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1 Einleitung

1.1 Definition

Neuroendokrine Tumore (NET) sind eine seltene Tumorentitit mit hauptsidchlichem Vorkommen im gast-
roenteropankreatischen Systems (GEP) sowie der Lunge [Frilling A et al, Endocr Relat Cancer 2012]. Ihre
Inzidenz in Deutschland betrigt 2,5-3,3/100.000 pro Jaht [Tumorregister Munchen, 2012 www.tumorregis-
ter-muenchen.de].

Der Begriff . .Neuroendokrin“leitet sich von den Eigenschaften der Zellen ab, bioaktive Substanzen mit Neuro-
transmitteraktivitdt (Synaptophysin, Chromogranin A und neuronen-spezifische Enolase) freizusetzen, sowie
Hormone bzw. hormonihnliche Stoffe zu produzieren.

1.2 Geschichte und Klassifikation

1907 beschrieb Siegfried Oberndorfer zum ersten Mal Neuroendokrine Tumore des gastroenteropankreatischen-
Systems, indem er Karginoide von Katrzinomen des Gastrointestinaltrakt differenzierte [Oberndorfer S. 1907,
»Karzinoide des Diinndarms®, Frankfurter Z. Pathol. 1-426-432]. Die untersuchten Neoplasien im Darm,
deren Ursprung Enterochromaffine (ECL)-Zellen waren und Serotonin produzierten, hielt er aufgrund ihrer
Seltenheit und deren langsamen Wachstums, im Vergleich zu Adenokarzinomen, fiir benigne Tumore. Auf
Grund dieser Feststellung bezeichnete er sie als ,,Karzinoide Tumore® [Kléppel G, et al Ann NY Acad Sci
2007; Kléppel G, al et Endocor Pathol 2007]. Der Begriff Karzinoid ist fiir NET des GEP-Systems heute
nicht mehr gebriuchlich, wihrend er bei NET der Lunge noch Anwendung findet. Williams ED. und Sandler
M. et al. beschrieben in den 1960er Jahren die erste genauere Einteilung dieser karzinoiden Tumore [Williams
ED. & Sandler M. et al, Lancet 1963]. Diese Einteilung wurde aufgrund der Lokalisation des Primértumors
und der embryonalen Entwicklung durchgefiihrt und sie wurden in Karzinoide des Vorderdarms (Lunge, Ma-
gen, Duodenum und Pankreas), des Mitteldarms (Jejunum, lleum, Blinddarm, Appendix) und des Enddarms
(Colon bis Rektum) unterteilt. Jedoch erlaubte diese Einteilung, ebenso wie die erste WHO Klassifizierung
von 1980, keine adiquate Aussage Uber den Verlauf der Erkrankung. Im Jahr 2000 wurde eine modifizierte
WHO-Klassifikation [Solcia E. et al, International Histological Classification of Tumours 2000], basierend
auf der Einteilung von Capella C. [Capella C. et al, Virchows Arch 1995], veroffentlich.

Nach der WHO-Klassifikation 2000 wurden die NET nach [okalisation des Primarius (Lunge, Magen, Duodenum,
Pankreas, Jejunum/ Lenm Appendix Colon und Rektum), sowie nach ihrer biologischen funktionellen Aktivitit in
JJunktionell-aktiv“ versus , funktionell-inaktiv“unterteilt. In der WHO-Klassifikation 2000 wurden die NET nicht
mehr einheitlich als Karzinoide bezeichnet, sondern anhand ihrer Grofle, Wachstumsverhalten und Grad der
Entartung in

1) hoch differenzierte neuroendokrine Tumore mit benignem oder unklarem Verhalten
2) hoch differenzierte neuroendokrine Tumore mit niedrig malignem Verhalten
3) schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome mit hochmaligem Verlauf

unterteilt.

Aktuel] werden die GEP-NET nach der derzeit giiltigen WHO-Klassifikation von 2010 fiir Gastrointestinale Tumoren
[Bosman F. et al, IRAC Press 2010] und der WHO Klassifikation von 2017] fiir Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas
[Lloyd RV et al, IARC 2017 ] klassifiziert (Labelle 1).

Diese Klassifikation 16ste frithere WHO-Einteilungen ab. Die neue Einteilung der neuroendokrinen Neopla-
sien (NEN)), folgt einem zweistufigen Algorithmus mit der prinzipiellen Annahme, dass alle NEN ein malig-
nes Potenzial besitzen [Kloppel G. et al, Endocor Relat Cancer 2011]. Desweitern wird die hormonelle Ak-
tivitit beurteilt. Eine Hormonproduktion lésst sich bei vielen NET im Serum nachweisen [Ferolla P. et al, ]
Endocrinol Invest. 2008], jedoch ist ein klinisches hormonelles Syndrom, mit einhergehendem erhShtem
Serumhormonwert nur bei wenigen NET festzustellen. Somit werden sie als funktionell-inaktiv bezeichnet.
Ein funktionell-aktiver GEP-NET wird typischer Weise tiber die klinische Symptomatik definiert [Anlauf M.
et al, World J Gastro 2000].



Das zur Histologie bené6tigte Material wird durch eine Biopsie bzw. durch operative Entfernung des Primir-
tumors oder dessen Metastasen bereitgestellt [Koppel G. et al, Virchows Arch 2007].

Der Nachweis des Vorliegens einer neuroendokrinen Neoplasie erfolgt durch immunhistochemische Unter-
suchungen mit speziellen Antikérpern gegen Synaptophysin und Chromogranin A. Dabei muss Synaptophy-
sin in allen untersuchten NEN positiv sein, da dieses Protein, unabhingig von seinem Hormongehalt, in
vesikuldren (kleinen) Granula des Zytoplasmas neuroendokriner Zellen vorkommt. Chromogranin A (CgA)
ist ein saures Glykoprotein welches mit einer Sensitivitdt von 50-90% und Spezifitit von 83-99% [K&ppel G.
et al, ENETS Consensus Guidelines for the Standarts of Catre in Neuroendocrine Tumores 2009] in den
»groflen® Vesikeln (Sekrtetionsgranula) von NET-Zellen vorkommt.

Da ein Grofiteil der NET (80-95%) Somatostatin-Rezeptoren (SSTR) auf der Zelloberfliche exprimieren,
wird das NET-Gewebe auf Votliegen von SSTR, mittels Immunfirbung, untersucht. Dabei ist der Rezeptor-
Subtyp 2 der wichtigste Maker, da dieser mehrheitlich von NET exprimiert wird [Reudi JC et al, | Steroid
Biochem Mol Biol. 1992; Bombardieri E. et al, Oncology Committee of the EANM 2010].

Die Klassifikation der nenroendokrinen Neoplasien (NEN) erfolgt auf der Basis des histomorphologischen Diffe-

renzierungsgrads sowie der Proliferationsaktivitit und dem daraus abgeleiteten Grading entsprechend den
WHO Klassifikationen von 2010 [Bosman F. et al, IRAC Press 2010] und 2017 [Lloyd RV et al. IARC 2017].

