGsen
Adenomen, Adenokarzinomen oder adenokarzinomatGsen Elementen assoziiert, wobel
Ubergangszonen fehlen (Mills et al., 1983; Chen, 1989; Fenoglio-Preiser, 2001; Brenner et
al., 2004). Genetische Untersuchungen von synchron aufgetretenen kleinzelligen
neuroendokrinen Karzinomen und assozierten Adenokarzinomen oder tubolovilldsen
Adenomen im Kolorektum zeigten identische genetische Alterationen in beiden
Tumorkomponenten: ein Verlust der Heterozygotie (LOH) fur p53 (Ubiali et al., 2001; Dacic
et a., 2002), DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) und APC-Tumor-Suppressorgene
(Vortmeyer et al., 1997; Huang et a., 2002), bcl 2 (Latulippe and Klimstra, 2001) und den
Rb-Genlocus (Huang et a., 2002), sowie eine kras-Mutation (Huang et a., 2002). Keine
dieser Abnormalitaten lief3 sich bei gut differenzierten neuroendokrinen Tumoren nachweisen
(Vortmeyer et al., 1997).

Offensichtlich liegen also der Entstehung von hochmalignen neuroendokrinen Karzinomen
und wenig differenzierten Adenokarzinomen z.T. die gleichen Verédnderungen der Adenom-
Karzinom-Sequenz zugrunde. Aul3erdem ist eine Abstammung von derselben Stammzelle
anzunehmen. Welche Signalwege aber angeschaltet sein missen, um zum einen oder anderen
,,Krebs-Phanotyp* zu gelangen, ist bisher nicht gekléart. Bis dato gibt es — rein klinisch - auch
keine verlasslichen prognostischnen Marker zur Vorhersage des Uberlebens oder des
Therapieerfolgs verfugbar.

Dennoch hat es in den letzten Jahren natrrlich Entwicklungen insbesondere in der Therapie
von GEP-NETSs gegeben, die nicht unerwéhnt bleiben sollen. Die Chemotherapie spielt bei
den schnell proliferierenden, entdifferenzierten neuroendokrinen Karzinomen (WHO Klasse
1l oder G3) die einzige entscheidende Rolle. Hier kommen unverandert vor allem
Kombinationen aus einem Platinpréparat (Cisplatin oder neuerdings vermehrt Carboplatin)
mit Etoposid zum Einsatz (Mitry and Rougier, 2001; Eriksson et al., 2009). Diese Tumoren
sprechen in der Regel gut auf die initiale Chemotherapie an, rezidivieren aber schnell und

héufig und werden als Zweitlinientherapie behandelt wie die kleinzelligen Lungenkarzinome.
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Aufgrund der immer noch ausgesprochen schlechten Prognose ist hier die Entwicklung neuer
Therapiestrategien von herausragender Bedeutung. Von den gut differenzierten
neuroendokrinen Karzinomen sprechen nur die NETs des Vorderdarms (Lunge, Magen,
Duodenum, Pankreas) auf eine Polychemotherapie an, hierzu werden auf Streptozotozin
basierende Kombinationen mit Doxorubicin oder 5-Fluorouracil eingesetzt (Kouvaraki et al.,
2004; Eriksson et al., 2009). Das Ansprechen auf eine Chemotherapie bel diesen Tumoren
liegt bei max. 50 Prozent. Rektumkarzinome sind ebenfalls eingeschrankt empfindlich fir
eine Chemotherapie, wahrend die haufigen Dinndarm-NETs nur ein Ansprechen von weniger
als 20 Prozent zeigen, weshalb eine Chemotherapie fur diese Tumorentitdt nicht empfohlen
wird. Hier wird von der European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS) bel Expression
von Somatostatinrezeptoren und Funktionalitdt des Dinndarm-NET eine Biotherapie mit
Somatostatin-Analoga empfohlen. Bel nicht-funktionellen Dinndarm-NETs war die
Datenlage bisher widersprtichlich, weil die antiproliferative Wirkung von Somatostatin-
Analoga nur durch nicht-kontrollierte Studien vermutet wurde. Erst in diesem Jahr konnte mit
einer Verdoppelung des progressionsfreien Uberlebens im Vergleich zum Plazebo-Arm
aufgrund der Ergebnisse der prospektiven, randomisierten Multizenterstudie ,,Promid eine
antiproliferative Wirkung von Somatostatin-Analoga belegt werden (Rinke et al., 2009). Die
derzeit verfligbaren Somatostatin-Analoga binden vor allem an den Somatostatinrezeptor 2
(SSR2) und weniger stark an den SSR5 und SSR3. Ein in Prifung befindliches Somatostatin-
Anaogon SOM230 (Pasireotide) bindet an vier der finf SSRs und kann damit eine stérkere
Wirkung bel funktionellen Syndromen entfalten als die konventionellen Somatostatin-
Anaoga. Eine Prifung der antiproliferativen Aktivitdt von SOM230 bel NETs steht noch aus.
Eine Kombination der Somatostatin-Analoga mit Interferon bringt fir die meisten Patienten
keinen zusétzlichen Nutzen, so dal3 diese Kombination zunehmend seltener eingesetzt wird.
Die Expression von Somatostatinrezeptoren durch NETs ist auch Grundlage der
Peptidrezeptor-vermittelten Radionuklidtherapie (PRRT). Bei diesem Verfahren wird Uber
einen Chelator (=DOTA) ein Betastrahlen emittierendes Therapienuklid an ein Somatostatin-
Anaogon gebunden (Octreotate=DOTA-TATE oder Tyrosin-Octreotid =DOTA-TOC). Je
nach Tumor/M etastasengrof3e wird 90Y ttrium (Betastrahler mit einer Reichweite von ca. 12
mm im Gewebe, praferentiell fir grofRere Tumore) oder 177Lutetium (Betastrahler mit
niedriger Reichweite von ca. 2 mm, haufig fur kleinere Tumore) als Therapienuklide
eingesetzt. Beide Radiopharmaka konnen auch mit Erfolg sequentiell verwendet werden.
Aufgrund der potentiellen renalen und hamatologischen Toxizitdt ist es wichtig, die

Patientengruppen genau zu definieren, die mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer Therapie
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profitieren. Die klinische Wirksamkeit der Radio-Rezeptortherapie konnte in grof3en Studien
belegt werden (Kwekkeboom et al., 2008). Ein primérer Progrefd unter PRRT tritt bei weniger
as 15 Prozent der Patienten auf und ist mit einer sehr schlechten Prognose verbunden. Wenn
die Patienten auf die Therapie ansprechen, ist die Zeit bis zur néchsten Progression im Median
40 Monate und das Uberleben im Median mehr als 48 Monate. Am besten sprechen
pankreatische NETs — insbesondere Glukagonome und Gastrinome - sowie Midgut-NETs auf
eine PRRT an. Interessanterweise ist die Wirksamkeit der Radio-Rezeptortherapie nicht
eindeutig abhangig von der Proliferationsrate, sofern eine hohe Somatostatin-Rezeptor-
Expression vorliegt. Damit stellt die PRRT bei geeigneten Patienten die derzeit wirksamste
palliative Tumortherapie dar, ist allerdings einschrankend nur an wenigen Zentren in
Deutschland verfigbar. Eine gezielte Therapie der NETs durch molekular definierte
Wirkstoffe wére analog der Therapie der chronischen myeloischen Leuké&mie oder den
gastrointestinalen  Stromatumoren eine winschenswerte Option. Der Nachweis einer
Aktivierung des mTOR-Signalweges und der VEGF-Rezeptoren in den GEP-NETSs bietet die
Basis fir eine Therapie mit RADOO01 als mTOR-Inhibitor und Sunitinib als VEGF-Inhibitor,
der auch andere potentiell aktivierte Tyrosinkinasen inhibieren kann. Fir beide Substanzen
liegen erfolgreich durchgefiihrte Phase-11-Studien vor, die randomisierten Phase |11 Studien
sind in der Auswertung. Diese hier vorgestellten Substanzen werden vor alem fir vielfach
vorbehandelte Patienten geeignet sein, da diese ein niedriges Nebenwirkungsprofil aufweisen.
Bei allen therapeutischen Uberlegungen muss noch einmal betont werden, dass zumindest im
Fall der gut differenzierten neuroendokrinen Karzinome, im Gegensatz zu den Ublichen
,Standardisierten” Vorgehensweisen, z. B. in der onkologischen Therapie haufiger solider
Tumore, ein anderes Procedere erforderlich ist, da der Krankheitsverlauf sich tber Jahre bis
Jahrzehnte, oft mit wenig Einschrénkungen in der Belastbarkeit, hinziehen kann und héufig
multiple verschiedene Therapiemodalitaten abgestuft erforderlich sind, um die Tumorlast zu
begrenzen. Dieses Vorgehen erfordert eine hohe Individualisierung der Therapie einerseits
und umfangreiche Erfahrung von seiten der behandelnden Arzte andererseits (Abstimmung
des Procedere im interdisziplindgren Tumorkonsil). Andererseits ist der Zeitpunkt, zu dem der
Tumor anfangt, schneller zu wachsen oder sich ,,aggressiver® zu verhalten, mit den heutigen
Methoden nicht vorhersehbar und die molekularen Grundlagen noch unverstanden. Auch hier

wéren also prognostische und oder pradiktive Marker von grof3em Interesse.
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1.2, Targets“ — Angriffspunkte zielgerichteter Krebstherapien
1.2.1 Apoptose und Zellzyklus

Die Regulation von Zellproliferation und Zelltod erfolgt durch eng miteinander verkntpfte
Signalwege. Im normalen und ausgereiften, adulten, sich aber dennoch standig selbst
erneuernden Gewebe besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Zellproliferation
durch mitotische Teilung und Zelluntergang durch programmierten Zelltod (Kerr et al., 1972,
Meier et al., 2000; Evan and Vousden, 2001). Beide Phanomene werden durch komplizierte
Regulationsvorgange engmaschig kontrolliert (Daniel, 2000). Diese beiden Phanomene
spielen, wenn sie dysreguliert sind, bel der Entstehung von Tumoren eine entscheidende
Rolle: Neben einer gestorten Apoptoseregulation ist die unkontrollierte Zellteilung ein
Charakteristikum von Tumorzellen. Die ungehemmte Aktivierung von Zellzyklus-
aktivierenden Signalwegen erleichtert die Tumorentstehung, ebenso wie die Inaktivierung von
Signalwegen, die den Zelltod auslésen (Wyllie et al., 1999). Alle malignen Tumoren weisen
solche Storungen der Proliferations- und der Zelltodkontrolle auf. Maligne Tumoren sind
haufig genetisch instabil und akkumulieren nach den initialen transformierenden genetischen
Ereignissen weitere sekundéare genetische Veranderungen (Hoeijmakers, 2001). Dies kann zu
einem weiteren Verlust der Proliferationskontrolle und noch stérkerer Apoptoseresistenz
fuhren. Solche Veranderungen werden im Rahmen der Tumorprogression beobachtet, also bei
der Entstehung aggressiverer und therapieresistenter Tumore, z.B. as Folge einer Chemo-
oder Strahlentherapie. Eine Ubersicht tber die verschiedenen Regulatoren des Zellzyklus und
der Apoptose findet sich bei (Daniel, 2003).

1.2.1.1 Z€ellzyklusregulation

Zellwachstum entsteht durch Progression der Zelle durch den Zellzyklus (Gillett and Barnes,
1998), der sich aus vier definierten, voneinander abgrenzbaren Phasen zusammen-setzt: G1,
S, G2 und M-Phase. Das Fortschreiten einer Zelle aus der GO-Ruhe-Phase in die G1-Phase
des Zellzyklus und aus der G1-Phase in die S-Phase wird durch den G1-Restriktionspunkt in
der spéten G1-Phase reguliert (Sherr and Roberts, 1999). Ist dieser Kontrollmechanismus in
Tumorzellen durch ein Proliferationssignal aufgehoben, z.B. durch genetische Defekte in
Kontrollgenen, geht die Zelle in die S-Phase Uber und beginnt mit der DNA-Synthese.
Wachstumshemmende Signale kdnnen das Fortschreiten proliferierender Zellen im Zyklusin
jeder Phase des Zellzyklus verhindern. Das wesentliche Zielgen dieser wachstumshemmenden
Signale sind Mitglieder der Retinoblastom (Rb-) Proteinfamilie. Die wachstumkontrollierende
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Funktion der Rb-Proteine beruht auf ihrer Fahigkeit, reversibel an Transkriptionsfaktoren,
z.B. E2F (Johnson and Walker, 1999) oder c-myc, zu binden. Dabei hemmt es ebenfalls
umgebende Transkriptionsfaktoren und blockiert hierdurch die Transkriptionsmaschinerie fir
das betroffene Gen, z.B. Zellzyklus-fordernder Gene. Dadurch wird die Zelle im Zellzyklus
(in dem Fall Gl-Phase) arretiert. Die Bindung von Rb an E2F wird durch den
Phosphorylierungsstatus von Rb reguliert (Kadlin, Jr., 1999; Tamrakar et al., 2000). Wenn Rb
hypophosphoryliert ist, inhibiert Rb die 0.g. Transkriptionsfaktoren und verhindert dadurch
die Hochregulation von Genen, die fur das Fortschreiten im Zellzyklus verantwortlich sind.
Vice versa muss Rb phosphoryliert und somit funktionell inaktiviert sein, damit der
Zellzyklus voranschreiten kann. Die Herunterregulation der Cyclin B Spiegel am Ende der
G2- und zu Beginn der M-Phase fihrt letzlich zur Hypophosphorylierung von Rb und

ermdglicht somit das Ende des Zellzyklus nach Abschluss der Mitose.

1.2.1.1.1 Cykline und deren I nhibitoren

Der Ubergang von einer in die nichste Phase des Zellzyklus wird durch cyclinabhéngige
Kinasen (CDK) reguliert. Diese Enzyme bilden einen Komplex mit jeweils spezifischen
Kofaktoren, den Cyklinen. Diese aktiven Cyklin-CDK-Komplexe phosphorylieren
Substratproteine wie z.B. das schon erwahnte Rb. Cyklin-CDK-Komplexe regulieren dadurch
die entscheidenden Kontrollpunkte des Zellzyklus. Die Cycline vom D-Typ (Cyklin D1, D2,
D3) kontrollieren gemeinsam mit Cyclin E die Aktivitdt von Rb am G1 Restriktionspunkt
(Keyomarsi and Herliczek, 1997; Vidal and Koff, 2000). Rb wird durch diese D-Cycline und
die assoziierten Kinasen CDK4 und CDK 6 phosphoryliert, wodurch es zur Hochregulation
von Cyclin E kommt. Der Komplex aus Cyclin E und der CDK2 Kinase vermittelt einen
zweiten Rb-Phosphorylierungsschritt in der spéten G1-Phase.

Neben der phasenspezifischen Expression der Cycline, die das koordinierte Durchschreiten
des Zellzyklus nach Proliferationssignalen steuern, kann der Zellzyklus durch spezifische
Inhibitoren von CDKs gehemmt werden. Diese Inhibitoren werden als CDKI’s (Cyclin-
dependent kinase inhibitors) bezeichnet. Bisher konnten zwel Unterfamilien der CDKIs
identifiziert werden: 1) die CIP/KIP Familie (p21WaYCPL p27%1Pt und ™) die multiple
verschiedene Cyclin/CDK Komplexe auch in der G2/S-Phase hemmen kénnen und 2) die
INK4-Familie (p16™® p15™NK* p18™N¢4 ynd p14'™<“Y), die spezifisch CDK4 und CDK6
hemmen (Roussel, 1999). Diese CDKI werden u.a. durch nukledre Stresssignale, z.B. nach
DNA-Schédigung in Folge von Bestrahlung oder Chemotherapie, aktiviert. Die Aktivitét von
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CDK2 (assoziiert mit Cyclin E) kann durch CIP/KIP CDKI Proteine gehemmt werden. Die
INK4-Familienmitglieder verhindern die Progression aus der G1-Phase in die S-Phase des
Zellzyklus, indem sie die Phosphorylierung von pRb verhindern. Dies erfolgt durch
Hemmung der Cyclin D-abhéngigen CDK4 und CDK6. Das somit hypophosphorylierte Rb
hemmt widerum die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren (z.B. E2F) und verhindert dadurch
die Expression von Cyclin E und weiteren fir die S-Phase-Progression bendtigten Faktoren.
Dies erklért auch, warum INK4-CDKI fir ihre Wirkung Rb benétigen.

/ late G1
Hb
-£ /
Cyclin B,A

7] — i

p57

Flb ﬁ Cyclm A

p2?

p57
Abbildung 1: Zellzyklus

1.2.1.2 Apoptoseregulation

1.2.1.2.1 p53

DNA-Schédigung durch Chemotherapeutika oder ionisierende Strahlung aktiviert eine
physiologische nukledre Stressantwort, die in den Tumorzellen transienten Zellzyklus-arrest,
zumeist in der G1- und der G2-Phase, induziert, wodurch der Zelle die Reparatur ermoglicht
wird. Hier sind verschiedene, in Abb. 2 dargestellten Regulatoren notwendig (z.B. p53, p21
CipWa-1 16Nk 1144RF) Bei schwerer Schadigung geht die Zelle statt in einen transienten in
einen permanenten Arrest (pramature Seneszenz). Die Inaktivierung der Kontrollgene
resultiert in der Unféhigkeit der Tumorzelle, nach DNA-Schadigung im Zellzyklus zu
arretieren.  Hierdurch kommt es (im Tiermodell) zu rascher Reaktivierung des

Tumorwachstums nach Therapie (Lee and Schmitt, 2003).
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Schlagt die Reparatur therapieinduzierter Schéden fehl, und sind die Seneszenzprogramme
der Tumorzelle defekt, werden Zelltodsignale aktiviert. Auch hier nimmt p53 eine zentrale
Rolle ein (Vousden and Lu, 2002), indem es eine Vielzahl von Zelltodgenen induziert: Hierzu
gehdren im wesentlichen Schllsselgene des mitochondrialen Apoptose-Signalweges,
insbesondere pro-apoptotische Mitglieder der bcl-2 Genfamilie (Bax, Bak, verschiedene BH3-
only Proteine, z.B. Puma, Noxa, Nbk/Bik (Oda et al., 2000)), das Adapterprotein APAF-1,
sowie eine Reihe weiterer Effektorgene mit teils noch unbekannter Funktion. Es kann aber
auch als transkriptioneller Repressor dienen und Expression anderer Gene direkt oder indirekt
reprimieren (z.B. bcl-2, cdc2, Cyclin B, (Taylor and Stark, 2001)). Komponenten des
Todesrezeptorsignalweges scheinen nicht wesentlich zur Apoptose-Ausldsung in Tumorzellen
nach Bestrahlung oder Chemotherapie beizutragen (Wieder et al., 2001; Von Haefen et al.,
2003). Zu den p53- Zielgenen im Zellzykluss und DNA-Reparatur-Signalweg gehdren
p21Waf/Cipl, 14-3-3-sigma, Gadd45 und MSH2. Es gibt eine Vielzahl positiver und
negativer Ruckkopplungs-Schieifen, Gber die Proteinexpression und Aktivitét des p53-Gens
reguliert werden (Harris and Levine, 2005). Auch ist inzwischen bekannt, das es neben seiner
Aktivitdt als Transkriptionsfaktor eine direkte, transkriptionsunabhéngige Apoptose-
vermittelnde Aktivitat des p53-Proteins gibt (Schuler and Green, 2005). Komponenten des
p53-Signalweges sind in jedem Fall wichtige und zentrale Zielstrukturen fir neue Therapie-
Modalitéten ((Slee et a., 2004; Vousden and Prives, 2005; Selivanova, 2004)). Das p53-Gen
selbst ist in vielen menschlichen Tumoren mutiert, die Frequenz der Mutation hangt ab von
der Tumorart. Bel Uber 50% der menschlichen malignen Tumoren konnte eine Mutation oder
ein Verlust von p53 nachgewiesen werden (Hollstein et al., 1994). Dieses geht mit einer
Inaktivierung der damit verbundenen Signalwege einher. Ziel neuer Therapieansdtze ist es
daher, Signaldefekte in Tumoren speziell zu attackieren, oder niedermolekulare pharmako-
logische Substanzen zu entwickeln, die mit Zelltodsignalwegen interagieren. Im Fall von p53
ist z.B. ein Ansatz, mutiertes und hierdurch missgefaltetes p53-Protein in eine funktionelle
Form zurtickzufalten (Foster et a., 1999). Ein @nliches Ziel verfolgt der gentherapeutische
Ansatz, mit Hilfe viraler Gentherapievektoren Gene wie z.B. pl6, p53 oder p14ARF in
Tumorzellen einzuschleusen, um diese im Wachstum zu hemmen bzw. in die Apoptose zu
treiben (Hemmati et a., 2002).
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Abb. 2: Signaltransduktion nukledrer Stresssignalwege

Nukledre Stresssignale, z.B. in Folge DNA-Schadigung oder Aktivierung von Onkogenen,
aktivieren den p53 Signalweg. P53 wirkt als transkriptioneller Aktivator von Zellzyklusarrest-
bzw. Apoptose-Genen.

1.2.1.2.2 Inhibitor-of Apoptosis-Familie: Survivin

Survivin wurde 1997 von Ambrosini als Mitglied der sogenannten |AP-(inhibitor-of-
apoptosis) Familie identifiziert und charakterisiert (Ambrosini et al., 1997). Das menschliche
Survivin-Gen umfasst 14,7 kb an der Telomerposition des Chromosoms 17 und ist lokalisiert
auf g25 (Li et a., 1998). Es hat drei Introns und vier Exons, einen TAT-losen proximalen
Promoter und ca. 200 GC-reiche Regionen stromaufwarts von Exon 1 (Ambrosini et al.,
1997). Das Survivin-Gen kodiert fir ein 16,5 KD Protein mit 142 Aminosauren. Als Mitglied
der 1AP-Familie besitzt es eine einzige Baculovirus-IAP-repeat (BIR)-Doméane und eine
verlangerte COOH-terminale alpha-helikale coiled-coil Region (LaCasse et a., 1998). Eine
RING-Finger-Domane wie die anderen Mitglieder der IAP-Familie besitzt es nicht. Von
Survivin  existieren mehrere  Spleil3varianten, denen unterschiedliche Funktionen
zugeschrieben werden (Mahotka et al., 1999; Badran et al., 2004; Caldas et al., 2005).
Offensichtlich wirken diese Spleil3varianten wie ,,intrinsische Gegenspieler des ,,full-lengh-

Proteins® Survivin; z.B. scheint die Spleif3variante Survivin 2B seine antiapoptotische
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Funktion vollstandig verloren zu haben. Bei Magen- und Nierenkarzinomen tritt mit
fortgeschrittenem Stadium ein Verlust von Survivin 2B auf (Krieg et a., 2002; Mahotka et al.,
2002a).

Survivin wird zellzyklusabhangig reguliert, wobei die Expression in der G2/M-Phase deutlich
zunimmt (Li et a., 1999). In dieser Zellzyklusphase assoziiert Survivin mit dem Komplex
CDK/Cyclin B1 und wird phosphoryliert (O'Connor et a., 2000a). Survivin kann in zwei
Zellkompartimenten immunhistochemisch nachgewiesen werden. Der nukledre Pool ist mit
dem Kinetosom der Metaphase-Chromosomen und der zentralen Spindel in der Anaphase
assoziiert. Der zytoplasmatische Pool assoziiert in der Interphase mit Mikrotubuli,
Zentrosomen, Spindelpolen und der mitotischen Spindel, in der Metaphase und Anaphase mit
den Mikrotubuli. Komplette Survivin-Defizienz fuhrt an der knockout-Maus zu einer
hundertprozentigen embryonalen Letalitét durch einen katastrophalen mitotischen Defekt und
ein komplettes Fehlen der mitotischen Spindel (Uren et al., 2000). Allerdings fuhrt die
Abwesenheit von Survivin in euploiden menschlichen Zellen zwar zu Defekten in der
Zéellteilung durch Fehlen der Spindel-midzone und der Mikrotubuli in der spéten Mitose, aber
die Zellen sterben nicht (Yang et al., 2004). Zusétzlich gibt es Hinweise, dass Survivin auch
an der Regulation der Chromosomen-Segregation beteiligt ist (Kallio et al., 2001), und dort
zusammen mit den ,.,chromosomalen Passenger Proteinen Aurora B und INCENP wirkt
(Carvalho et a., 2003). Seit kurzem ist auch ein mitochondrialer Pool von Survivin bekannt,
der zusammen mit dem zytosolischen Pool durch Interaktion mit den Caspasen 3, 7 und 9 eine
antiapoptotische Funktion erfullt (Li and Ling, 2006).

Da Survivin in embryonalen und fétalen Gewebe sehr stark exprimiert wird, nicht aber in
differenziertem ausgereiften Gewebe, mit Ausnahme proliferierender Zellen (Thymus,
Endothelzellen, neuronale Stammzellen (O'Connor et al., 2000b), basales Kolonepithel
(Gianani et a., 2001)), in Tumorgewebe hingegen sehr stark Gberexprimiert wird, ist Survivin
ein interessanter ,,Kandidat* fir eine tumorspezifische Therapie. Aul3erdem wird Survivin bel
einer Vielfalt von pramalignen Lasionen exprimiert, z.B. in Kolonpolypen (Gianani et a.,
2001), und M. Bowen (Altieri, 2003), was darauf hindeutet, dass die Re-Expression von
Survivin sehr frih wahrend der malignen Transformation auftritt. Bel einigen Tumorentitaten
kennt man die molekularen Mechanismen, die zur Hochregulation von Survivin fihren. So ist
bei Neuroblastomen ein Zuwachs des Chromosomen-Bereichs 17925, auf dem auch Survivin
liegt, ein haufiges Ereignis (Plantaz et al., 1997); bei Ovarialkarzinomen wird das Exon 1 von
Survivin demethyliert und somit transkriptionell aktiviert (Hattori et al., 2001). Die

prognostische Bedeutung von Survivin wurde bei verschiedenen Tumorentitéten untersucht
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(z.B: (Tanakaet al., 2000; Shinohara et a., 2005; Kawasaki et a., 1998) und in einigen dieser
Studien die Korrelation einer hohen Survivin-Expression mit einem schliechteren Uberleben
gefunden. Ein Mechanismus hierfur kénnte die mit Survivin in Verbindung gebrachte Chemo-
bzw. Strahlenresistenz von Tumoren sein (Li et a., 1998). Eine Inhibition der
Survivinexpression kann Tumorzellen erneut sensibilisieren (Wang et a., 2003). In einer
klinischen Studie an fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen, die mit Taxol/Cisplatin behandelt
wurden, wurden deutlich hohere klinische und pathologische Ansprechraten erzielt, wenn
Survivin nicht oder wenig exprimiert wurde (43% versus 75%, (Zaffaroni et al., 2002)).
Chemotherapie mit Cisplatin bei kleinzelligen Lungenkarzinomen verstérkt die Survivin-
Expression Uber eine Aktivierung des PlI3-Kinase-Signaltransduktionswegs (Belyanskaya et
a., 2005). Derselbe Mechanismus scheint fir die Resistenzentwicklung von
Prostatakarzinomzellen gegen Antiandrogene ursachlich zu sein (Zhang et al., 2005). Bei
anderen Chemotherapeutika ist der Zusammenhang zur Survivin-Expression noch nicht
untersucht.

Die starke Survivinexpression hat auch eine Strahlentherapieresistenz zur Folge (Asanuma et
al., 2000) und scheint ein Strahlen-induzierbarer Faktor zu sein (Rodel et al., 2005).
Anti-Survivin  basierte Therapien haben zum Ziel, Apoptose auszuldsen, das
Tumorzellwachstum zu hemmen und die Tumorzellantwort auf Chemotherapie-Stimuli zu
erhdhen. Verschiedene molekulare Antagonisten sind bereits im Fokus der Forschung,
darunter Antisense-Oligonukleotide (Ma et al., 2005), Ribozyme ((Pennati et al., 2004b;
Pennati et al., 2004a), , SsIRNAs (Paduano et al., 2006), dominant-negative Mutanten
(Grossman et al., 2001) sowie Inhibitoren der Cyclin-abhéngigen Kinasen (O'Connor et al.,
2002).

1.2.1.2.3 Mitochondrialer Apoptose-Signalweg: Peripherer Benzodiazepinrezeptor

Der periphere Benzodiazepinrezeptor (PBR) wurde erstmals as Bindungsstelle fir Diazepam
in Rattennieren nachgewiesen (Braestrup and Squires, 1977), was zu seiner Benennung
fihrte. Der PBR unterscheidet sich jedoch sowohl in seiner Struktur als auch
pharmakol ogisch von den zentralen Benzodiazepin-Bindungsstellen, den GABA A-Rezeptoren
(Braestrup and Squires, 1977). Aulerdem wird er nicht nur von peripheren Geweben, sondern
auch im Gehirn exprimiert. Der PBR ist nahezu ubiquitér in allen Geweben vorhanden, jedoch
in recht unterschiedlichen Mengen. In steroidbildenden Geweben wie Ovarien, Hoden,
Plazenta oder Nebenniere wird er stark exprimiert (Beurdeley-Thomas et a., 2000; Gavish et
a., 1999), wahrend er im Skelettmuskel, im Gastrointestinaltrakt und in grof3en Teilen des
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Gehirns nur in kleinen Mengen nachweisbar ist (Verma and Snyder, 1989; Gavish et al.,
1992). In Tumoren ist der PBR haufig Uberexprimiert. Eine erhdhte PBR-Ligandenbindung
oder eine gesteigerte mMRNA-Expression wurde in Karzinomen des Dickdarms, des Gehirns,
der Brust, der Ovarien und der Leber gefunden (Katz et a., 1988; Cornu et a., 1992
Hardwick et al., 1999; Katz et al., 1990; Venturini et al., 1998). Eine Uberexpression des
PBR-Proteins wurde allerdings bisher nur bei Astrozytomen (Miettinen et al., 1995) und bei
Brust- und Prostatakarzinomen (Galiegue et al., 2004; Han et al., 2003; Mega et al., 2006a)
gezeigt.