Entsprechend ibrer histomorphologischen Differenzierung werden out differenzierte neuroendokrine Tumoren (INET) und gering
differenzierte neuroendokrine Karzinome (NEC) unterschieden.

Das Grading-System wurde von Rindi G. im Jahr 2006 und 2007 erstmalig vorgestellt [Rindi G. et al,
Virchows Arch 2006+2007]. Mittlerweile wurde dieses Grading-System in die WHO Klassifikationen mit
tbernommen. Anband des Grading werden die NET in NET G1 (Karginoid), NET G2 und die sebr seltenen NET
G3 unterschieden: NEC weisen dagegen immer ein Grading G3 auf (Tabelle 1). Die WHO empfiehlt die Proliferati-
onsaktivitit und das Grading, entweder iiber die Zahl der Mitosen auf 10 HPF (high power field = 2mm?),
oder durch die Bestimmung des Proliferationsindex mittels Antikirperfarbung fiir MIB-1 / Ki-67 (in %) zu ermitteln
(Tabelle 2). In der Praxis zeigte sich aufgrund der guten Anwendbarkeit, die Bestimmung des MIB-1/Ki-67
basierten Proliferationsindex als Vorteil, da sich die MIB-1/Ki67-positiven Zellen besser zihlen lassen. Bei
Ki-67 handelt es sich um ein Antigen (Protein Ki-67) aus dem Zellkern, das zum Zeitpunkt der Mitose in der
G1-, S-, G2 und M-Phase nachgewiesen werden kann, jedoch nicht bei ruhenden (GO-Phase) Zellen. Dadurch
wird Ki-67 zu einem guten Marker um die Wachstumsfraktion einer Zellpopulation zu bestimmen, da dieses
Antigen nicht in DNA-Reparatur-Mechanismen eingebunden ist [Vilar E. et al, Endocr Relat Cancer 2007].
Das Antigen Ki-67 wird mit Hilfe des MIB-1-Antikérper (Molecular Immunology Borstel), durch Immun-
firbung, markiert. Gefirbte Areale im Gewebe werden gescannt und Abschnitte mit hoher Farbintensitit
beurteilt. Um den MIB-1- / Ki-67- Proliferationsindex zu bestimmen, wird der Prozentsatz, der immunhis-
tochemisch positiv angefirbten Zellen, bestimmt. (Tabelle 2) [Rindi G. et al, Virchows Arch 2006+2007].

Tumortyp Neuroendokriner Tumor | Neuroendokriner Tumor | Neuroendokrines Karzinom
—NET G1 —NET G2 —NEC

Histologie gut differenziert gut differenziert gering differenziert

Grading G1 G2 G3

KI-67 <2% 3-20% > 20 %

Tabelle 1 - WHO-Klassifikation 2010 der gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Neoplasien [Bosman F. et al, IRAC
Press 2010; Lioyd RV et al, IRAC 2017].

Das Tumorgrading hat einen erheblichen Einfluss anf die Prognose der Patienten hinsichtlich des Gesamtiiberlebens [Dasati
A et al, JAMA Oncol. 2017].




Grad Mitosezahl MIB-1-Index (%) **
(10HPF¥)

Gl <2 <2

G2 2-20 3-20

G3 > 20 > 20

* 10 HPF (high power fields) = 2 mm?

** MIB-1/Ki-67-Antik6rper: % von 2000 Zellen im Bereich der stirksten Proliferation (sog. Hot-
Spot-Region)

Tabelle 2 - Grading NEN des GEP-Systens [MANUAL Endokrine Tumore, 2013 3. Auflage].

Auf Basis der Proliferationsaktivitit werden bei den NET G1-Tumore (Ki-67 < 2%), G2-Tumore (Ki-67 3-
20%) und G3-Tumore (Ki-67 = 20%) unterteilt.

Fir Neuroendokrine Neoplasien des Pankreas werden nach der WHO Klassifikation 2017 aktuell zusitzlich
noch die seltenen gut differenzierten neuroendokrinen Tumore (NET) G3 von den gering differenzierten
neuroendokrinen Karzinomen (NEC) unterschieden [Lloyd RV et al. IARC 2017].

1.3 Klinik

Da es sich bei NET-GEP meist um sehr langsam wachsende Neoplasien, mit unspezifischen klinischen
Symptomen handelt, kommt es erst bei gréBeren Tumormassen zu Beschwerden und daraufthin zur Diag-
nose. Vor allem funktionell inaktive NET bleiben hiufig lange unentdeckt, sodass sich der Zeitpunkt zur Erst-
diagnose um teilweise mehr als 5 Jahre verzégern kann [Toth-Fejel S. & Pommier RF, American | Surgery
2004]. Sie bleiben daher meist lange klinisch unauftillig und es kommt erst im spiteren Verlauf durch lokal-
verdringendes Wachstum (Bauchschmerzen), Cholestase und Ikterus zur Diagnose [Massironi S. et al., World
j Gastroenterol 2008]. Aufgrund des spiten Zeitpunkts bei Diagnosestellung liegt hdufig bereits ein fortge-
schrittenes Krankheitsbild mit Fernmetastasen vor. Die meisten Metastasen befinden sich in der Leber (85%)
gefolgt von der Peritonealhéle und den Knochen [Pape UF. et al., Endocr Relat Cancer 2008].

Funktionel] aktive NET des Pankreas und des Ileum / Jejunum lassen sich wie folgt tibersichtsartig darstellen:
NET des Pankreas haben ihren Ursprung aus verschiedenen Zelltypen der Langerhans-Inseln.

Beispiel fir den hiufigsten funktionell-aktiven NET des Pankreas, sind Insulinome mit einer Inzidenz von 1-
3/ 1.000.000 pro Jaht. Sie machen 40-70% aller funktionell-aktiven NET des Pankreas aus und kommen
somit am hdufigsten vor [MANUAL Endokrine Tumore, 2013 3. Aufl. Zuckerschwerdt]. Diese Tumore ent-
stehen aus den B-Zellen der endokrinen Zellinseln [Oberg K. et al, Best Pract Res Clin Gastroenterol 2008],
haben eine GréBe von ca. 1-2 cm und meist einen benignen Verlauf [MANUAL Endokrine Tumore, 2013 3.
Aufl. Zuckerschwerdt]. Sie treten meist sporadisch auf und in nur 4-7% der Fille im Rahmen einer familidren
multiplen endokrinen Neoplasie 1 (MENT1) [Massironi S. et al, World j Gastroenterol 2008]. Insulinome fiih-
ren zur Hypoglykidmieneigung - bei klinischem Verdacht auf ein Insulinom erfolgt zur Diagnosesicherung ein
72h-Hungerversuch. Mit Hilfe des Hungerversuches erkennt man die Dissoziation zwischen hypoglykimi-
schen Blutzuckerwerten und inadidquat ethdhten Konzentrationen von Insulin-, Proinsulin- und C-Peptid im
Sinne der autonomen Hormonproduktion durch das Insulinom [The Endocrine Society s Clinical Guidelines:
,»Evaluation and Management of Adult Hypoglycemic Disorders , www.endo-society.org 2009; Auernham-
mer CJ et al, Internist (Berl). 2018].