Der PBRist ein 18 kD grof3es Protein und besteht aus 169 Aminosauren. Er hat einen grof3en
hydrophoben Anteil und ist positiv geladen. Dreidimensionale Modelle zeigen, dass der PBR
funf a-Helices aufweist, die die aulRere Mitochondrienmembran durchspannen (Culty et al.,
1999). Die Transmembrandoménen des PBR bilden eine Pore, durch die u.a. Cholesterol ins
Mitochondrium  transportiert werden kann. Der C-Terminus beinhatet die
Cholesterolbindungsstelle und befindet sich auf der zytoplasmatischen Seite. Der N-Terminus
ragt in den Intermembranraum. Der PBR ist zumeist in der aulReren Mitochondrienmembran
lokalisiert (Anholt et al., 1986) und dort mit dem Porin (VDAC, voltage-dependent anion
channel) und dem Adenin-Nukleotid-Translokator (ANT) assoziiert. Diese Proteine sind
Bestandteil der permeability transistion pore (Fennell et al., 2001), die eine wichtige Rolle bei
der mitochondrienabhangigen Apoptose spielt (Veenman, 2008; Marchetti et al., 1996a;
Costantini et al., 2000). Wirken apoptotische Signale wie z.B. zytotoxische Substanzen auf
die Zelle, so 6ffnet sich die Pore, das Mitochondrium schwillt an und |6sliche Faktoren wie
Cytochrom C und der Apoptose-induzierende Faktor (AlF) werden freigesetzt (Zorov, 1996).
Cytochrom C kann aber auch unabhangig von dem Abfal des mitochondrialen
Membranpotentials freigesetzt werden und Apoptose vermitteln (Bossy-Wetzel et al., 1998).
Im Zytosol aktivieren Cytochrom C und AIF Caspasen, die ihrerseits Enzyme wie
Endonukleasen aktivieren, die die Apoptose-assoziierten morphologischen Verdnderungen
der Zelle bewirken. Eine Beteilligung von PBR an der Apoptoseregulation wurde bereits
gezeigt, wobel die genauen Mechanismen noch nicht bekannt sind. Dem PBR-Protein selbst
wird eine Apoptose-protektive Funktion zugeschrieben. Die PBR-Transfektion in Jurkat-
Zellen fuhrt zu einem Schutz vor UV-induzierter Apoptose (Stoebner et al., 2001). Diese
protektive Wirkung des PBR kann durch PBR-spezifische exogene Liganden antagonisiert
werden. Die synthetischen Liganden PK 11195, FGIN-1-27 und das Benzodiazepin Ro5-4864
weisen eine hohe Affinitdt zum PBR auf, konnen jedoch an zentrale Benzodiazepin-
Bindungsstellen kaum binden (Kozikowski et al., 1993). Im Gegensatz dazu bindet
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Clonazepam nur an zentrale Bindungsstellen (Wang et al., 1984). Fur die PBR-spezifischen
Liganden wurde gezeigt, dass sie in verschiedenen Tumorentitaten antiproliferative Wirkung
erzielen. So wurde bereits gezeigt, dass spezifische PBR-Liganden die Induktion von
Apoptose durch verschiedene antineoplastische Wirkstoffe wie Etoposid, Doxorubicin,
Arsenit oder Londamin erleichtern, indem sie der zytoprotektive Wirkung von Bcl-2 entgegen
wirken (Larochette et al., 1999; Ravagnan et al., 1999). Darlber hinaus wurde eine direkte
Apoptose-induzierende Wirkung der PBR-spezifischen Liganden gezeigt (Fischer et al., 2001;
Tanimoto et al., 1999). Proteine der Bcl-2 Familie kénnen durch Bindung an die permeability
transition pore das mitochondriale Membranpotential und die Freisetzung von Cytochrom C
wahrend der Apotose regulieren (Shimizu et al., 1999). Ein funktioneller Zusammenhang
zwischen Bcl-2 Proteinen und PBR wird daher diskutiert.

Neben einer gestorten Apoptoseregulation ist die unkontrollierte Zellteilung ein
Charakteristikum von Tumorzellen. Spezifische PBR-Liganden kdnnen nicht nur Apoptose
auslosen, dartber hinaus wurde eine Zelzyklus-arretierende Wirkung gezeigt. In
Mammakarzinomzellen bewirken PBR-Liganden einen Zellyklus-Arrest in der GO/G1-Phase
und der G2/M-Phase (Carmel et a., 1999; Landau et al., 1998). Das Benzazepin BBL22,
ebenfalls ein PBR-spezifischer Ligand, arretiert hamatopoetische und epitheliale
Tumorzelllinien in der G2/M-Phase (Xiaet al., 2000).

Basierend auf seiner Struktur sowie aufgrund der subzelluldren Verteilung des PBR werden
dem PBR aber auch eine Reihe von weiteren Funktionen zugeschrieben. Am besten
untersucht ist seine Rolle in der Steroidsynthese. Er ist an dem Transport von Cholesterol in
die Mitochondrien beteiligt, wo Cholesterol in Pregnenolon umgewandelt wird. Der Transport
stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Steroid-synthese dar (Papadopoul os et
al., 1997). Des weiteren wurde eine funktionelle Bedeutung des PBR bel der Immunantwort
(Torres et al., 1999), der Insulinsekretion (Marchetti et al., 1996b), der Mitochondrienatmung
(Krueger, 1995), der zelluld&ren Differenzierung (Canat et a., 1993) und be der
Zdllproliferation (Beurdeley-Thomas et al., 2000) nachgewiesen. Die Uberexpression von
PBR bei einer Vielzahl von Tumorentitéten lasst eine wichtige Rolle des PBR bel der
Tumorgenese und -progression vermuten. So wurde gezeigt, dass die PBR-Expression mit der
Malignitdt von Gliomen korreliert (Miettinen et al., 1995). Aulerdem stellt eine hohe PBR
Uberexpression einen negativen prognostischen Faktor bei  Lymphknoten-negativen
Brustkrebspatienten dar (Galiegue et a., 2004). Beim Brustkrebs scheint neben der
Expression die subzellulére Verteilung des PBR von Bedeutung zu sein. Es wurde gezeigt,

dass die Aggressivitdt von Brustkrebszellen mit dem Ausmal? einer nukledren Lokalisation
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des PBR korreliert (Hardwick et al., 1999). Die Uberexpression von PBR im Tumorgewebe
wurde bereits in der Diagnostik und fir erste tumorspezifische Therapieansdtze genutzt .
Radioaktiv.  markierte  PBR-Liganden  wurden  nuklearmedizinisch  in  der
Positroenenemissionstomografie verwendet, um Gliome zu lokalisieren (Junck et al., 1989)
oder z.B. Mikroglia-Aktivierung bei chronisch neuroinflammatorischen Krankheiten wie
Alzheimer-Krankheit, darzustellen (Doll€, 2009). Aus therapeutischer Sicht kdnnte sich der
PBR as Zielprotein fir eine tumorzellspezifische Aufnahme bzw. Retention
antineoplastischer Substanzen eignen. Dieser Ansatz wurde mit einem Konjugat aus PBR-
Ligand und Chemotherapeutikum in Glioblastom-Zellinien (Musacchio, 2009) sowie einem
Gliom-Xenograft-Modell verfolgt (Guo et al., 2001). Auflerdem wurde der PBR als
Zielprotein bei der photodynamischen Therapie beschrieben (Kessel et al., 2001; Ebert et al.,
1998; Suerbaum and Michetti, 2002). Eine direkte Wirkung von den o.g. spezifischen
exogenen PBR-Liganden wurde fir eine Reihe von Tumorentitdten in vitro beschrieben.
Antiproliferative Effekte der PBR-Liganden R05-4864 und PK 11195 in mikromolaren
Konzentrationen sind z.B. bei Brustkrebs (Carmel et al., 1999), Melanomen (Landau et al.,
1998), Hodenkrebs (Garnier et al., 1993) und Gehirntumoren (Pawlikowski et al., 1988;

Newshan, 1998) nachgewiesen.

1.2.2 Andere Zielproteine

1.2.2.1 Sialyl Lewis”™ (SialylL€")

Alterierte Blutgruppenantigene représentieren eine Familie von Cabrohydrat-Epitopen, die in
malignen Geweben haufig Uberexprimiert werden (Hanski et al., 1991) und mit einer
Tumorprogression und Metastasierung in Verbindung gebracht werden (Nakayama et al.,
1995). Man stellt sich hierbel vor, dass es wahrend der malignen Transformation zu einer
abnormalen Glykosylierung der Carbohydrat-Epitope kommt. SiaylLe® ist ein Tetra-
saccharidrest, der auf vielen Membranglykoproteinen und —glykolipiden von epithelialen und
lymphatischen Zellen prasent ist. Schon frih hat man herausgefunden, dass durch Bindung
von SiaylLe* auf der Zellmembran von neutrophilen Granulozyten an von aktivierten
Endothel zellen induzierbarem E-Selectin die Extravasation und Immigration ins Gewebe von
Neutrophilen initiiert wird (Munro et al., 1992). E-Selectin gehort zur Familie der
Zelladhasionsmolekiile. Chemische Analysen zeigen, dass das SialylLe*-Oligo-saccharid die
minimal wichtige Struktur ist, um E-, L- und P-Selectin zu binden (Foxall et al., 1992). Dieses
Antigen ist immunhistochemisch auf normalem Darmepithel nicht nachweisbar, wird aber

wéahrend der Adenom-Karzinom-Sequenz graduell immer mehr exprimiert, bis es in der
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Plasmamembran kolorektaler Karzinome in bis zu 90% detektiert wird. Der genaue
zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht in allen Einzelheiten verstanden. Man
postuliert aber, dass der oben beschriebene Effekt der Selectin-Bindung ein Mechanismus
sein konnte, wie es zu einer hamatogenen Metastasierung kommt. Diese Adhdsion von
Tumorzellen konnte der initiale Schritt bei der Tumorzellextravasation sein.

SialylLe* ist auch im Serum von Patienten mit Tumoren nachweisbar. Dieses wird in Japan
bereits genutzt. Es konnte gezeigt werden, dass die SialylLe*~Spiegel bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem und metastasiertem Brustkrebs deutlich héher sind (Matsuura et al., 1997).
Ahnliches konnte bei Colon-Karzinomen gefunden werden (Ito et al., 2001). In denselben
Studien wurden auch die E-Selectin-Blutspiegel bestimmt. Bei Patienten mit nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen korrelierte eine hohe Serum-konzentration von E-Selectin
nur dann mit einer schlechten Prognose fur die Patienten, wenn die Tumorzellen signifikant
vie Siayl-Le® exprimierten. Allerdings fehlen hierzu prosepektive kontrollierte Studien.
Verschiedene Strategien wurden vorgeschlagen, die Selectin-vermittelte Adhasion von
Krebszellen zu blockieren, z.B. durch den Gebrauch von Antikérpern gegen SialylLe* oder
Antisense-bzw. sSIRNA-Strategien (Nishiwaki et al., 2003; Hiraiwa et a., 1996; Weston et al.,
1999). In Zellinienmodellen und Nacktmausen konnten monoklonale Antikérper gegen
SialylL€* orthotope Metastasen von Pankreas- und Magenkrebs verhindern (Hosono et al.,
1998; Nakashio et al., 1997). Interessanterweise haben enige ,konventionelle”
pharmazeutische Substanzen wie die COX-2-Inhibitoren (Kakiuchi et a., 2002) und
Cimetidin (Kobayashi et a., 2000) einen supprimierenden Effekt auf die selectin-vermittelte

Tumorzelladhasion in Tumorzellinienmodellen.
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung

1.3.1 . Der perfekte Biomarker

Was soll ein ,richtig guter Biomarker® kénnen ? Hier muss man zunachst unterscheiden
zwischen der Friherkennung von malignen Tumoren, die in meiner Arbeit nicht im
Mittelpunkt standen, und prognostischen und prédiktiven Biomarkern. Fir ene
Friherkennung eignen sich sicherlich am besten Marker, die leicht verfigbar sind, kein
invasives Verfahren wie z.B. eine Endokopie benétigen, und wiederholt leicht abgenommen
werden konnen, also am ehesten Serum- (oder Urin/Stuhlproben-) basierte Biomarker, die
aber eine hohe Spezifitédt und Sensitivitdt haben missen. Bisher sind die sogenannten
(prédiktiven) ,, Tumormarker®, die zwar recht breit eingesetzt werden, aber zum Screening
eigentlich vollig ungeeignet sind, die bisher einzigen routineméassig angewendeten Serum-
Marker in Friherkennungsprogrammen. Besser geeignet und in den S3- Leitlinien bereits
implementiert sind im Fall der kolorektalen Karzinome die Tests auf okkultes Blut im Stuhl,
wobei die Bemiuhungen, die Sensitivitat und Spezifitét dieser Tests zu erhéhen, noch nicht
abgeschlossen sind. Fir andere Tumorentitdten, wie z.B. das Osophaguskarzinom oder die
neuroendokrinen Tumore, existieren solche Biomarker bisher nicht. Selbst das Serum-
Chromogranin A und die Bestimmung der 5-Hydroxy-indol-Essigsaure (5-HIES) im Urin
sind maximal dazu geeignet, bei Verdacht auf einen neuroendokrinen Tumor diesen Verdacht
zu erharten, wobel die Werte besonders dann erhéht sein werden, wenn eine Funktionalitét
des Tumors wie z.B. das Karzinoid-Syndrom vorliegt. Hier wird eine Spezifitét und
Sensitvitét fur 5-HIES von 70-90% berichtet (O'Toole et a., 2009). Da die Symptomatik aber
erst auftritt, wenn das biogene Amin Serotonin nicht mehr abgebaut werden kann, sprich,
wenn Lebermetastasen vorliegen, kann man in diesem Fall von ,,Friherkennung® auch nicht
mehr sprechen. Im weiteren Verlauf werden Chromogranin A und 5-HIES routineméssig im
,Nachsorgeprogramm® bzw unter der (Bio-)Therapie bestimmt, dies ist dhnlich wie bei
anderen Tumormarkern, z.B. CEA, die ihren Stellenwert eher as “Verlaufs-Marker® haben
(s.u.), ndmlich ob eine bestimmte Therapie noch anspricht, oder ob sich im therapiefreien
Intervall erneut Tumorzellen gebildet haben.

Ist der Tumorpatient erst einmal identifiziert und der Tumor histologisch gesichert, muss der
Prognose-Biomarker eine Aussage Uber das zu erwartende biologische Verhalten des Tumors
treffen und der pradiktive Biomarker eine Aussage Uber die zu erwartende Wirksamkeit der

Therapie. In meiner Arbeit habe ich mich auf mdgliche Prognose-Marker fokussiert.
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1.3.2 Welche Nachweismethode ist geeignet ?

In meiner Arbeit habe ich mir die Frage gestellt, welche Methode am geeignetsten ist, um
maoglichst frihzeitig, also bereits bei Diagnosestellung, valide Aussagen lber das weitere
biologische Vehalten des Tumors zu erhalten. Grundsétzlich gibt es da nattirlich verschiedene
Mdaglichkeiten. Biochemische Verfahren eignen sich besonders zur Bestimmung von z.B.
Enzym- oder Bindungsaktivitéten, sind aber oft nicht sensitiv genug, bendtigen grofie
Probenvolumina und erfassen die biologische Heterogenitét des Tumors nicht ausreichend.
,,Genomics®, aso das Screening nach Gen-Auffalligkeiten, z.B. nach Mutationen im Tumor
oder auch im Vergleich zum Normalgewebe, ist natlrlich eine sehr elegante Methode, kann
auch an kleinen Probenvolumina eingesetzt werden, hat aber den Nachteil, dass es extrem
kostenintensiv ist und einen hohen technischen Aufwand erfordert. Die Tumorheterogenitét
ist ebenfalls nur eingeschrankt beurteilbar. ,,Proteomics”, also das Pendant auf Proteinebene,
erfasst auch posttranglationelle Veranderungen und eignet sich auch zur Untersuchung von
z.B. Serum oder Korpersekreten. Diese Methode ist aber noch in der Entwicklung und
ebenfalls personell und technisch sehr aufwandig. Die immunhistochemische Untersuchung
des Tumorgewebes ist dagegen eine relativ preiswerte, Uberall verfligbare Methode, die im
Verhdltnis nur wenig Personal erfordert und sich auch fir den Nachweis von Hetero-genitéten
im Tumor, sei esjetzt Priméartumor, Metastase oder Rezidiv, eignet. Die Sensitivitét ist in der
Regel ausreichend, alerdings hat man zum Teil mit einer zu niedrigen Spezifitat zu kdmpfen.
Zudem kommt, dass die Imunhistochemie auch storanfallig ist: In verschiedenen
Reihenuntersuchungen fanden sich je nach Vorbe-handlung der Paraffinschnitte,
Lagerungsalter, Methode der Einbettung und weiterer Verarbeitung ganz unterschiedliche
Ergebnisse in der Auswertung trotz Verwendung des gleichen Antikorpers, exemplarisch sei
hier die Farbung fir HER-2 neu genannt (Sauter et al, 2009). Allerdings scheint insbesondere
beim Nachweis der EGFR-Uberexpression die Immunhistologie sowieso eher ungeniigend zu
sein, hier hat sich die in-situ-Hybridisierungsmethode (FISH) zur Detektion der
Genamplifikation als geeigneter erwiesen. Weiterhin ergibt sich das Problem der schwierigen
Standardisierung bei Subjektivitét der Auswertung und einer stark begrenzten guantitativen
Aussage. Dennoch habe ich fir meine Arbeiten die immunhistochemische

Untersuchungsmethode wegen der oben genannten V orzlige ausgewahlt.

29



1.3.3 I nteressante Patientenkollektive

Die Rationale fur die verschiedenen zu untersuchenden Tumorentitéten ergab sich zum einen
aus der Epidemiologie:

Kolorektale Karzinome sind nun einmal die haufigsten gastrointestinalen Tumore und
werden dementsprechend haufig operiert. Hier konnten wir auf eine ausreichende Anzahl an
Patienten und Tumorbl 6cken aus der eigenen Chirurgischen Klinik zuriickgreifen, womit auch
die standardisierte Operationstechnik im vorgegeben Zeitraum gegeben war. Wir haben mit
Absicht die Jahre 1989-1991 ausgewahlt, weil erst nach dieser Zeit im adjuvanten Setting
(adso UICC I11) die erste, wirklich nachgewiesen wirksame Chemotherapie von Moertel und
Kollegen (Moertel et a., 1990) standardisiert und dann auch routinemassig eingesetzt wurde.
Dies gab mir die Moglichkeit, ein vergleichbares Kollektiv untersuchen zu kdnnen - gerade
wenn es um Prognosemarker geht, waren unterschiedliche Therapieformen nicht von Vorteil.
Bei diesem Kollektiv konnte man davon ausgehen und es hat sich mit Studium der
Krankenakten auch bestétigt, dass nur eine Minderheit von Patienten zusétzlich zur Operation
eine begleitende — damals experimentelle - Chemotherapie bekommen hat, z.B. mit
Mitomycin in geringer Zykluszahl.

Osophaguskar zinome, in dem Fall die Plattenepithelkarzinome, haben uns interessiert, weil
ihre 5-Jahresiiberlebensrate mit insgesamt 20% schlecht ist und es bisher sehr wenig
Mdoglichkeiten gibt, innerhalb des Gesamtkollektivs ene Risiko-Stratifizierung
durchzufiihren. Hier wéaren sinnvolle Prognosemarker von grof3er Bedeutung, zumal der
entsprechende chirurgische Eingriff (transthorakale en-bloc Osophagektomie mit ein- oder
zweizeitiger Rekonstruktion, Zwei-Hohlen-Eingriff) mit einer hohen Morbiditéd und
Mortalitét verbunden ist und aufgrund der hohen Ko-Morbiditdt nicht einmal bei allen
Patienten durchfuhrbar ist. Auch hier haben wir auf ein einheitliches Patientenkollektiv
(,,single-center*) zurtickgreifen kénnen.

Die neuroendokrinen Tumore schliefdlich sind aufgrund ihres unterschiedlichen
Wachstumsverhaltens extrem interessant. Hier sind die therapeutischen Méglichkeiten bis in
die letzten Jahre hinein sehr begrenzt gewesen. Diese Tumoren sind allerdings so selten, dass
ich die Kooperation mit der grof3en Klinik in Marburg (Leiter: Prof. Dr. Arnold) und mit dem
Uni-Klinikum Freiburg (Leiter: Prof. Dr. Blum) zu schdtzen wusste. Mit gemeinsamer
Anstrengung haben wir die Tumore von 89 Patienten untersuchen konnen, fur diese
Tumorentitét eine recht hohe Anzahl.
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1.3.4 Ziel-Proteine

Aus vielen wissenschaftlichen Untersuchungen weiss man, dass Tumorentstehung ein multi-
faktorieller Prozessist, der letztlich auf einem Ungleichgewicht aus Wachstum (Proliferation)
und Zelltod (programmierter Zelltod: Apoptose) beruht. Die beteiligten Signalwege sind sehr
komplex, aber es gibt ,,.zentrale Schaltstellen* der Zellzyklus-regulation und der Apoptose, die
uber die veschiedenen Tumorentitdten hinweg von Bedeutung sind. Eine solche Schaltstelle
bzgl. der Apoptose ist z.B. das pro-apoptotische BAX-Protein und sein Effektor p53. Die
Cykline (z.B. Cyclin E) und ihre Inhibitoren der INK- (z.B. p16) und der CIP-Familie (z.B.
p2l, p27) sind essentiell an der Zellzyklusregulation beteiligt. Siayl-LeX ist ein
Blutgruppenantigen, das mit Tumorprogression und Metastasierung in Verbindung gebracht
wird (also Ubertragen gesprochen bel der Progression eines Tumors vom Stadium UICC I
nach UICC IIl und IV eine Rolle spielen kénnte). Der periphere Benzodiazepinrezeptor
(PBR) mit Sitz an der Mitochondrienmembran (zentral bedeutsam fir den mitochondrialen
Apoptosesignaweg) und Survivin as Mitglied der ,.inhibitor-of-Apopotosis*-Familie sind
ebenfalls beides wichtige Proteine, denen eine Apoptose-Protektion (des Tumors) und eine
Proliferations-férderung zugeschrieben wird. Survivin wirkt auch mitoseférdernd.

Da die Sensitivitat und Aussagekraft von Biomarkern durch die Kombination verschiedener
Biomarker gesteigert werden kann, wollte ich weiterhin ein Modell entwickeln, das eine
prognostische Aussage unter Verwendung einer ,,Multimarker-Analyse erlaubt.

Diese Proteine haben mich aber nicht nur as potentielle neue prognostische Marker
interessiert. In einem zweiten Schritt mochte man, ahnlich wie es mit der Radiorezeptor-
Therapie bei neuroendokrinen Tumoren moglich ist, dieselben Stukturen erst visualisieren
und dann therapeutisch angreifen. Im Fall der neuroendokrinen Tumoren kdnnen die Tumore,
die Somatostatin-Rezeptoren besitzen, mittels 68Ga-DOTA-NOC-Rezeptor PET-CT
detektiert und dann mit einem Betastrahler (z.B. Y90-DOTA-TOC) angegriffen werden. Im
Fall von PBR gibt es bereits spezifische Liganden, die ich ,,von der Bedside zur Bench* an
den entsprechenden Tumorzellinien fir kolorektale und 6sophageal e Karzinome untersuchen
und die entsprechenden Effekte messen konnte. Hier erhélt man dann auch Aussagen Uber die
beteiligen Signalwege. Andere Zielproteine wie z.B. p27 kann man durch spezifische kleine
RNA-Sticke (SSRNA) in seiner Funktion herunterregulieren und gleichsam als ,,Proof-of-
Principle” die Effekte auf Zellwachstum und Apoptose messen, dies habe exmplarisch an den
GEP-NET-Tumoren untersucht.
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1.3.5 Atiopathogenese von neuroendokrinen Tumoren

Neben der praktischen Umsetzung, dem Finden von innovativen Marker-Proteinen fir
Diagnostik und Therapie, interessiert mich auch der Entstehungsmechanismus von
Karzinomen, und hier insbesondere der neuroendokrinen Tumore. Man muss sich ja schon
einmal die Frage stellen, warum sich diese Tumore so ,,anders* verhalten, teils deutlich
Lbenigner sind, teils aber in Tumorbiologie und Prognose den Adenokarzinomen des
Kolorektums dhneln, und teils hoch-aggressiv wie die kleinzelligen Bronchiakazinome sind.
Dieser Frage habe ich mich versucht zu nahern, indem ich @ an dem zur Verfligung
stehenden Tumormaterial verschiedene zentrale Zellzyklus- und Apoptose-Regulatoren
untersucht habe und b) die — sehr seltenen — schlecht diffenzierten neuroendokrinen
Karzinome morphologisch untersucht habe (WHO Klasse |Ill), tels auf
immunhistochemischer Ebene, teils molekulargenetisch in Kooperation mit Herrn PD Dr.
Arnold am Universitatsklinikum Freiburg. Obwohl wir hier einige interessante Erkenntnisse
gewinnen konnten, muss ich zugeben, dass hier andere Methoden und weiterflihrende

Untersuchungen notwendig sind.

In der Summe habe ich in meinen Arbeiten die eingangs genannten vier Ziele verfolgt:

1. prognostische relevante, neue Markerproteine fur die Diagnostik gastrointestinaler
Tumore zu definieren

2. dieseinvitro zu modulieren und die spezifischen Effekte auf Zellinien zu messen

3. einen Beitrag zur Charakterisierung der neuroendokrinen Tumore zu leisten um

4. neue Wege zu einer patienten-individualisierten Therapie aufzuzeigen.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Expression und prognostische Bedeutung ver schiedener neuer Marker proteine

bei kolorektalen Karzinomen

Das kolorektale Karzinom stellt die zweithaufigste tumorbedingte Todesursache in der
westlichen Welt dar (Jema et al., 2004). Wird der Tumor in einem frihen Stadium
diagnostiziert, so ist er gut operativ behandelbar. Wird ein Karzinom erst nach Befall lokaler
Lymphknoten (im Stadium UICC I11) erkannt, so betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate deutlich
weniger, alerdings sehr unterschiedlich: 44 %-83 %. Aufgrund dieser heterogenen
Uberlebensraten wére es gerade fir diese Patienten wichtig, weitere prognostische Faktoren
zu definieren, die eine Riskostratifizierung bezlglich eines Wiederauftretens oder
Fortschreitens der Erkrankung und eine individualisierte Therapieplanung ermdglichen. In
dieser Arbeit habe ich verschiedene neue Markerproteine immunhistochemisch bei einem
definierten Patientenkollektiv kolorektaler Karzinome untersucht. Ich konnte z.B. zeigen, dass
der PBR in 88 % der kolorektalen Karzinome im Stadium UICC Il und UICC IV im
Vergleich zum Normalgewebe Uberexprimiert ist. Um die Starke der Uberexpression zu
bestimmen, wurde ein Farbescore entwickelt. In diesem wird sowohl der Anteil des
Uberexprimierenden Gewebes als auch die Intensitét der Uberexpression beriicksichtigt. 28 %
der Karzinome wiesen eine starke Uberexpression auf. Die starke PBR Uberexpression stellte
einen negativen prognostischen Faktor bei Patienten mit Karzinomen im Stadium UICC I11
dar. Neben PBR habe ich an demselben Patientenkollektiv weitere prognostische Faktoren
wie die neuroendokrine Differen-zierung, eine erhohte Sialyl-Le*-Expression, Mutationen im
p53-Gen und eine verminderte Bax-Expression identifiziert. 20-40% aller kolorektalen
Adenokarzinome weisen eine neuroendokrine Differenzierung auf (Hamada et al, 1992; Foley
et a, 1998). Immunhistochemisch lassen sich die Markermolekile Chromogranin A und
Synaptophysin nachweisen, die Bestandteile verschiedener neuroendokriner Vesikeltypen
sind. In dieser Arbeit konnte ich den aus der Literatur bekannten Anteil bestétigen, und
nachweisen, dass Patienten mit dieser Untergruppe von Tumoren eine signifikant schlechtere
Prognose haben as die Patienten mit nicht neuroendokrin differenzierten Adenokarzinomen
des Kolon und Rektums. Offensichtlich bietet die neuroendokrine Diffenzierung den Tumoren
einen ,,Uberlebensvorteil*, moglicherweise durch autokrine oder parakrine Sekretion von
Wachstumsfaktoren, wie bereits von Johnson 1988 postuliert wurde (Johnson, 1988). In der

Tat zeigen neuroendokrine Tumoren eine starke Hyper-/Neovaskularisation und damit
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verbunden eine starke Expression des Angiogenesefaktors VEGF und seines Rezeptors
VEGF-R (Zhang et al., 2007; Sartelet et al., 2004). Diese sind bereits ,,Angriffspunkt* neuer
anti-angiogenetischer Strategien wie dem anti-VEGF-Antikérper Bevacizumab (Yao et a.,
2008). Intakte Apoptosewege spielen eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese und fir den
klinischen Verlauf von Tumorerkrankungen. In friheren Arbeiten konnte bereits gezeigt
werden, dass bei Lebermetastasen kolorektaler Karzinome der intakte p53/Bax-
Signaltransduktionsweg einen positiven prognostischen Faktor darstellt (Sturm et al., 1999).
Jetzt konnten wir erstmalig zeigen, dass im Stadium UICC Il die Patienten mit (Primar-)
tumoren mit hoher Bax-Expression eine signifikant (p=0.009) bessere Prognose hatten als die
Patienten mit Tumoren mit niedriger Bax-Expression. Noch glnstiger erwies sich die
Konstellation “p53 nicht mutiert/Bax-Protein hohe Expression”. Vice versa konnte somit
erstmals auch beim priméren kolorektalen Karzinom gezeigt werden, dass ein aterierter
p53/Bax-Signaltransduktionsweg mit einem signifikant schlechteren klinischen Verlauf im
Stadium UICC I11 korreliert. Sialyl-Le* ist ein Tetrasaccharidrest, der in der Plasmamembran
kolorektaler Karzinomzellen regelméaldig detektiert wird. Er bindet an das auf Endothelzellen
induzierbare E-Selectin. Diese Adhésion konnte der initiale Schritt bei der
Tumorzellextravasation sein. Schon in friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dal3 Sialyl-
Le* haufiger auf Lebermetastasen kolorektaler Karzinome nachweisbar ist as auf den
Priméartumoren. In dieser Arbeit haben wir neben den Patienten mit UICC Ill und IV-
Tumoren auch Patienten mit einem friheren Stadium, UICC 11, untersucht. Der Prozentsatz
von stark exprimierenden Karzinomen stieg mit fortschreitendem Tumorstadium an (UICC
Stadium | 20%, 11 50%, Il 71%, IV 70%; p<0.001). Im Stadium Il und Il hatten Patienten
mit schwach Sialyl-Le* exprimierenden Karzinomen eine signifikant bessere Prognose. Eine
starke Sialyl-Le*-Expression erhthte das relative Risiko am Tumor zu versterben im Stadium
I1 3.3 fach. Mit den ermutigenden Ergebnissen dieser retrospektiven Analyse ware zu priifen,
ob Patienten im UICC Stadium Il mit stark Sialyl-Le* exprimierenden Karzinomen
entsprechend des Protokolls fur Patienten im Stadium 111 adjuvant chemotherapiert werden
sollten.