In Tabelle 3 befinden sich weitere funktionell-aktive NET des Pankreas / Duodenum mit ihren klinischen
Symptomen.


http://www.endo-society.org/

Tumor Hauptlokali- | Ausgeschiittete Klinik Meta-
sation Botenstoffe / stasen
Hormone (Vo)
Insulinom | Pankreas Insulin Nichternhypoglykiamie; Whipple-1rias 5-10
Gastti- Pankreas; Gastrin Zollinger-Ellison-Syndrom;  Hyperaziditat; | 60-90
nom Duodenum Ulcera im oberen GI-Trakt, teilweise auch chro-
nische Diarthoe
Glukago- | Pankreas Glukagon Diabetes mellitus; Kachexie; 5-17
nom
Erythema necrolyticum migrans
Soma- Pankreas; Somatostatin Gallensteine; Diabetes mellitus 5-10
tostati- Duodenum
nom
Vipom Pankreas Vasoaktives intes- | Werner-Morrison-Syndrom; Hypokalidmie; mas- | 10
tinales Peptid | sive Durchfille
(VIP)

Tabelle 3 - Funktional-aktive NET des Panfkreas und Duodenums nach [Kaltsas G. et al, Endocrine Reviews 2004

Als ,,Karzinoide* wurden frither (und teilweise noch heute in der angelsichsischen / ametikanischen Fachli-
teratur) NET mit extrapankreatischen Ursprungs bezeichnet, die sich aus entarteten (EC)-Zellen entwickel-
ten. Die Primdrtumore befinden sich hauptsichlich im Gastrointestinaltrakt und in der Lunge. Diese Gruppe
von Tumoren synthetisiert zahlreichen Mediatoren wie Serotonin, Kinine, Kallikrein und Prostaglandine,
sind aber zum Grofiteil funktionell-inaktiv [MANUAL Endokrine Tumoren 3.Aufl. Zuckschwerdt 2013]. Bei
funktionell-aktiven Tumoren tritt das Karzinoid-Syndrom, als Folge der Sekretion von Serotonin, fast immer
erst nach Lebermetastasierung auf. Grund hierfir ist die hepatische Clearance der Sekretionsprodukte und
der damit verbunden Umgehung des First-Pass-Effekts durch die Lebermetastasen [Pape UF Et al, Neuro-
endocrin. 2012]. Leitsymptome sind Flush (60-85% im Gesicht und Oberkérper), Diarthé (60-80%) und
seltener Bronchospastik (< 10%). Durch Manipulation am Tumor (peri- und intraoperativ) oder schweren
kérperlichen Belastungen kann es zur sogenannten ,,Karzinoid-Krise® kommen die einen lebensbedrohlichen
Verlauf nehmen kann. Dies duflert sich mit intensiven Dauerflushs, Abdominalkrimpfen, Diarrhéen mit
Exsikkose, tachykarden Herzrhythmusstorungen, Bronchialobstruktionen und Hypo- sowie Hypertensionen
[MANUAL Endokrine Tumore, 2013; 3. Aufl. Zuckerschwerdt|. In etwa 20-30 % aller Fille kommt es bei
den Patienten mit Karzinoidsyndrom zur Herzbeteiligung in Form einer Endokardfibrose, die vor allem das
rechtsseitige Herz betrifft und zu einer Trikuspidal- und Pulmonalklappeninsuffizinez fithren kann. Diese
Entwicklung bestimmt nicht selten die Prognose der Erkrankung bei den betroffenen Patienten [Pape UF Et
al, Neuroendocrinology. 2012; Bhattacharyya S. et al, Circulation 2012; Jin XF. & Auernhammer CJ. et al,
Rev Endocr Metab Disord. 2018]

1.4 Diagnostik

Um einen vorliegenden klinischen Verdacht auf einen NET des GEP-Systems zu bestitigen, stehen Diagno-
sealgorithmen zur Verfigung. In Form von Guidelines, wurden unter anderem von der ,,European Neuro-
endocrine Tumor Society (ENETS)“ und der ,,North American Neuroendocrine Tumor Society (NA-
NETS) jeweils Empfehlungen fir Diagnostik und Therapie vorgeschlagen [ENETS-Guidelines: www.neu-
roendoctine.net; NANETS-Guidelines. http.//nanets.net].

Drei Hauptsidulen der Diagnostik sollen nachfolgend kurz dargestellt werden:

i) Histologie in der Diagnose von NEN:

Das zur Histologie benétigte Material wird durch eine Biopsie bzw. durch operative Entfernung des Primir-
tumors oder dessen Metastasen bereitgestellt [Koppel G. et al., Virchows Arch 2007].


http://www.neuroendocrine.net/
http://www.neuroendocrine.net/

ii) Tumormarker im Serum und Urin

Eine der generell empfoblenen Untersuchungen bei bistologisch gesichertem 1 orliegen eines NET, ist die Bestimmung des
Tumormarkers Chromogranin A (CgA) im Serwm. Der CgA-Serumspiegel ist stark abhingig von der Anzahl der
neurosekretorischen Granula in der Zelle und dem Zelltyp. Aufgrund dessen weist Chromogranin A als Tu-
mormarker nur eine eingeschrinkte Sensitivitit auf [Modlin IM et al, Neuroendoctinology 2010]. Chromo-
granin A im Serum eignet sich besonders gut als Verlaufsparameter, da gezeigt werden konnte, dass die Hohe
des CgA-Siegels gut mit der Tumormasse korreliert und auch ein pradiktiver Marker fiir eine Tumorprogres-
sion ist [Arnold R. et al, Clin Gastroenterol Hepatol 2008].

Der spezifische Tumormarker tir tunktionell-aktive NET des Mitteldarms, die mit einem Karginoid-Syndrom in
der Klinik einhergehen, ist die 5-Hydroxy-Indolessigsaure (5-HIES). Der Serotoninmetabolit kann in angesiuer-
ten 24h-Sammelurin mit einer Sensitivitit von bis zu 100% und einer Spezifitit von etwa 85-90% [Pape UF
et al, Neuroendocrinology 2012] bestimmt werden. Jedoch kann die Bestimmung der 5-HIES durch einige
Nahrungsmittel und Medikamente falsch positiv bzw. falsch negativ beeinflusst werden. Die beeinflussenden
Substanzen sollten entsprechend drei Tage vor der Urinsammlung vermieden oder abgesetzt werden
[ENETS-Guidelines — Biochemical Markers, Neuroendocrinology 2009; MANUAL Endokrine Tumore,
2013 3. Aufl. Zuckerschwerdt].