Neben der Analyse einzelner prognostischer Marker konnte ich in dieser Arbeit aber auch
zeigen, dass eine Kombination verschiedener prognostischer Marker, die verschiedene
genetische Ereignisse représentieren und unabhangig voneinander sind, eine deutlich bessere
prognostische Aussagefahigkeit besitzen als nur ein Marker alleine. Dadurch ist es moglich,
Subgruppen zu definieren, die, wenn man es weiterdenkt, im Sinne einer besseren Prognose

mit der ,.klassischen Therapie™ Ubertherapiert sind.



Zundchst habe ich die Kombination von neuroendokrinen Markern und dem p53/Bax-
Signalweg untersucht: Die Patienten, deren Tumoren keine neuroendokrinen Marker
aufwiesen, und einen intakten p53/Bax-Signalweg hatten, lebten im UICC I1I-Stadium
deutlich langer (mittleres Uberleben: 93 Monate, 82-104 Monate) — im Vergleich zu einem
mittleren Uberleben von 41 Monaten, wenn neuroendokrine Marker vorlagen oder der
Signalweg alteriert war (26-57 Monate, p<0.00001).

Im néchsten Schritt habe ich durch multifaktorielle Diskriminanzanalyse einen Algorithmus
entwickelt, der die prognostische Aussagefdhigkeit aller funf oben vorgestellter Marker
miteinander verrechnet. Wahrend durch Diskriminanzanalyse nur eines Markers die
Vorhersage zu 58-70 % zutreffend war, erhohte sich die korrekte Vorhersage bel
Berlicksichtigung aller funf Marker auf 77 %, wobel die Spezifitdt, d.h. der Anteil der
Patienten, deren Uberleben korrekt durch den Algorithmus vorhergesagt wird, sogar bei 83 %
lag. Diese Daten zeigen, dass durch die Anayse mehrerer Marker die
Uberlebenswahrscheinlichkeit besser vorhergesagt werden kann, as nur bei einem Marker.
Eine bessere Vorhersage ist fir eine zukinftige Risiko-adaptierte Therapie essentiell.
Einschrankend muss man allerdings auch sagen, dass diese Analyse aus retrospektiven Daten
gewonnen wurde und an relativ kleinen Fallgruppen getrestet wurde, so dass grélere
prospektiv-randomisierte Studien vonnéten wéren, um diese Ergebnisse zu validieren.
Dennoch erscheint mir die ,,Multimarkeranalyse™ ein Ansatz fur zukinftige, risikoadaptierte,
individuelle Therapieentscheidungen zu sein.

Exemplarisch habe ich mir an einem der gefundenen Marker-Proteine die Karzinogenese
genauer angeschaut. Hier lasst die haufige Uberexpression des PBR in kolorektalen
Karzinomen auf eine funktionelle Bedeutung des PBR in der Tumorentwicklung schlief3en. In
friheren Arbeiten haben Bindungsstudien mit spezifischen Liganden des PBR eine 3-4 fache
Uberexpression bei Kolonkarzinomen im Vergleich zur gesunden Dickdarm-schleimhaut
gezeigt. Die postulierte Uberexpression des PBR Proteins sowie seine klinische Bedeutung,
insbesondere bei kolorektalen Karzinomen, wurde jedoch noch nicht untersucht. In dieser
Arbeit konnte ich nun zeigen, dass PBR schon in frihen Adenomen (kleine Adenome mit
gering-gradigen Dysplasien) mit vergleichbarer Haufigkeit wie in Karzinomen hochreguliert
ist. Ebenso haufig weisen Metastasen kolorektaler Karzinome eine PBR Uberexpression auf.
Das AusmaR der Uberexpression war in den Metastasen im Vergleich zu den Karzinomen
noch erhoht. Die frihe und bis zur Metastasierung anhaltende Hochregulation des PBR |asst

auf eilne wichtige Rolle des PBR in der kolorektalen Karzinogenese und Metastasierung
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schlieRRen. Die haufige Uberexpression und prognostische Bedeutung des PBR kénnte die
Grundlage fur neue PBR-basi erte diagnostische und therapeutische Ansétze bilden.

Die kolorektale Darmschleimhaut und die umgebenden Gewebe der meisten Metastasen
exprimieren nur relativ wenig PBR. Durch spezifische Markierung des PBR konnten somit
moglicherweise malignes Residualgewebe nach der Resektion bzw. Mikrometastasen
detektiert werden. Radioaktiv-markierte synthetische PBR-Liganden wurden bereits bei der
Positron-Emissions-Spektroskopie bei  neuroinflammatorischen und neurodegenera-tiven
Erkrankungen erfolgreich eingesetzt (Dollé, 2009; Pappata et al., 1991; Banati et al., 2000).
Dartiber hinaus konnte PBR auch als Zielprotein neuer therapeutischer Ansétze dienen.
Maogliche direkte wachstumsinhibierende Effekte spezifischer PBR Liganden werden in
Kapitel 2.2 wuntersucht. PBR Liganden wurden aber auch schon benutzt, um
Chemotherapeutika zu neoplastischem Gewebe zu dirigieren, um die Tumorspezifitdt von
Chemotherapeutika zu erhéhen. Eine erhohte Zytotoxizitét und Spezifitét durch die Kopplung
an PBR Liganden wurde bereits fur den Einsatz von Melphalan und Gemcitabin bel
Gehirntumoren gezeigt (Kupczyk-Subotkowska et al., 1997). Ein direkter Ansatz einer PBR-
basierten Therapie konnte die Modulation der PBR Expression beinhalten. PBR werden
antiapoptotische und proliferative Eigenschaften zugeschrieben (siehe 1.2.1.2.2). Eine
Verminderung der PBR Expression kénnte zu A poptose oder verminderter Zellteilung fihren.
So wurde bereits gezeigt, dass die PBR Expression durch Gingkolid B, einem Bestandteil der
Blétter des Gingko Bilboa, reduziert wird. Diese Reduktion ging mit einer verminderten
Zellproliferation und geringerem Gewicht von Tumor-Xenografts in Nacktmausen einher
(Papadopoulos et al., 2000).
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2.2 Wachstumshemmende Effekte spezifischer Liganden des peripheren

Benzodiazepinrezeptors auf gastrointestinale Tumorzelllinien

Die haufige Uberexpression von PBR in kolorektalen Tumoren (siehe 2.1) qualifiziert PBR
als mogliches Zielprotein einer tumorspezifischen Therapie. Um zu untersuchen, ob sich
dieser Ansatz auf andere gastrointestinale Tumorentitdten Ubertragen lasst und um die
beteiligten Signalwege zu erfassen, wurde die PBR Expression und seine funktionelle
Bedeutung in 6sophagealen und hepatozelluldaren Tumorzellinien untersucht. Der PBR wird —
immunhistochemisch nachgewiesen - sowohl in Osophaguskarzinomen als auch bei
Hepatozelluldren Karzinomen exprimiert. Im Gegensatz zu Brustkrebs, wo PBR neben seiner
mitochondrialen Lokalisation auch nukleér detektiert wurde (Hardwick et al., 1999) ist der
PBR in beiden gastrointestinalen Tumorentitdten ausschlielilich im Zytoplasma, und hier
wahrscheinlich in den Mitochondrien lokalisiert. Immunhistochemisch konnten wir eine
Uberxpression des PBR in unseren Patientenkollektiven in 30% der Osophagus-karzinome
und 34% der hepatozelluldren Karzinomen nachweisen, d.h. 1/3 dieser Patienten kdnnten
demnach mdglicherweise auf eine PBR-basierte Tumortherapie ansprechen. Dem PBR
werden antiproliferative und Apoptose-protektive Eigenschaften zugeschrieben. So schutzte
Transfektion und nachfolgende Uberexpression von PBR hamatopoetische Zellen gegen
durch UV-Licht oder Wasserstoffperoxid induzierte Apoptose (Stoebner et al., 2001). Bei
Brustkrebs wurde fiir die PBR Expression eine positive Korrelation mit der Fahigkeit, Tumore
in Nacktmé&usen zu erzeugen, gezeigt (Hardwick et al., 2001).

Diese proliferationsférdernde Funktion des PBR kann durch spezifische Liganden aufgehoben
und umgekehrt werden. Bei verschiedenen Tumorentitdten wurden bereits antiproliferative
Effekte der PBR Liganden beschrieben. Dabei wurden nicht nur Benzodiazepinderivate wie
das 4-Chlorodiazepam  (R05-4864) eingesetzt, sondern auch das zu den
Isoquinolincarboxamiden gehorende PK 11195. Wachstumsinhibierende Effekte dieser
Liganden wurden bereits bei Brustkrebs (Beinlich et al., 1999; Carmel et al., 1999), beim
Melanom (Landau et al., 1998), bei Hodenkrebs (Garnier et al., 1993) und bei
Astrozytomzellen (Neary et al., 1995) nachgewiesen. Eine mdgliche antiproliferative
Wirkung der spezifischen PBR Liganden auf gastrointestinale Tumore wurde bisher noch
nicht untersucht. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die PBR Liganden PK 11195, Ro4-4684
sowie das Indolacetamid FGIN-1-27 (Kozikowski et al., 1993), dessen mdgliche
wachstumsmodulierende Wirkung bisher noch nicht untersucht wurde, das Wachstum von

gastrointestinalen Tumoren hemmen (s. Tabelle 1). Antiproliferative Effekte wurden bei
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verschiedenen kolorektalen, Osophagealen und hepatozellularen Zellinien gezeigt. Die
antiproliferativen Effekte waren bei allen drei Tumorentitaten sowohl auf eine Induktion von
Apoptose als auch auf einen Zellzyklusarrest in der G1/GO Phase zurlickzufiihren. Bei
hepatozellularen Karzinomzellen wurde zusatzlich ein Arrest in der G2/M-Phase beobachtet.
Die Induktion von Apoptose ging meist mit einer Abnahme des mitochon-drialen
Membranpotentials und nachfolgender Aktivierung der Caspase-3 einher.

In der medikamentdsen Krebstherapie werden haufig Kombinationen verschiedener
Chemotherapeutika eingesetzt. Diese greifen meist an unterschiedlichen Stellen der
Wachstumsregulation ein, wodurch die Wirksamkeit gesteigert werden kann. Dies wird unter
anderem auf mogliche Umgehung von Resistenzmechanismen der einzelnen Komponenten
erklart. Fir die spezifischen PBR Liganden wurde bereits eine sensitivierende Wirkung
gegenuber verschiedenen antineoplastischen Agenzien gezeigt. So steigern PBR Liganden die
antiproliferativen Effekte von Etoposid, Ifosphamid und Doxorubicin in unterschiedlichen
Tumorentitaten (Hirsch et al., 1998; Decaudin et al., 2002; Gamboa-Dominguez et al., 2004).
Bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom, die nicht mittels Resektion, Transplantation
oder perkutaner Ethanolinjektion behandelt werden kénnen, wird hdaufig Doxorubicin in der
Chemoembolisation eingesetzt. Ich habe bei dieser Tumorentitdt gezeigt, dass die
antiproliferative Wirkung von Doxorubicin durch PBR Liganden gesteigert wird. Des
weiteren wurde eine sensitivierende Wirkung von PBR Liganden in Kombination gegentiber
den Chemotherapeutika Paclitaxel und Docetaxel sowie mit dem Bcl-Inhibitor HA-14
nachgewiesen.

Interessanterweise konnte ich in diesen Arbeiten zeigen, dass die PBR Liganden FGIN-1-27
und PK 11195 das Wachstum verschiedener kolorektaler, 6sophagealer und hepatozellulérer

Zellinien in vergleichbaren Konzentrationen vermindern (Tabelle 1).
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1Cs0 (UM)
FGIN-1-27 |PK 11195

Kolorektale Zellinien

HT-29 14+2 58+9
Osophageale Zellinien
Kyse-140 24+5 56 +7
OE-33 23+ 10 70+6
Hepatozellulare
Zellinien
HepG2 202 55+3
Huh-7 20+ 3 43+ 4

Tabelle 1: Wachtumsinhibitorische Effekte der PBR Liganden auf kolorektale,
6sophageale und hepatozellulare Tumorzellen

Die antiproliferativen Efekte der PBR Liganden waren sowohl durch einen Arrest im
Zellzyklus als auch durch Induktion von Apoptose gekennzeichnet. Bei allen Tumorentitaten
lIosten PBR Liganden Apoptose und einen Arrest in der G1/GO Phase des Zellzyklus aus.
Diese Daten lassen darauf schlieRen, dass in kolorektalen, @sophagealen und
Leberkarzinomzellen PBR Liganden &hnliche Signalwege aktivieren.

Diese durch PBR Liganden induzierten transkriptionellen Veranderungen weiterer
Signalmolekiile wurden in dieser Arbeit am Beispiel der kolorektalen Karzinomzellinien
HT29 (p53 mutiert) und der Zelllinien HCT116 Wildtyp und HCT116 p21” bestimmt und
deren funktionelle Beteiligung an der Regulation von Apoptose und Zellzyklusarrest
untersucht. In der Arbeitsgruppe wurden é&hnliche Experimente auch fir die
Osophaguskarzinomzellinien Kyse 140 und OE33 durchgefiihrt (Sutter et al., 2003; Sutter et
al., 2004b).