Weitere wichtige spezifische Marker und Funktionsteste bei Verdacht auf einen funktionel] aktiven NET (Pan-
freas) in der Klinik sind, Hungerversuch mit Bestimmung von Insulin, C-Peptid und Proinsulin, Sekretinsti-
mulationstest und Bestimmung von Gastrin im Serum, sowie die Bestimmung von Glukagon oder Vasoaktive
Intestinalen Peptid [Auernhammer CJ et al, Internist (Berl). 2018; Jin XF & Auernhammer CJ et al, Rev
Endocr Metab Disord. 2018]

iii) Spezialisierte Bildgebung

Neben der histologischen Beurteilung ist die genaue Lokalisation des Primartumors und der evtl. vorliegen-
den Metastasierung besonders wichtig, um eine optimale Therapie, eine Einschitzung der Prognose sowie
das Monitoring des Verlaufs und den Erfolg oder Misserfolg der Therapie zu beobachten. Hierzu ist seit 20
Jahren die Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie (SRS) als Standarddiagnostik etabliert. Klinisch wird das mit
I ndium markierte synthetische SMS-Analogon 1!In-DTPA-Octreotid (OctreoScan®) verwendet, um die
exprimierten Somatostatin-Rezeptoren und damit die Verteilung von NET-Tumoren im Kérper zu detektie-
ren.

Eine Newernng und signifikante 1 erbesserung in_der Diagnostike_stellt die Positronenemissionstomographie mit 8Gallinm-
markierten Peptiden dar. Die hauptsichlich zum Einsatz kommenden Somatostatin-Analoga %¥Ga-DOTATOC
(8Gallium-DOTA?-Tyr3-Octeotid) und ¥Ga-DOTATATE(®¥Gallium-DOTAO-Tyr3-Ocreotate) konnten
ihre Uberlegenheit gegeniiber der SRS in neueren Studien beweisen [Buchmann Let al, Eur ] Nucl Med Mol
Imaging 2007]. Um sowohl an die funktionellen als auch an die anatomischen Informationen der NET-Ez-
krankung in einem Untersuchungsschritt zu gelangen, wird aktuell die nuklearmedizinische PET und die ra-
diologischen Verfahren (CT/MRT) kombiniert. [Sundin A et al, Neuroendocrinology. 2017; Buchmann Let
al, Eur ] Nucl Med Mol Imaging 2007). Iz verschiedenen Studien konnte der hobe Wert des SSR-PET/ CT Verfabrens
gezeigt werden — es resultiert hieraus in etwa 40 % der Fille eine Anderung des therapeutischen Vorgehens.
Hilfreich ist die SSR-PET / CT auch bei der Uberpriifung eines klinischen Verdachts auf einen NET. So
konnte bei dieser Fragestellung bei 104 untersuchten Verdachtstillen, mit einer Sensitivitidt von 81% ein NET
nachgewiesen und mit 90%iger Spezifitit einen NET ausgeschlossen werden [HAUG AR. et al, ] Nucl Med
2012].

Da neuroendokrine Tumore und ihre Metastasen zu den stark paskularisierten Tumoren zahlen, ist eine intravenose
Kontrastmittelgabe fiir die Detektion, bei einer CT- und der MRT-Bildgebung, unabdingbar. So kénnen die
Tumore besonders gut in der frithen arteriellen Phase detektiert werden [MANUAL Endokrine Tumore, 2013 3. Aufl.
Zuckerschwerdt].
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1.5 Therapie

Therapie der Wahl und bisher einzige Maglichkeit der Kuration bei vorljegendern NE'T, ist die vollstandige Resektion des
Tumors [Auernhammer CJ. et aly Gur 2011, Aunernbammer C] et al, Lancet Diabetes Endocrinol. 2017]. Allerdings ist
dieses Verfahren — welches bei einer vollstindigen Resektion zu einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 80-100%
[Oberg K. et al, Ann Oncol 2008] fithrt - meist nur bei lokoregional begrenzten Tumoren méglich.

Das Tumorstadium hat einen erheblichen Einfluss auf die Prognose und die Ubetlebensrate der Patienten
[Dasari A et al. JAMA Oncol. 2017]. Da bei Diagnosestellung viele (44-73%) NET des GEP-Systems bereits
metastasiert sind und dies einen wichtigen Prognosefaktor darstellt, ist dies bei der Therapie zu berticksichti-
gen [Pape UF. et al, Endocr Relat Cancer 2008].

Es wird bei gut-differenzierten NET bei Vorhandensein von Lebermetastasen auch eine Debulking-Opera-
tion empfohlen, wenn mehr als 70 — 90 % der hepatischen Tumorlast reseziert werden kénnen [Partelli S et
al, ENETS Consensus Guidelines for Standard of Care in Neuroendocrine Tumours, Neuroendocrinology.
2017; Howe JR et al, Pancreas. 2017]

Fir die Therapie von inoperablen Lebermetastasen von NET kommen verschiedene lokal-ablative und loko-
regiondre Therapieansitze wie die Radiofrequenzablation (RFA), die Mikrowellenablation (MWA), die trans-
arterielle Embolisation (TAE) oder die transarterielle Chemoembolisation (TACE) sowie eine Radioemboli-
sation mittels selektiver intraarterieller Radiotherapie (SIRT) in Frage [Auernhammer CJ et al, Lancet Diabe-
tes Endocrinol. 2017].

Als systemische Therpieansdtze bei metastasierten NE'T konmen die Biotherapie mit S omatostatinanaloga, die Peptid Rezeptor
basierte Radionuklid Therapie (PRRT), die Chemotherapie und molekular ielgerichtete Iherapieansatze jeweils in Frage
[ Auernbammer CJ et al, Lancet Diabetes Endocrinol. 2017 .

Die Wirkung der Biotherapie mit Somatostatinanaloga bei NET wird hauptsichlich tber die Somatostatin-
Rezeptoren 2 und 5 vermittelt die als Zielstruktur bei 80-95 % aller NET auf der Zelloberfliche nachweisbar
sind [Reudi JC. et al, ] Steroid Biochem Mol Biol. 1992; MANUAL Endokrine Tumore, 2013 3. Aufl. Zu-
ckerschwerdt]. Fiir die Biotherapie bei NET kommen die Somatostatinanaloga Octreotid und Lanreotid zum
Einsatz. Unter der Biotherapie mit Somatostatinanaloga kommt es bei funktionell aktiven NET mit Karzino-
idsyndrom in 70 - 75 % zu einer Symptomkontrolle, als auch in 50 % zu einem Riickgang von CgA und 5-
HIES im Sinne einer biochemischen Antwort [Modlin IM. et al, Aliment Pharmacol Ther 2010]. In dlteren
retrospektiven Studien konnte mit Hilfe der Somatostatinanaloga auch eine Tumorstabilisierung in 30-50 %
beobachtet werden [Plockinger U. et al, Best Pract Res Clin Endocrinol Metabol 2007; Strosberg JR. et al,
Cancer 2010]. Die antiproliferativen Effekte von Octreotid LAR konnte in der placebokontrollierten Phase-
IIIb-PROMID Studie belegt werden. Es wurde eine signifikante Verlingerung der mittleren Zeit bis zur
Tumorprogression von 14,3 versus 6 Monaten gezeigt [Rinke A. et al, ] Clin Oncol. 2009]. In der CLARI-
NET-Studie (placebokontrolliert; doppelblind-Phase I1I-Studie), konnte fiir NET G1 und G2 bis Ki-67 10
% mit teils gastrointestinalem / teils pankreatischen Primarius, jeweils ein signifikante Verbesserung des pro-
gressionfreien Uberlebens gezeigt werden. Bei den Patienten die mit Lanreotid (n=101) behandelt wurden,
wurde das mediane PFS nach 2 Jahren nicht erreicht. Im Placebo-Arm (n=103) wurde das PFS in 18 Monaten
erreicht (Hazard Ratio 0,47, 95 % CI 0,30-0,73; p=0,0002). [Caplin ME. et al, N Engl ] Med. 2014].

Aufgrund dieser Datenlage empfehlen die aktuellen Leitlinien die Somatostatinanaloga sowohl bei funktionell
aktiven als auch bei funktionell nicht aktiven NET zur Tumorkontrolle [Pavel M et al, ENETS Consensus
Guidelines Update for the Management of Distant Metastatic Disease of Intestinal, Pancreatic, Bronchial
Neuroendocrine Neoplasms (NEN) and NEN of Unknown Primary Site Neuroendocrinology 2016; Pavel
M et al ENETS Consensus Guidelines for the Standards of Care in Neuroendocrine Neoplasms Neuroen-
docrinology 2017].

Fiir metastasierte und inoperable NET steht als weitere antitumorale Therapie auch die sogenannte Peptide
Receptor basierte Radionuklid Therapie (PRRT) zur Verfiigung [Kwekkeboom DJ. et al, Neuroendocrino-
logy 2009; Hicks R] et al, ENETS Consensus Guidelines for the Standards of Care in Neuroendocrine Neo-
plasia Neuroendocrinology 2017]. Grundlage der PRRT ist — wie bei der Biotherapie mit Somatostatinanaloga
- die Expression der SSTR auf der Zelloberfliche der NET. Ein Nachweis der Expression der SSTR muss
im Vorfeld mittels Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie oder spezifischem PET erfolgen. Das Kriterium fr
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die mégliche Anwendung einer PRRT, ist eine hohere Speicherkapazitit des Tumors im Vergleich zur phy-
siologischen Anreicherung im normalen Lebergewebe [Kwekkeboom DJ. et al, Neuroendocrinology 2009].
Ahnlich wie bei den nuklearmedizinisch- diagnostischen Untersuchungen (siehe Diagnostik), wird bei der
PRRT ein Somatostatin-Analogon mit einem Radionuklid gekoppelt — im Fall der PRRT wird hierzu jedoch
ein therapeutisch wirksamer 3-Emitter verwandt. Klinisch eingesetzt wird heutzutage am hiufigsten das Ra-
dionuklotid ""Lu (Lutetium) als """Lu-DOTATATE; einige Zentren haben in der Vergangenheit und teil-
weise bis dato auch 2Y (Yttrium) in Form von Y-DOTATOC angewandt. Kwekkeboom DJ et al, unter-
suchte bei einer Fallserie mit knapp 500 Patienten die Ergebnisse einer PRRT mit "'"Lu-DOTATATE. In 28
% der Fille konnte eine partielle Remission und in 35 % eine Stabilisierung der Erkrankung, sowie in 2 %
der Fille sogar eine komplette Remission beobachtet werden [Kwekkebomm DJ. et al, J clin. Oncol. 2008].
Das Nebenwirkungsspektrum der PRRT umfasst hidufiger milde und akute (innerhalb von 24 h nach Appli-
kation) Nebenwirkungen und nur selten in ca. 1 — 2 % schwerwiegende Nebenwirkungen, welche haufig erst
subakut oder deutlich protrahiert auftreten.

Die systemische Chemotherapie stellt bei nicht mehr operablen NET des Pankreas eine wichtige Behand-
lungssiule dar. Als Standardprotokoll wird bei hochdifferenzierten neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
die Kombination von Streptozocin + 5-Fluoruracil verwendet. Diese Chemotherapie wird in den ENETS-
Leitlinien als ,,First-Line-Therapie® empfohlen [ENENTS-Guidelines: www.neuroendocrine.net|. Das mitt-
lere progressionsfreie Uberleben (PFS) der Streptozocin-basierten Therapie liegt bei 15-18 Monaten und die
,»Response rate” bei etwa 40% [Auernhammer CJ et al, Lancet Diabetes Endocrinol. 2017].

Eine alternative erfolgsversprechende Therapieoption fiir NET der Pankreas ist die Kombination aus
Temozolomid (orales Prodrug von Dacarbazin) und Capecitabine — hierunter kénnen objektive Response
Raten (ORR) von tber 50 % erreicht werden [Strosberg JR. et al, Cancer 2011; Cives M et al, Endocr Relat
Cancer. 2016; Auernhammer CJ et al, Lancet Diabetes Endoctinol. 2017].

Die Behandlung von gering differenzierten kleinzelligen sowie grofizelligen neuroendokrinen Karzinomen
basiert — bei jedweder Primariuslokalisation - auf der Erstlinienchemotherapie mit der Kombination von
Etoposid mit Cisplatin [ENETS-Guidelines: www.neuroendoctine.net; NANETS-Guidelines: http://na-
nets.net]. Die Prognose dieser Tumorentitit ist jedoch mit einer 2-Jahres-Ubetlebensrate von etwa 15 %
insgesamt sehr schlecht [Auernhammer CJ et al, Lancet Diabetes Endocrinol. 2017].

In den letzten Jahren wurden zielgerichtete Therapiestrategien in der Behandlung von GEP-NET etabliert
[Auernhammer CJ et al, Lancet Diabetes Endocrinol. 2017].

Diese Strategien verfolgen das Ziel, sich gegen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, sowie Rezeptor-
tyrosinkinasen und intrazellulire Signalkaskaden zu richten. Durch zielgerichtete Inhibierung wird versucht
Einfluss auf das Tumorwachstum, die Tumorangiogenese bzw. Apoptose zu nehmen. Die Wirkung dieser
zielgerichteten Therapien liegt in der Hemmung von tiberaktiven und tiberexprimierten Signalkaskaden, wel-
che sehr hiufig in entarteten Zellen vorzufinden sind. So sind zum Beispiel fir inoperable bzw. metastasie-
rende progrediente NET G1 / G2 des Pankreas jeweils der mTOR-Inhibitor Everolimus und der Multityro-
sinkinase-Inhibitor Sunitinib als Monotherapie zugelassen. Bei dem Rapamycin-Analogon Everolimus han-
delt es sich um einen mTORC-1-Inhibitor, der sich gegen den tiberaktivierten PI(3)K-AKT-mTOR-Signal-
weg richtet. In der Zulassungsstudie (Phase-111-Studie) von Everolimus konnte bei 410 Patienten, mit NET
des Pankreas, eine signifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens (11,0 versus 4,6 Monate)
gezeigt werden [Yao JC. et al, N Engl | Med 2011]. Der Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib richtet sich
unter anderem gegen VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR und c-kit. Die prospektive randomisierte
klinische Phase-111-Zulassungsstudie von Sunitinib bei NET des Pankreas wurde aufgrund der deutlichen
Uberlegenheit gegeniiber der Placebo-Gruppe in Bezug auf verbessertes progressionsfreies Uberleben (11,4
versus 5,5 Monaten) und verlingertem Gesamtiiberleben (Hazard-Ratio von 0,41) frithzeitig abgebrochen
und in die Therapieplan aufgenommen [Raymond E. et al, N Engl ] Med 2010].