Bei der Reaktion der Zelle auf extrazelluldre Stimuli sind h&ufig Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen (MAPKinasen) involviert. Derzeit werden funf verschiedene MAPKinase-
Signalwege in Eukaryonten unterschieden (Roux and Blenis, 2004). Wahrend der p38-
MAPKinase Signalweg meist bei der Antwort auf Stressoren aktiviert wird und eher
antiproliferative Prozesse auslost, wird der Signalweg der extrazelluldr-regulierten Kinase
(ERK) 1/2 durch Wachstumsfaktoren und andere Mitogene aktiviert und induziert
Zellproliferation. Andere Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass der p38
MAPKinase Signalweg durch die spezifischen PBR Liganden aktiviert wird (Sutter et al.,
2003). Die p38MAPKinase Aktivierung erfolgt Caspase-3 abhangig, da durch einen Caspase-
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3 Inhibitor die durch PBR Liganden induzierte Phosphorylierung der p38MAPKinase
vermindert wird. Die Aktivierung der p38MAPKIinase ist mit einer Induktion der Expression
der growth arrest and DNA damage inducible protein (gadd)45 und gadd153 assoziiert.
Versuche mit einem spezifischen p38MAPKinase Inhibitor haben gezeigt, dass die
Aktivierung der p38 MAPKinase bei Osophaguskarzinomzelllinien eine Voraussetzung der
PBR Liganden induzierten Apoptose und des Zellzyklusarrests ist (Sutter et al., 2004a). In
dieser Arbeit wurde nun die Modulation des ERK1/2 Signalweges durch PBR Liganden
untersucht. Hierbei scheint die Wirkungsweise und der Zeitverlauf der ERK1/2 Modulation
zelltypabhingig zu sein: Wihrend bei Osophaguskarzinomzellen ERK1/2 durch PBR
Liganden transient aktiviert wird (Sutter et al.,, 2004b), bewirken PBR Liganden in
kolorektalen Karzinomzellen eine Inaktivierung der ERK1/2. Bei beiden Tumorentititen
konnen jedoch unabhdngig von der direkten Wirkung der Liganden auf den ERK1/2
Signalweg die antiproliferativen Effekte der PBR Liganden durch zusétzliche Blockierung des
ERKZ1/2 Signalwegs (mit einem spezifischen MEK Inhibitor: PD98059) verstarkt werden.

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch Cyclin-abhangige Kinasen (CDK), die zusammen
mit Cyclinen die Transkription der fir den weiteren Verlauf des Zellzyklus notwendigen
Proteine regulieren. Zellzyklusregulierende Proteine gehdren zu den am hdufigsten
verdnderten Molekiilen bei neoplastischen Erkrankungen. So ist bei ca. der Halfte aller
kolorektalen Karzinome das Tumorsupressorgen p53 mutiert (Hollstein et al., 1994). Auch
Cyclin D1 ist haufig in gastrointestinalen Tumoren verdandert, was mit einer schlechteren
Prognose der Patienten einhergeht (Arber et al., 1996; Vitale et al., 2006). Fir eine
erfolgreiche Krebstherapie ist es notig, diese verénderten Signalwege zu umgehen. In dieser
Arbeit wird gezeigt, dass PBR Liganden unter Umgehung des mutierten P53 den
Zellzyklusinhibitor p21<** induzieren und die Expression von Cyclin D1 vermindern.

In dieser Arbeit wurden die Wirkmechanismen und Signaltransduktionswege der
synthetischen PBR Liganden untersucht. Mittels cDNA Arrays wurde die differentielle
Genexpression nach PBR Liganden-Behandlung detektiert. Eine Modulation der
Genxpression wurde durch semi-quantitative RT-PCR oder auf Proteinebene durch Western
Blot Analyse gesichert. Fir alle untersuchten Molekiile konnten die Genexpressionsanalysen
mit einer der anderen Methoden bestéatigt werden. Dies zeigt, dass die differentielle
Genexpressionsanalyse mittels der cDNA-Array Technologie eine geeignete Methode zur
Bestimmung der molekularen Wirkmechanismen und Signalwege darstellt.

Zellulare Prozesse werden jedoch nicht nur durch Expressionsmodulation reguliert. Haufig
erfolgt die Signalweiterleitung durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung oder
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Stabilisation und Abbau der Signalmolekile. Deshalb wurden in dieser Arbeit der
Phoshorylierungsstatus und Proteinmenge bestimmter Signalmolekiile mittels Western Blot
Analyse detektiert. Spezifische Inhibitoren und knock-out Zellinien (HCT116 wildtyp und
HCT116 p21"') wurden eingesetzt, um die funktionelle Relevanz der involvierten
Signalmolekiile zu bestimmen.

Die Signalwege, die zur PBR Liganden induzierten Apoptose und Zellzyklusarrest fiihren,
sind in Abbildung 3 dargestellt. Die PBR Liganden-induzierte Apoptose wird durch
Mitochondrien vermittelt. Dieses wird durch Bcl-2, Bcl-X,. und Bax reguliert. Dabei sind die
genauen Mechanismen Liganden-abhangig. Wéhrend die FGIN-1-27-induzierte Apoptose
abhangig von einer Verminderung des mitochondrialen Membranpotentials ist, veréndert sich
das mitochondriale Membranpotential bei Behandlung mit PK 11195 in kolorektalen
Karzinomzellen nicht. Apoptose wird dort vielmehr durch eine Induktion von ROS sowie eine
Translokation und Dimerisierung von Bax in der mitochondrialen Membran vermittelt.
Nachfolgend werden die Effektor-Caspasen 9 und 3 aktiviert, was direkt oder indirekt tber
eine Aktivierung der p38MAPKIinase und nachfolgender Induktion der gadd153 und 45 zur
Apoptose fiihrt. Ahnliche Ergebnisse konnten in unserer Arbeitsgruppe fiir dsophageale
Karzinomzellen gefunden werden (Sutter et al., 2003).

Beim PBR Liganden induzierten Zellzyklusarrest sind drei (interagierende) Signalwege
beteiligt. Der erste fiihrt Giber eine Aktivierung der Zellzyklusinhibitoren p21¢** und p27%"*
zu einer Verminderung von Cyclin D1 und nachfolgendem Arrest. Der zweite Weg beinhaltet
die Induktion der gadd153 und 45. AuBerdem konnte die Induktion des cdcl6 eine Rolle
spielen. Cdc16 ist als ein Kernprotein fur die maximale Aktivitdt des anaphase-promoting
complex (APC) verantwortlich. Dieser Komplex schitzt die Zelle vor einem friihzeitigen
Eintritt in die S-Phase des Zellzyklus, indem er Cycline wie das Cyclin B degradiert.

Die up-stream Regulatoren dieser Signalwege sind Gegenstand der derzeitigen Forschung.
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Abbildung 3: Signalwege der PBR Liganden induzierten Apoptose und des
Zellzyklusarrests.
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Die zellularen Prozesse wie die Abnahme des mitochondriale Apoptose, die Aktivierung der
Caspasen 9 und 3, die Induktion der gadd’s und die Verminderung der Cycline wurden in
beiden untersuchten Tumorentititen (Kolorektum, Osophagus) beobachtet. Dies lasst auf eine
universelle PBR Liganden-induzierte Signaltransduktion schliefen. Ausnahme bildete die
Modulation von ERK1/2. In kolorektalen Zellen fuhrten PBR Liaganden wie in Abbildung 3
dargestellt zu einer Inaktivierung von ERK1/2, wahrend ERK1/2 in Osophaguszellen transient
aktiviert wurde (Sutter et al., 2004a). Die Griinde hierfur sind noch unklar.

Die PBR Spezifitat der exogenen PBR Liganden wurde mittels Strukturanaloga, die keine
Affinitat zu PBR aufwiesen, gezeigt. Diese Strukturanaloga zeigten keinen Einfluss auf die
Regulation von Apoptose oder Zellzyklus. Trotzdem wird die Spezifitat der PBR Liganden
kontrovers diskutiert, da die Konzentrationen, die zur Induktion von Apoptose und
Zellzyklusarrest notwendig sind, im mikromolaren Konzetrationsbereich liegen und somit die
nanomolaren Bindungsaffinitditen weit Ubersteigen. Verschiedene Faktoren wie die

Metabolisierung der Liganden, Konkurrenz mit endogenen Liganden oder Absorption der
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Liganden durch das Nahrmedium konnten fir diese Konzentrationsdifferenz verantwortlich

sein.
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2.3 Expression und prognostische Bedeutung von Survivin bei gastrointestinalen

Tumoren

Ein anderes interessantes ,,Ziel“ fUr innovative Ansdtize in Diagnostik und Therapie
gastrointestinaler Tumorerkrankungen ist das anti-apoptotische Protein Survivin. Dieses
wurde 1997 von Ambrosini erstbeschrieben und ist seither Gegenstand intensiver
wissenschaftlicher Forschung. Eine Reihe von Arbeiten haben sich mit der Fragestellung der
Expression von Survivin bei verschiedenen Tumorentitdten beschéftigt, und welche
funktionelle Bedeutung Survivin in diesem Zusammenhang besitzen koénnte. Die meisten
Arbeiten konnten eine Assoziation von der Expression von Survivin mit einer schlechten

Prognose fur den Patienten finden (s. Tabelle 2).

Tumorentitat Literatur

Mamma (Tanakaet al., 2000)
Lunge (Shinoharaet al., 2005)
Kopf-Hals (Muzio et al., 2005)
Kolorektum (Kawasaki et al., 1998)
Osophagus (Megaet a., 2006b)
Magen (Miyachi et al., 2003)
Leber (Fields et a., 2004)
Hirn (Uematsu et a., 2005)
Blase (Weikert et a., 2005)
Tabelle 2:

Survivin-Expression korreliert bei verschiedenen Tumorentitaten signifikant mit einer

schlechteren Prognose.

Ich habe in meiner Arbeit ein Kollektiv von 84 Osophaguskarzinompatienten, die zwischen
1982 und 1993 an der Charité-Campus Benjamin Franklin an einem Plattenepithel-karzinom
operiert worden sind, retrospektiv untersucht. Wie schon bel den kolorektalen
Karzinompatienten besteht der grof3e Vorteil in einem solchen Vorgehen, dass vergleichbare
Patientengruppen untersucht werden. Insbesondere wenn man die recht hohe postoperative
Morbiditét und 30-Tage-Mortalitdt betrachtet, ist eine ,,single-center Untersuchung mit
gleichbleibenden Chirurgen fir eine Arbeit Uber prognostische Marker in diese Tumorentitét
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von Bedeutung. Wir waren die ersten, die eine Expression des Survivin-Proteins
immunhistochemisch bel diesen Tumoren nachweisen konnten (zuvor gab es eine Arbeit auf
MRNA-Ebene (Kato et al., 2001)). Ausserdem haben wir as eine der ersten die Bedeutung
der Lokalisation von Survivin erkannt und eine prognose-bestimmende Bedeutung der
nukledren Lokalisation nachgewiesen. In derselben Arbeit haben wir eine deutliche
Steigerung der immunhistochemisch detektierbaren Expression von Survivin in den
niedriggradigen respektive hohergradigen Dysplasien des Plattenepithels zeigen kdnnen,
sowie eine Verschiebung der zytoplasmatischen zur nukledren Lokalisation wahrend der
malignen Transformation. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Uberexpression von
Survivin ein frihes Ereignis in der Genese Osophagealer Plattenepithelkarzinome ist
((Martinez et a., 2004; Javle et a., 2004; Lu et a., 2004; Fields et al., 2004). Einige Berichte
verbinden mit der nukledren Expression von Survivin alerdings eine gute Prognose (Okada
et al., 2001; Kennedy et al., 2003; Tonini et a., 2005) bzw. finden keinen Einfluss auf die
Prognose (Sagol et al., 2005). Nakagawa und Kollegen (Nakagawa et a., 2004) zeigten
kirzlich, dass nukledres Survivin hauptsdchlich in akuter lymphatischer Leukamie
nachweisbar ist, wahrend die zytoplasmatische Form besonders in chronischer lymphatischer
Leukdmie auftritt. Die cytoplasmatische Expression von Survivin, wie wir sie auch bei den
Osophagus-karzinomen nachweisen konnten, hat weder in unserem Kollektiv, noch bei
anderen Autoren eine prognostische Bedeutung (Dabrowski et al., 2004).

Eine mogliche Erklarung fur diese unterschiedliche Lokalisation von Survivin konnte in der
Verteilung und Bedeutung der Spleildvarianten liegen. Von Survivin existieren mehrere
SpleilRvarianten, die in verschiedenen Zellkompartimenten angetroffen werden (Mahotka et
al., 1999; Mahotka et al., 2002b). Offensichtlich agieren diese Spleilvarianten als
Hintrinsische Gegenspieler, z.B. hat Survivin 2B seine anti-apoptotische Funktion verloren
und wirkt wie eine ,,.Bremse beim Tumorwachstum. Folgerichtig geht diese SpleiRvariante
bei Fortschreiten der Tumore verloren (Krieg et al., 2002; Mahotka et a., 2002a). Die Rolle
der SpleifRvarianten wird derzeit wissenschaftlich untersucht.

Gastroenteropankreati sche neuroendokrine Tumore zeichnen sich durch ein sehr heterogenes
Wachstumsverhalten und eine grole biologische Bandbreite bel eingeschrankten
therapeutischen Mdglichkeiten aus. Wir haben die prognostische Bedeutung von Survivin an
einem Kollektiv neuroendokriner Tumore retrospektiv untersucht. Dieses Kollektiv umfasst
89 Patienten mit GEP-NETSs, die in unserer bzw. in der Marburger Universitatsklinik
(Kooperationspartner Herr Prof. Dr. R. Arnold) und in der Freiburger Universitétsklinik
(Kooperationspartner Herr. PD Dr. C. Arnold) zwischen 1981 und 2001 betreut wurden. 29
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Patienten hatten lokal begrenzte Tumoren; 50 Patienten litten an einem fortgeschrittenen
metastasierten GEP-NET. 10 Patienten hatten ein schlecht differenziertes neuroendokrines
Karzinom (WHO Klasse I11). Alle Patienten konnten bis zu ihrem Tod bzw. fir mindestens
funf Jahre nachverfolgt werden. An diesem Kollektiv konnte ich die prognostische Bedeutung
der nukleéren Expression von Survivin nachweisen — die cytoplasmatische Lokalisation hatte
erneut keine prognostische Bedeutung. Nun wird Survivin eine Rolle bei der Caspase-
vermittelten Apoptose zugeschrieben, die Hemmung der Umwandlung von (inaktiven) Pro-
Caspasen zu (akiven) Caspasen 3 und 7 findet aber im Zytoplasma statt. Méglicherweise
spielt fur die prognostische Rolle von Survivin eher die zweite Funktion, bei der Forderung
der Mitose, eine Rolle (siehe auch 1.2.1.2.1). Survivin ist an der Zellzyklusregulation in der
G2/M-Phase Dbeteiligt, wobei den CDK2 und CDK1-Kinasen eine zentrale Bedeutung
zukommt. Die Inhibition dieser Kinasen hat eine Suppression von Cyclin A,B und Survivin
sowie eine Hochregulation von p21 zur Folge (Kim et a., 2005). Die Relation zu p53 als
zentralem Regulator von Zellzyklus und Apoptose ist komplexer: In HelLa-Zellen wird
Survivin in der frihen S-Phase durch p53 supprimiert und damit Apoptose ausgel 6st, wahrend
Survivin in der mittleren S-Phase durch p53 hochreguliert wird (Jin et al., 2005).
Grundsétzlich ist ein intaktes p53 ist fur die Suppression von Survivin verantwortlich (Mirza
et al., 2002).