Everolimus zeigte aulerdem in einer weiteren Phase 3 Studien auch ein verbessertes progressionsfreies Uber-
leben bei NET des Gastrointestinaltrakts und der Lunge [Yao JC et al Lancet. 2016] und ist somit auch fir
die Therapie von NET des Gastrointestinaltrakts und der Lunge zugelassen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine vollstindige Remission von GEP-NET-Erkrankung nur dann
gelingt, wenn der NET lokalisiert vorliegt und operativ entfernt werden kann. In allen anderen Fillen stehen
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in der palliativen Situation zwar schon einige verschiedene Methoden zur Verfiigung um zumindest die kli-
nischen Symptome einer GEP-NET-Erkrankung zu reduzieren und eine Tumorstabilisierung zu erreichen.
[edoch werden weitere nene Therapieoptionen benitigt und eine Weiterentwicklung der translationalen Forschung ist deshalb im
Bereich der GEP-NE'T wiinschenswert und notwendjg.

1.6 Neue Therapieoptionen

1.6.1 Der Hepatocyte Growth Factor - (HGF) c-Met-Signalweg als ,target” in humanen
neuroendokrinen Tumorzellen in vitro

Das Wachstum und die Entstehung transformierter Zellen sind abhidngig von der Aktivierung sogenannter
,survival pathways®. So kénnen entartete Zellen, durch die konstitutive Aktivierung dieser ,,survival pa-
thways®, hiufig pro-apoptotischen, zellzyklus-inhibierenden und wachstums-hemmenden Signalen entgehen.
Diese Erkenntnis wurde fir den ersten Teil dieser Arbeit aufgegriffen und es wurde versucht, durch gezielte
Inhibition spezifischer Signalwege, einen Finfluss auf das Wachstum und die Zellteilung zu nehmen.

Aus der Subfamilie der Rezeptortyrosinkinasen unterscheidet sich die c-Met Kinase strukturell von den an-
deren. Die etablierte Form des c-Met-Rezeptors ist ein Uber zwei Disulfid-Briicken verankertes Heterodimer,
bestehend aus einer extrazelluliren o -Einheit und der transmembranen [ -Einheit (Abbildung 1). An der
intrazellularen Seite der f3 -Einheit liegt die TK-Domaine, die essentiell fiir den Downstream Signalweg der
c-Met ist [Blumenschein GR Jr et al, ] Clin Onco 2012]. Der natirliche Ligand der c-Met ist der Hepatocyte
Growth Factor (HGF) [Organ SL et al, Ther Ad Med Onco 2011].

a-chain B-chain

Sema domain

PSI domain
IPT domain
Jo00000
@mwmowwo " Juxtamembrane
Y1003 (P domain

Y1234 (pP)

Y1235 @ Kinase domain

Y1349 (p) Multifunctional
Y1356 (P) docking site

Abbildung 1 - Struktur der c-MET-Rezeptortyrosinkinase nach Organ SL. et al, Ther Ady Med Oncol 2071.
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Nachdem HGF an seiner Bindungsstelle am c-Met-Rezeptor gebunden hat, fiihrt dies zur Dimerisation der
Rezeptoren. Durch die daraus resultierende Lageverinderung des Rezeptors, kommt es zur Phosphorylierung
der Tyrosinreste (Tyr 1349 und Tyr 1356) in der C-terminalen Region und dadurch zur katalytischen Aktivitit
von c-Met. So werden, unter physiologischen Bedingungen, viele natiitliche Prozesse wie Wundheilung,
Proliferation, Zelliiberleben, Migration und Invasion der Zellen reguliert [Blumenschein GR. Jr. et al, ] Clin
Onco 2012]. Neben der RTK c-Met sind weitere durch Wachstumsfaktoren aktivierte wichtige RTKs zum
Beispiel die Epidermal-Growth-Factor-Receptor Familie (EGF-R), die Vascular-Endothelial-Growth-Recep-
tor Familie (VEGF-R) und die Platelet-derived-Growth-Factor-Receptor Familie (PDGF-R) (Abbildung 2)
[Zitzmann K et al, Expert Rev. Endocrinol. Metab. 2008; Lai et al, 2009; Aristizabal Prada ET, Auernhammer
CJ et al, Endocr Connect 2018]. Normalerweise sind diese Rezeptorfamilien streng reguliert, jedoch werden
diese Signalwege durch eine konstitutive Aktivierung zu sogenannten ,,survival pathways®, in onkologisch
transformierten Tumorzellen.

EGEFR family . VEGF family

members MET ¢—— members
ORI SRR Y AR 1 UeReae
)/ V) ))) // y) // 200 //// 7)) )R
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////////‘/4‘
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Abbildung 2 - Weitere RTK die in ranmilichen Nébe zu der c-Met-Kinase stehen. Adaptiert ans: Neeta K. VVenepalli and Lanra
Goff et al, International Journal of Hepatology 201 3.

Wichtige Signabwege, die durch die HGE- ¢-Met-Achse stimuliert werden, sind der PI(3)K-AKT-mTOR-, der RAS-RAF-
MEK-ERK- und der JAK-STAT-Signalwes. Kommt es zu Stérungen in diesen komplexen Signalkaskaden kann
cinerseits Tumorentstehung geférdert werden und andererseits eine Resistenzentwicklung gegentiber natiir-
lichen Tumorsuppressoren auftreten. Erfolgt die Aktivierung der c-Met tiber HGF, katalysiert PI(3)K die
Phosphortylierung von Phosphatidylinositol-4, 5-Biphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3, 4, 5,-Ttiphos-
phat (PIP3). Dies hat zur Folge, dass die Serin/ Threonin-Kinase AKT (Proteinkinase B) aktiviert wird. In NET
ist eine wichtige Zielstruktur von AKT, der . mammalian target of rapamyein“ mTOR-Komplexc! (mTORCT). Dieser
Komplex beeinflusst die Apoptose, die Proliferation und das Zellwachstum tiber eine Modulation des Zell-
zyklus. Uber den Translationsinitiationsfaktor 4E-bindendes Protein (4EBP1) und die p70 ribosomalen Pro-
tein S6 Kinase (p70S6K) vermittelt mMTOR den Ubergang von der G1- in die S-Phase. Dies geschieht mittels
zyklus-férdernder Proteine wie c-Myc und Cyclin D1 und gleichzeitiger Inhibierung von zellzyklus-hemmen-
der Proteine wie p27 und p21 (Abbildung 3).

Im RAS-RAF-MEK-ERK-Signahveg kommt es nach der Phosphorylierung der RTK zu einer Aktivierung von
RAS. Dies fiihrt wiederrum zur einer Phosphorylierungskaskade, beginnend mit der Aktivierung der Serin-/
Threonin-Kinase RAF. RAF fihrt anschlieBend zur Aktivierung von MEK| worauf am Ende des Signalweges
zur Stimulation von MAPK kommt, welches in den Zellkern wandert und Einfluss auf die Transkription von
Genen nimmt (Abbildung 3).

Die Genexpression iiber STAT3 wird iber die direkte Bindung von STAT3 an c-Met reguliert. Es kommt
zur Phosphorylierung und Dimerisierung von STAT3 mit anschlieBender Translokation im Zellkern (Abbil-
dung 3), was Auswirkung auf die Proliferation und Invasion von Zellen hat [Syed et al. BMC Cancer 2011].
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Abbildung 3 - Schematische Darstellung der c-Met-Tyrosinkinase Signalkaskade. Adaptiert ausfolgenden Literaturstellen: Rene
Meyer et al, Front. Physiol, 28 November 2012; Yilong Zhang et al, Biomedicines 2015; Neeta K. Venepalli and Laura Goff et

al,

Daber scheint der HGF-c-Met-Signalweg ein_optimaler Ansatzpunkt fiir antiproliferative Strategien zu sein [Blumenschein
GR jr. Bt al, ] Clin Oneol 2012]. Auf molekularer Ebene werden schon verschiedene zielgerichtete Strategien
wie das Neutralisieren des natiirlichen Liganden HGF durch Rilotumumab oder Inhibition der Bindung des
Liganden an den Rezeptor mit monoklonalen Antikérpern, wie z.B. Onartuzumab, verfolgt. Auf der ndchsten
Ebene erfolgt die Blockade mit Hilfe von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren (Cabozantinib und Tivantinib)
[Blumenschein GR jr. et al, ] Clin Oncol. 2012]. Als letzte Moglichkeit, kénnen sogenannte ,,Downstream-
Pathway Inhibitors® eingesetzt werden. Sie ermdglichen eine zielgerichtete Blockade intrazelluldrer Signal-
weiterleitungen. Dies Erfolgt unter anderem durch den Einsatz des mTOR-Inhibitors Everolimus [Fazio N.
et al, Cancer Treat Rev. 2010].

Es wurden eine Reihe von sogenannten ,,ATP-competitive® Met-Inhibitoren und ,,non-ATP-competitive*
Met-Inhibitoren entwickelt (Tabelle 4) und teilweise in klinischen Studien getestet [Blumenschein GR jr. et
al, J Clin Oncol. 2012; Parikh RA. Et al, Onco Targets Ther 2014].

Fir die Therapie des medulliren Schilddriisenkarzinoms wurde von der FDA und der EMEA der Multi-
Tyrosinkinase-Inbibitor Cabozantinib (X1 -184) zugelassen [Elisei R. et al, ] Clin Oncol. 2013]. Aktuell befindet
er sich in mehreren Phase-3-Studien zur Behandlung des Leberzellkarzinoms (NCT01908426), Prostatakar-
zinoms (NCT01522443) und Nierenzellkarzinoms (NCT01865747). Aullerdem befindet er sich zusitzlich in
einer Phase-2-Studie bei NETs (NCT014660306).

Ein ,,non-ATP-competitive“ c-Met Kinaseinhibitor ist Tivantinib (ARQ-197) [Blumenschein GR jr. et al, ] Clin Oncol.
2012]. Die antitumoralen Eigenschaften von Tivantinib werden unabhingig von der c-Met Inhibition als
,,off-target™ Effekte beschrieben [Calles A. et al, Mol Oncol 2015; Zhou Y. et al, Mol Cancer Ther. 2014,
Katayama R. et al, Cancer Res.2013; Basilico C. et al, Clin Cancer Res. 2013]. Aktuell befindet sich Tivantinib
in zwei Phase-3-Studien zur Behandlung von Leberzellkarzinomen (INCT02029157) und NSCLC
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(NCT01377376). Desweitern liegen positive Resultate von Phase-2-Studien vor [Santoro A. et al, Lanct Oncol
2013; Sequist LV. et al, ] Clin Oncol 2011].

Verschiedene Phase-1- und Phase-2-Studien laufen aktuell zu INC280, cinem selektiven . ATP-competitive‘ c-
Met-Inhibitor, in verschiedenen Tumorentititen [Blumenschein GR jr. et al, ] Clin Oncol. 2012].

Priklinisch wurden verschiedene Multi-Tyrosinkinase-Inbibitoren in_pankreatischen neuroendokrinen Tumormodellen (Rip-
Tag2 mouse model) intensiy untersucht. In diesem Mausmodell wurden unter anderem die beiden RTK-Inhibitoren
Foretinib (X1.880) und Cabozantinib (X1.184) eingesetzt. Es konnte eine iiberlegene Hemmung der Angiogenese sowie
eine reduzierte Invasion und Metastasiernng, auforund der gleichzeitigen Hemmung von VEGER und e-Met im Gegensarz zur
alleinigen Hemmung von VEGER, gezeigt werden [You WK. et al Cancer Res 2013]. Eine reine Inhibition des
VEGF-Pathways mit Anti-VEGFE Antikérpern oder durch Sunitinib im RIP-Tag2 Mausmodell fihrte zu
einem reduzierten Tumorwachstum. Jedoch verursachte diese Blockade — am ehesten iiber einen ,,survival
pathway* - einen erheblichen Anstieg von Phospho-c-Met und einer Erh6hung der Lymphknotenmetasta-
sierung. Im Gegensatz dazu wurde bei den eingesetzten c-Met-Inhibitoren PF-04217903, Crizotinib und
Cabozantinib jeweils eine reduzierte Invasion und Metastaseneigung beschrieben [Sennino B. et al, Cancer
Res 2013; Sennino B. et al, Cancer Discov 2012]. Aufgrund dieser priklinischen Ergebnisse wurde in NET die RTK
c-Met als vielversprechendes Target angesehen [Sennino B. et al, Cancer Res 2013; Sennino B. et al, Cancer Discoy 2012; You
WK. et al, Cancer Res 2013].

Substanz Zielstruktur Firma
Cabozantinib (XL184) c-Met, VEGFR1-3, KIT, RET, FLT3, TIE2 Exelixis
~ATP-competitive”

Tivantinib (ARQ197) c-Met, Ron, ALK Daiichi Sankyo
»non-ATP-competitive “

INC280 (INC28060, Capmatinib) | c-Met Novartis

»ATP-competitive “
Foretinib (GSK1363089, XL880) c-Met, RON, VEGFR1-3, PDGFR, KIT, FLT3, TIE2 | Exelixis
»ATP-competitive “

PF-04217903 c-Met, ALK Pfizer
~ATP-competitive”
Crizotinib (PF-02341066) c-Met, ALK Pfizer
~ATP-competitive”
Sunitinib (SU11248) VEGFR, PDGFR, c-KIT, SCF, FLT, RET Pfizer

~ATP-competitive”

Tabelle 4 - Tyrosinkinase-Inhibitoren und deren Zielstrukturen nach Blumenschein GR Jr. et al | Clin Oncol 2012.