In meinen Untersuchungen zeigte sich Survivin dem Proliferationsmarker Ki-67
interessanterweise Uberlegen. Es konnte eine Untergruppe von Patienten mit neuroendo-
krinen Karzinomen im WHO Klasse Il ausgmacht werden, deren Tumore ki67 positiv (> 5%
der Zellen), aber Survivin negativ (< 5% der Zellen) sind, und die eine erstaunlich gute
Prognose haben. Diesen Befund erkl&rt man sich so, dass ki67 in allen Phasen des Zellzyklus
exprimiert wird, Survivin aber nur in der G2/M-Phase, und die Farbung mit Survivin in dem
Fall nicht Ausdruck eines schnellen Tumorwachstums ist, sondern méglicherweise eines
G2/M-Arrestes. Diese Hypothese wird in Zellinienmodellen weiter untersucht. Erste Anti-
Survivin-Strategien mittels si-RNA in vitro (Zaffaroni et al., 2005) und mit einem
experimentellen Anti-Survivin-Antikorper in vivo (Satoh et a., 2009) scheinen recht
erfolgsversprechend zu sein. Da es bisher fir die neuroendokrinen Tumore nur wenig
wirksame medikamentdse Optionen gibt, wére dies eine interessante neue therapeutische

Option.
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2.4 Molekulare Charakteristika neur oendokriner Tumoreund Karzinome

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumore (GEP-NETS) reprasentieren  sehr
heterogene Tumore mit sehr unterschiedlichem biologischen Wachstumsverhalten. Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind Gegenstand intensiver wissen-schaftlicher
Forschung, da diese sich offensichtlich von den pathogenetischen Mechanismen anderer
Tumore unterscheiden.

Viele, bei anderen Tumorarten bekannt veranderte Gene wie z.B. der k-ras-Signalweg, der bei
Uber 90% der pankreatischen nicht-endokrinen Karzinome eine Rolle spielt, ist bei GEP-
NETs nur von untergeordneter Bedeutung: k-ras-Mutationen werden nur sporadisch
gefunden (Ebert et al., 1998), auch sogar bei undifferenzierten neuroendokrinen Karzinomen
(Dacic et a., 2002), wahrend sie bei den kolorektalen Adenokarzinomen in bis zu 60%
nachweisbar sind. Dies gilt auch fir andere Onkogene, wie z.B. c-myc, n-myc, n-ras, fos, c-
jun, src, c-erbB2 oder HER2/NEU, die im Gegensatz zu ihrer Bedeutung bei der
Karzinogenese nicht-neuroendokriner Tumore, fir die Molekularpathogenese von GEP-NETs
vermutlich von geringerer Bedeutung sind (Ubersicht bei Calender (Calender, 2000)). Auch
das p53-Gen, das in den meisten menschlichen Tumoren mutiert ist, spielt fur die
Karzinogenese von GEP-NETSs keine Rolle (Lohmann et al., 1993; Vortmeyer et al., 1997).
Mdoglicherweise ist die p53-Mutation ein Ereignis, das nur eine Untergruppe der
neuroendokrinen Tumore betrifft: In einer Studie von Leotlela (Leotlela et al., 2003) war bel
neuroendokrinen Tumore der Lunge die p53-Mutation und der 5p21-Verlust mit agressiverem
Tumorwachstum und kiirzerem Uberleben assoziiert; auch Dacic und Kollegen (Dacic et al.,
2002) fanden p53-Mutationen in alen untersuchten undifferen-zierten neuroendokrinen
Karzinomen der Lunge und des Magen-Darm-Trakts. In eigenen Untersuchungen konnten wir
eine p53-Mutation aber nur bei einem von neun undifferenzierten neuroendokrinen
kolorektalen Karzinomen nachweisen (Grabowski et a., 2008). Grundsétzlich geht man
davon aus, dass Tumorwachstum eine Dysbalance aus unkontrollierter Zellproliferation und
einem defekten Zelltod-Programm ist (Evan and Vousden, 2001). Die Abgrenzung zwischen
schlecht differenzierten, hochmalignen neuroendokrinen Karzinomen (definiert als WHO
Klasse I11), schlecht differenzierten kolorektalen Adenokarzinomen (ohne neuroendokrine
Differenzierung) und ,,normalen“ kolorektalen Adenokarzinomen, die in 20-40% der Félle
eine neuroendokrine Differenzierung aufweisen kénnen, ist schwierig und bisher die Doméane
der immunhistochemischen Pathol ogie. Etablierte neuroendokrine Marker sind Synaptophysin
und Chromogranin. Ich habe in dieser Arbeit an 20 Patienten mit schlecht differenzierten

kolorektalen Karzinomen anhand von etablierten (Synaptophysin, Chromogranin) und neuen
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neuroendokrinen Markern (Proteine des sogenannten SNARE-Komplexes: Synaptobrevin,
Syntaxin und SNAP-25, sowie a/f-SNAP) zeigen kdnnen, dass deren Expression im Zuge der
malignen Transformation unterschiedlich lange erhaten bleibt: Chromogranin A scheint
hierbei der am wenigsten verlassliche Marker zu sein. Allerdings zeigen auch die Proteine der
regulierten Sekretion (des SNARE-Komplexes) Verénderungen, z.B. dergestalt, dass sie nicht
mehr in der Plasmamembran, sondern auch im Zytoplasma nachweisbar waren wie z.B.
SNAP25. Dieser Befund deckt sich mit Ergebnissen anderer Autoren (Schmitt-Graff et al.,
1997). Bei dieser kleinen Fallzahl von 20 Patienten sind prognostische Aussagen naturgemald
schwierig. Trotzdem konnte ich zeigen, dass die neun Patienten, deren schlecht differenzierte
Karzinome neuroendokrine Charakteristika aufweisen, in einem deutlich fortgeschrittenerem
Tumorstadium diagnostiziert wurden und deutlich kirzer gelebt haben. Wie schon zuvor bei
den kolorektalen Adenokarzinomen mit neuroendokriner Differenzierung, die eine deutlich
schlechtere Prognose aufwiesen as ihre ,,verwandten Adenokarzinome ohne eine solche
Differenzierung (Grabowski et al., 2001), gehe ich davon aus, dass hier Proliferations-
faktoren eine Rolle spielen, die von den neuroendokrinen Zellen autokrin oder parakrin
sezerniert werden. In einer anderen Arbeit an einer grof3eren Patientengruppe von 38
neuroendokrinen Tumoren/Karzinomen, 35 schlecht differenzierten kolorektalen neuro-
endokrinen Karzinomen und 150 sproadischen kolorektalen Karzinomen haben wir ebenfalls
zeigen konnten (Arnold et al., 2008), dass diese Tumorentitéten trotz einiger moleklarer
Ahnlichkeiten wie dem CpG island Methylator Phanotyp (CIMP), der regelhaft bei
sporadischen kolorektalen Karzinomen, aber auch bel einer Reihe neuroendokriner Tumore zu
finden war, auch deutliche molekulare Unterschiede aufwiesen, wie z.B. die p16-Promoter-
Methylierung. Dieseist in dieser wie auch in Vorgangerstudien bel neuroendokrinen Tumoren
nachgewiesen worden, allerdings bisher mit widerspriichlichen Ergebnissen: Muscarella und
Kollegen (Muscarella et a., 1998) hatte an Gastrinomen und nicht-funktionellen
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas pl6 in 90% der Féle durch Methylierung oder
Deletion inaktiviert gefunden. Allerdings zeigte schon die Folgestudie von Serrano et a
(Serrano et a., 2000) eine Hypermethylierung der p16-Promoterregion nur bei 52% der dort
untersuchten Gastrinome. Lubomierski und Kollegen (Lubomierski et al., 2001) konnten in
ihrer Studie die Inaktivierung und den Verlust der CDKN2A/pl6-Expression bestétigen,
alerdings nur in kleinen intestinalen neuroendokrinen Tumoren und Pankreastumoren, nicht
in Gastrinomen oder Insulinomen. In einer anderen Studie von Moore (Moore et al., 2001)
war das pl6-Gen Uberhaupt nur bei einem Tumor (einem Insulinom) mutiert, wahrend alle

anderen, hauptséchlich nicht-funktionellen Pankreastumore Uberhaupt keine genetische
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Verdnderung aufwiesen. Die Autoren schlossen aus diesen Ergebnissen, dass die
beschriebenen p16-Veradnderungen auf funktionelle neuroendokrine Tumore beschrankt sind.
Wir konnten die p16 Methylierung sogar mit einer schlechteren Prognose korrelieren Andere
Zykline und Zyklin-abhangigen Kinasen, die verschiedene Phasen des Zellzyklus regulieren,
und die Rolle ihrer Inhibitoren, wie zum Beispiel p27 und p21 as Tumorsuppressorgene
waren kurzlich auch in GEP-NETs untersucht worden. So beobachteten Canavese und
Kollegen (Canavese et al., 2001) eine hohe Expression von p27 und eine niedrige p21-
Expression bei gut differenzierten neuroendokrinen Tumoren. p27 ist moglicherweise ein
wichtiger Inhibitor der Zellproliferation von GEP-NETS; dementsprechend fand sich bel
undifferenzierten neuroendokrinen Karzinomen nur eine sehr niedrige p27-Expression. In
meinen eigenen Untersuchungen konnte ich die Ergebnisse von Canavese bestétigen und
deutlich erweitern. Wir sehen die gut differenzierten neuroendokrinen Tumore und
Karzinome (WHO Klasse | und I1) als vollig — auch molekulargenetisch — abzugrenzen von
den Karzinomen der WHO Klasse |11, wie auch schon Vortmeyer postuliert hatte (V ortmeyer
et a., 1997). Be unserem bereits beschiebenen Patientenkollektiv von 89 GEP-NETSs
unterschiedlicher Differenzierung konnte der Zellzyklus-Inhibitor p27 bel 26/29 gut
differenzierten neuroendokrinen Karzinomen (WHO Klassel), aber nur bei 30/50 gut
differenzierten neuroendokrinen Karzinomen (WHO Klasse Il) und bel keinem der zehn
schlecht differenzierten neuroendokrinen Karzinome (WHO Klasse Ill) nachgewiesen
werden. Paralel dazu zeigte sich eine Expression von CyclinE als Marker der aktivierten
CDK2-Komplexe mit zunehmender schlechter Differenzierung. Bei den Karzinomen der
WHO Klasse Il konnte eine niedrige p27/hohe CyclinE-Expression sogar die Patienten mit
einer deutlich schlechteren Prognose identifizieren. Dies konnten wir in Zellkultur-
Experimenten mit p27siRNA an neuroendokrinen Tumorzellinien nachvollziehen: Die
Herunter-Regulation von p27 fuhrte zu einer deutlichen Verschiebung des Anteils der sich in
der aktiven Zellhase befindlichen Tumorzellen. Hier konnten sich weitere innovative

therapeutische Ansétze ergeben, z.B. durch Gentransfer von p27.
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3 Zusammenfassung

Patienten mit gastrointestinalen Tumoren haben eine unterschiedlich gute Prognose, die
trotz intensiver wissenschaftlicher Bemihungen noch immer am meisten von dem TNM-
Stadium bel Diagnosestellung abhangt. Etablierte Prognose-Biomarker, die routinemaldig
einsetzbar sind, um eine Aussage Uber das zu erwartende biologische Verhaten des
Tumors zu treffen, gibt es bislang nicht.

3.1 Nachweis prognostisch relevanter, neuer Markerproteine fur die Diagnostik
gastrointestinaler Tumore

Anhand von einem definierten Patientenkollektiv kolorektaler Karzinome konnte ich
zeigen, dass der periphere Benzodiazepinrezeptor (PBR) in 88 % der kolorektalen
Karzinome im Stadium UICC Il und UICC IV im Vergleich zum Normalgewebe
Uberexprimiert ist und im Stadium UICC Ill einen negativen prognostischen Faktor
darstellt. Neben PBR habe ich an demselben Patientenkollektiv weitere prognostische
Faktoren wie die neuroendokrine Differenzierung, eine erhohte Sialyl-Le*-Expression,
Mutationen im p53-Gen und eine verminderte Bax-Expression identifiziert. Ich konnte
nachweisen, dass Patienten mit neuroendokrin differenzierten kolorektalen Karzinomen
(ca 40%) eine signifikant schlechtere Prognose haben als die Patienten mit nicht
neuroendokrin differenzierten Adenokarzinomen des Kolon und Rektums. Erstmals konnte
ich zeigen, dass ein alterierter p53/Bax-Signaltransduktionsweg mit einem signifikant
schlechteren klinischen Verlauf im Stadium UICC I11 kolorektaler Karzinome korreliert.
Im Fall des Sialyl-L€&*, dessen Expression mit Tumorzellextravasation und Metastasierung
in Verbindung gebracht wird, habe ich neben den Patienten mit UICC 111 und 1VV-Tumoren
auch Patienten mit einem friheren Stadium, UICC 11, untersucht. Der Prozentsatz von
stark exprimierenden Karzinomen stieg mit fortschreitendem Tumorstadium an. Eine
starke Sialyl-Le*-Expression erhéhte das relative Risiko am Tumor zu versterben im
Stadium 1 31/2 fach. Hier bietet sich ein neuer Ansatz zur Stratefizierung, welche
Patienten in diesem frihen Stadium von einer zusétzlichen Therapie profitieren kénnten.
Neben der Analyse einzelner prognostischer Marker konnte ich in dieser Arbeit aber auch
zeigen, dass eine Kombination verschiedener prognostischer Marker, die verschiedene
genetische Ereignisse reprasentieren und unabhangig voneinander sind, eine deutlich
bessere prognostische Aussagefahigkeit besitzen as nur ein Marker alleine. Hier wurde die

sogenannte multifaktorielle Diskriminanzanalyse angewendet. Dadurch ist es moglich,
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Subgruppen zu definieren, die, wenn man es welterdenkt, im Sinne einer besseren

Prognose mit der ,,klassischen Therapie™ Gbertherapiert sind.

Ein anderes interessantes Ziel fir innovative Ansdize in Diagnostik und Therapie
gastrointestinaler Tumorerkrankungen ist das anti-apoptotische Protein Survivin. Zu
Beginn meiner Arbeiten war bekannt, dass die Survivin-Expression bei verschiedenen
Tumorentitdten mit einer schlechteren Prognose korreliert. Ich habe in meiner Arbeit
sowohl bei Osophaguskarzinompatienten als auch bei GEP-NET-Patienten eine Expression
des Survivin-Proteins immunhistochemisch nachweisen kdnnen und ausserdem als eine der
ersten die Bedeutung der Lokalisation von Survivin erkannt und eine prognose-
bestimmende Bedeutung der nukledren Lokalisation nachgewiesen. Eine mogliche
Erklarung fir die unterschiedliche Lokalisation von Survivin kdnnte in der Verteilung und
Bedeutung der in verschiedenen Zellkomparimenten vorliegenden Spleif3varianten von
Survivin liegen (der fur die immunhistochemischen Arbeiten verwendete Antikorper
detektiert das volle Protein von Survivin und somit auch das N-terminale Ende von
Survivin, dasin alen SpleiRvarianten gleich vorhanden ist). Die unterschiedliche Rolle der

Spleil3varianten wird derzeit wissenschaftlich untersucht.

In der Arbeit zu Osophaguskarzinomen habe ich eine deutliche Steigerung der
immunhistochemisch detektierbaren Expression von Survivin in den niedriggradigen
respektive hohergradigen Dysplasien des Plattenepithels des Osophagus zeigen konnen,
sowie eine Verschiebung der zytoplasmatischen zur nuklegren Lokalisation wahrend der
malignen Transformation. Diese Befunde weisen darauf hin, dass die Uberexpression von

Survivin ein frihes Ereignisin der Genese dsophagealer Plattenepithelkarzinomeist.

Interessanterweise zeigte sich in meinen Untersuchungen zu GEP-NETS Survivin dem
Proliferationsmarker Ki-67 Uberlegen. Es konnte eine Untergruppe von Patienten mit
neuroendokrinen Karzinomen im WHO Stadium |l ausgemacht werden, deren Tumore
ki67 positiv (> 5% der Zellen), aber Survivin negativ (< 5% der Zellen) sind, und die eine
erstaunlich gute Prognose haben. Wahrend ki67 in alen Phasen des Zellzyklus exprimiert
wird, wird Survivin nur in der G2/M-Phase exprimiert, so dal3 die Farbung mit Survivin in
dem Fall nicht Ausdruck eines schnellen Tumorwachstums ist, sondern moglicherweise
eines G2/M-Arrestes. Diese Hypothese wird in Zellinienmodellen weiter untersucht.

Exemplarisch habe ich mir an einem der gefundenen Marker-Proteine die Karzinogenese
genauer angeschaut. Hier lasst die haufige Uberexpression des PBR in kolorektalen

Karzinomen auf eine funktionelle Bedeutung des PBR in der Tumorentwicklung schlief3en.
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In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass PBR schon in frilhen Adenomen (kleine Adenome
mit geringgradigen Dysplasien) mit vergleichbarer Haufigkeit wie in Karzinomen
hochreguliert ist. Ebenso haufig weisen Metastasen kolorektaler Karzinome eine PBR
Uberexpression auf. Das Ausmal’ der Uberexpression war in den Metastasen im Vergleich
zu den Karzinomen sogar noch erhéht. Die frihe und bis zur Metastasierung anhaltende
Hochregulation des PBR lésst auf eine wichtige Rolle des PBR in der kolorektalen
Karzinogenese und Metastasierung schlief3en.

3.2 Modulation der neu definierten Prognosemarker exemplarisch am PBR in vitro
und Messung der spezifischen Effekte auf Zellinien

Die haufige Uberexpression und prognostische Bedeutung des PBR koénnte die Grundlage
fir neue PBR-basierte diagnostische und therapeutische Ansdtze bilden. Um zu
untersuchen, ob sich dieser Ansatz auf andere gastrointestinale Tumorentitaten tbertragen
l&sst und um die betelligten Signalwege zu erfassen, wurde die PBR Expression und seine
funktionelle Bedeutung auch in 0Osophagealen und hepatozelluldren Tumorzellinien
untersucht. Immunhistochemisch konnten wir eine Uberxpression des PBR in unseren
Patientenkollektiven in 30% der Osophaguskarzinome und 34% der hepatozelluldren
Karzinomen nachweisen, d.h. 1/3 dieser Patienten konnten demnach moglicherweise auf
eine PBR-basierte Tumortherapie ansprechen.

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass die spezifischen exogenen PBR Liganden FGIN-1-
27, PK 11195 und Ro5-4684 sowohl bei kolorektalen als auch bei 6sophagealen und
hepatozelluldren Zellinien wachstumsinhibierende Wirkung zeigen. Dartber hinaus
steigerten sie beim hepatozellul&ren Karzinom die antiproliferativen Effekte etablierter und
experimenteller antineoplastischer Substanzen wie Paclitaxel, Docetaxel, Doxorubicin und
des Bcl-2 Inhibitors HA14-1. Die Wirksamkeit der PBR Liganden lag bel alen
untersuchten Tumorentitéten (Kolorektum, Osophagus, Leber) im dhnlichen Konzen-
trationsbereich. Ihre antiproliferativen Effekte beruhten sowohl auf einer Induktion von
Apoptose als auch auf einer Arretierung des Zellzyklus. Dies lasst auf gemeinsame
Signalwege schlief3en.

Der PBR ist in der Mitochondrienmembran mit der permeability transistion pore
assoziiert, die essentiell fur die mitochondrienvermittelte Apoptose ist. Ich habe gezeigt,
dal die durch PBR Liganden ausgeltste Apoptose mitonchondrienabhangig ist. PBR
Ligand FGIN-1-27 induziert einen Abfal des mitochondrialen Membranpotentials,
nachfolgende Caspase-3 Aktivierung und DNA Fragmentation. Die PK 11195-induzierte
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mitochondriale Apoptose wird durch die Translokation und Dimerisation von Bax sowie
durch eine Induktion der reaktiven Sauerstoffspezies vermittelt. Die Expression der Bcl-2
Proteine Bcl-2 und Bcl-X, die die mitochondriale Apoptose regulieren, wird durch PBR
Liganden moduliert.

Am PBR Liganden-induzierten Zellzyklusarrest sind drei (interagierende) Signalwege
beteiligt. PBR Liganden induzieren die Expression bzw. Stabilitét der Zellzyklusinibitoren
p21°P* und p27°""*. Diese vermindern die Cyclin D1 Expression, welche den Ubergang der
G1 Phase zur S-Phase des Zellzyklus steuert. Als Folge der Cyclin D1 Hemmung tritt ein
Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus auf. Versuche mit einer p21“P-defizienten Zellinie
zeigten, dass der durch p21°P* vermittelte Signalweg beim PBR Liganden-induzierten
Zéellzyklusarrest essentiell ist. Auerdem desktivieren PBR Liganden transient die
MAPKinase ERK1/2. ERK1/2 kann dann einerseits nicht mehr den Abbau von p27<P*
vermitteln, andererseits steigt die Expression der growth arrest and DNA-damage-
inducible genes (gadd) 45 und 153. Gadd45 und 153 sind dafir bekannt, dass sie sowohl
Apoptose induzieren als auch einen Arrest des Zellzyklus ausldsen. Des Weiteren
induzieren PBR Liganden die Expression des cdcl6, das das Kernprotein des anaphase-
promoting complex ist. Dieser Proteinkomplex schiitzt Zellen u.a. vor einem vorzeitigen
Eintritt in die S-Phase, z.B. bei DNA-Schéden.

3. 3. Charakterisierung der gastroenter opankreatischen neuroendokrinen Tumore

Viele, bei anderen Tumorarten bekannt veranderte Gene wie z.B. der k-ras-Signalweg, der
bei Gber 90% der pankreatischen nicht-endokrinen Karzinome eine Rolle spielt, ist bel
GEP-NETs nur von untergeordneter Bedeutung. Dies gilt auch fir andere bekannte
Onkogene, wie z.B. myc, ras, fos, jun, src oder HER2/NEU. Die Abgrenzung zwischen
schlecht differenzierten, hochmalignen neuroendokrinen Karzinomen (definiert als WHO
Klasse I11), schlecht differenzierten kolorektalen Adenokarzinomen (ohne neuroendokrine
Differenzierung) und ,,normalen* kolorektalen Adenokarzinomen, die in 20-40% der Félle
eine neuroendokrine Differenzierung aufweisen konnen, ist schwierig und bisher die
Domaéne der immunhistochemischen Pathologie. Etablierte neuroendokrine Marker sind
Synaptophysin und Chromogranin. Ich habe in dieser Arbeit an 20 Patienten mit schlecht
differenzierten kolorektalen Karzinomen anhand von etablierten (Synaptophysin,
Chromogranin) und neuen neuroendokrinen Markern (Proteine des sogenannten SNARE-
Komplexes) zeigen kdnnen, dass deren Expression im Zuge der malignen Transformation

unterschiedlich lange erhalten bleibt: Chromogranin A scheint hierbei der am wenigsten
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verlassliche Marker zu sein. Allerdings zeigen auch die Proteine der regulierten Sekretion
(des SNARE-Komplexes) Verdnderungen, z.B., dass sie nicht mehr in der Plasma
membran, sondern auch im Zytoplasma nachweisbar waren wie z.B. SNAP25. Bei dieser
kleinen Fallzahl von 20 Patienten sind prognostische Aussagen naturgemald schwierig.
Trotzdem konnte ich zeigen, dass die neun Patienten, deren schlecht differenzierte
Karzinome neuroendokrine Charakteristika aufweisen, in einem deutlich fortgeschritte-
nerem Tumorstadium diagnostiziert wurden und deutlich kiirzer gelebt haben. Wie schon
zuvor bei den kolorektalen Adenokarzinomen mit neuroendokriner Differenzierung, die
eine deutlich schlechtere Prognose aufwiesen asihre ,,verwandten Adenokarzinome ohne
eine solche Differenzierung, gehe ich davon aus, dass hier Proliferationsfaktoren eine
Rolle spielen, die von den neuroendokrinen Zellen autokrin oder parakrin sezerniert
werden. In einer anderen Arbeit an einer grof3eren Patientengruppe von 38 neuroendo-
krinen Tumoren/Karzinomen, 35 schlecht differenzierten kolorektalen neuroendokrinen
Karzinomen und 150 sporadischen kolorektalen Karzinomen haben wir ebenfalls zeigen
konnen, dass diese Tumorentititen trotz einiger moleklarer Ahnlichkeiten auch deutliche
molekulare Unterschiede aufwiesen, wie z.B. die p16 Promoter-Methylierung. In meiner
Arbeit habe ich auch andere Zykline und Zyklin-abhéngigen Kinasen, und die Rolle ihrer
Inhibitoren, wie zum Beispiel p27 und p21 untersucht. Wir sehen die gut differenzierten
neuroendokrinen Tumore und Karzinome (WHO Klasse | und Il) as vdllig — auch
molekulargenetisch — abzugrenzen von den Karzinomen der WHO Klasse Ill. P27 im
Verbund mit CyclinE als Marker der aktivierten CDK2-Komplexe kann bei den
Karzinomen der WHO Klasse Il Patienten mit einer deutlich schlechteren Prognose
identifizieren. Dies konnten wir in Zellkultur-Experimenten mit p27siRNA an
neuroendokrinen Tumorzellinien nachvollziehen. Hier kdnnten sich weitere innovative

therapeutische Ansétze ergeben, z.B. durch Gentransfer von p27.

3.4 Neue Wegeflr eine patienten-individualisierte Therapie

Der Wunsch eines jeden Onkologen ist es, dem Patienten schon bei Diagnosestellung
sagen zu koénnen, wie sich der Tumor biologisch verhalten wird, und welche
therapeutischen Méglichkeiten es — fir genau diesen Tumor und genau diesen Patienten —
geben wird. In der Entwicklung pradiktiver Marker hat es in den letzten Jahren
bewundernswerte Fortschritte gegeben, die einer patienten-individualisierten Therapie
schon recht nahe kommen, z.B.der Einsatz von Transtuzumab beim Her-2/Neu- positiven

Mammakarzinom oder die Testung auf kras-Mutationen beim kolorektalen Karzinom vor
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dem Einsatz von EGFR-antagonisierenden Substanzen. Dennoch ist vieles noch
unverstanden, z.B. die fehlende Korrelation von VEGF/VEGF-Rezeptor Uberexpression
bei gastrointestinalen Tumoren und dem hiervon (scheinbar) unabh&ngigen Ansprechen
auf VEGF/R-Inhibitoren wie Bevazizumab oder Sunitinib. In der Wunschliste ganz oben
stiinde sicher auch eine Therapie, die genau an die Zielstrukturen angreift, die vorher
mittels spezieller Bildgebung (wie z.B. im PET) darstellbar waren. Hier sind die
gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumore Vorreiter, wo genau eine solche
(Peptid-Rezeptor-Radioliganden-) Therapie bel Somatostatin-Rezeptor positiven Tumoren
anwendbar ist. Aber auch bei anderen Tumorentitéten scheint sich das PET als Pradiktor
fur das Ansprechen insbesondere der ,,neuen* molekular ausgerichteten Therapien zu
etablieren (Stroobants et al, 2003, Lordick et al, 2008). Prognose-vorhersagende Marker,
die routinemal3ig einzusetzen sind, gibt es dagegen bislang nicht.

Ich habe in meinen Arbeiten nach neuen Zielstrukturen sowohl fir die Diagnostik als auch
fur die Therapie (idederweise as ein System, wie oben beschrieben) gastrointestinaler
Tumore gesucht. Vielversprechend erscheinen mir die PBR-Liganden, die an den bei Gl-
Tumoren nachweidlich Uberexprimierten PBR angreifen und in anderen Tumorentitéten
schon zur Visualisierung und praklinisch therapeutisch genutzt werden. Im Fall von p53,
pl6 oder p27 werden gentherapeutische Ansdtze verwendet, allerdings noch auf
Zellkulturebene, ebenso im Fall des Sialyl-Le*-Gens. Der Survivin-Inhibitor YM155 wird
bereits in klinischen Studien eingesetzt (Giaccone et al, 2009). Hier kdnnte sich ein neuer
Ansatz fir Diagnostik und Therapie von Osophaguskarzinomen und GEP-NETSs ergeben.
Aus pathologischer Sicht werden neue Marker, die an Paraffinmaterialien anwendbar sind,
schneller Eingang in die flachendeckende Diagnostik finden als ein Marker, der
Frischgewebe erfordert. Immerhin ist es inzwischen moglich, an routinemaldig
verarbeiteten Proben quantitative RNA-Expression zu messen.

Denkt man diese Stategie zu Ende, misste man nach der Entwicklung von
Friherkennungs/Prognose- und prédiktiven Biomarkern in gleicherweise eine Strategie
entwickeln fur die Friherkennung eines Rezidivs sowie eine rezidiv-adaptierte Prognose
und Therapie. Dies sollte langfristig dazu beitragen, dass Patienten mit Tumoren des
Gastrointestinaltraktes zuknftig eine deutlich bessere Prognose aufweisen, weil man dann,
anstatt dem Tumorleiden in einem meist empirischen Patientenmanagement hinterher zu
laufen, eine vorausschauende, Tumor- und Patienten-individualisierte Medizin betreiben
kann. Dies kann einen htheren Kosten-Nutzen-Effekt aufweisen, da Therapien wirksam

eingesetzt werden und somit Kosten im Gesundheitssystem gespart werden konnen.
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