Diese vielversprechenden priklinischen Daten, lassen jedoch keinen eindeutigen Riickschluss darauf ziehen,
dass die c-Met Inhibition mit dem Multi-TK Inhibitor Cabozantinib einen Einfluss auf das Wachstumsvet-
halten und die Migration von neuroendokrinen Tumoren hat. Bei Tivantinib zeigte sich in anderen Tumo-
rentititen, dass der antitumorale Effekt nicht mit der reinen c-Met Inhibition zu erkliren ist, sondern eher
tber sogenannte ,,off target™ Effekte beschrieben werden kann. [Calles A. et al, Mol Oncol 2015; Zhou Y. et
al, Mol Cancer Ther. 2014; Katayama R. et al, Cancer Res.2013; Basilico C. et al, Clin Cancer Res. 2013].

Aufgrund dieser Ergebnisse, wurde im ersten Teil der nun bier vorgelegten Arbeit, der hoch spezifische ¢-Met Inbibitor
INC280 und die beiden Multi-Tyrosinkinase Inhibitoren Cabozantinib und Tivantinib, in dguimolaren Kongentrationen in
verschiedenen humanen neuroendokrinen Tumorzellen verglichen. Der Einfluss auf den c-MET Phosphorylierungssta-
tus, des Zelliiberlebens, den Zellzyklus und die Migration wurde bei den drei verwendeten Substanzen ver-
glichen. Zusitzlich wurden weitere Experimente durchgefiihrt, um die c-Met Expression mittels siRNA in
NET spezifisch auszuschalten.

Durch die im Rabmen dieser Arbeit durchoefiibrten 1 ersuche konnte oezeiot werden, dass c-Met nicht essentiell fiir das Zell-
wachstum und die Mioration in den untersuchien neuroendokrinen Tumorzellen in vitro ist. Die beobachteten inbibierenden
Effekte von Cabozantinib und Tivantinib auf die Proliferation und Mioration der untersuchten bumanen neuroendokrinen
Tumorzelllinien in vitro scheinen - neben dem Einfluss auf c-Met - durch ,.offtarget” Effekete vermittelt.
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1.6.2 Wiederherstellung der wildtyp-p53 Funktion in GEP-NET-Zellen durch MDM2 -In-
hibition

In vielen Tumorentititen sind die ,,surival pathways“ konstitutiv aktiviert, dadurch sinkt die Empfindlichkeit

der Zellen gegeniiber natiirlichen pro-apoptotischen Signalen. Aufgrund dessen, beschiftigte sich der zweite

Teil dieser Arbeit mit der vielversprechenden Stategie der Reaktivierung des natiirlichen Tumorsuppressor p53 in

NET-Zellen, da dies eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus und dem programmierten Zelltod,
der sogenannten Apoptose, spielt.

Kommt es zu einer Schidigung in der DNA, akkumuliert p53 in den Zellen. Dadurch kénnen DNA-Repa-
ratur-Mechanismen und eventuell der Zellzyklus-Stopp ablaufen. p53 kann als Transkriptionsfaktor direkten
Einfluss auf die Produktion von p21 nehmen (siche Abbildung 4). Uber das Protein p21 werden wiederum
die CDK (Cycline Dependent Kinases) und ihre dazugehérigen Cycline D und E inhibiert. Diese Komplexe
setzen einen weiteren Transkriptionsfaktor (E2F) frei, der unter physiologischen Bedingungen an das Protein
pRB gebunden ist, um den Zellzyklus weiter zu fithren. Durch diesen Mechanismus bekommt die Zelle durch
p53 Zeit, sich selbst zu repatieren [Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie, Axel-Springer 2014,
Auflage 9; Harris SL. et al, Oncogene 2005].

Ist es der Zelle nicht mehr méglich sich selbst zu reparieren, wird die Apoptose des Typs II (Intrinsischer
Weg) induziert. So wird die Expression von pro-apoptotisch wirkenden Mitgliedern der Bcl-Familie (z.B.
BAX) durch p53 stimuliert. Somit wird Cytochrom C aus den Mitochondrien freigesetzt. AnschlieSend bindet
Cytochrom C an Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) und bewirkt so eine Konformations-
inderung des Proteins (Abbildung 4). Durch die riumliche Anderung wird die Caspase-Rekrutierungs-Do-
mine (CARD) von Apaf-1 frei und kann Procaspase binden. Dies ist die Voraussetzung fiir die autolytische
Aktivierung der Caspasen [Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie, Springer 2014, Auflage 9].

Aufgrund dieser Eigenschaften ist man in der Chemotherapie mit zytotoxischen Substanzen auf ein funkti-
onsfihiges p53 angewiesen. Jedoch konnte 2z vielen Tumoren ein funktionsloses p53 beobachtet werden. Dies wurde
entweder durch eine inaktivierende Mutation im TP53 Gen oder durch Reduziernng der Expression von Wildtyp-p53 Protein
erveicht [Brown C]. et al, Trends Pharmacol Sci 2011]. Die Reduzierung des Wildtyps p53 wird durch negative
Regulatoren, wie die E3 Ubiquitin-Ligase murine double minute 2 (MDM2) oder MDM4 (MDMX) vermit-
telt. Bindet MDM2 an p53 witd es fir die Ubiquitierung sichtbar gemacht, und wird als MDM2-p53-Protein-
komplex im Protosomen abgebaut [Micel LN. et al, ] Clin Oncol 2013]. So verliert p53 seine natiitliche
Aktivitat,

Die Uberexpression von_negativen p53 Regulatoren wie MDM?2 oder MDM4 wurde in vielen Tumorarten gefunden [Brown
CJ. et al, Trends Pharmacol Sci., 2011]. In nenroendokrinen Tumoren des Diinndarms und des Pankreas ist nur ein kleiner
Prozentteil (<5%) von somatisch mutierten TP53-Genen zu finden [Banck MS. et al, | Clin Invest 2013, Jiao ]. et al, Science
2011]. Jedoch sind hanfig negative p53-Regulatoren gu beobachten. So konnte Hu et al. zeigen, dass bei NET, mit
Ursprung im Pankreas, ein copy number gain von MDM2, MDM4 und Wild-Typ p53-induzierte Phosphatase
1 (WIP1) in 22%, 30% und 51% zu finden war [HU W. et al, Genes Cancer 2010]. Hu et al, zeigte aulerdem
bei NET des Pankreas, dass hiufig eine Expression der ,,down-regulatoren® MDM2 in 61% (104/171),
MDM4 in 57 % (98/171) und WIPI in 58% (99/171) auftrat [HU W. et al, Genes Cancer 2010]. Jedoch war
keine positive Fiarbung von p53 (0/171) nachweisbar [HU W. et al, Genes Cancer 2010].

In immunhistochemischen Firbungen sind bei gut differenzierten NET positive p53 Expressionen kaum zu
erwarten, wobei eine abnormale ErhShung von p53 in AntikGrperfarbungen, eher als Indikator fiir ein mu-
tiertes TP53 Gen zu sehen ist [Hu W.et al, Genes Cancer2010; Nenutil R. et al, ] Pathol 2005; Bellini MF. et
al, ] Biomed Biotchnol 2012; Watanabe G. et al, Am ] Surg Pathol 2015; Takizawa N. et al, Hum Pathol
2015]. So war ein unnormales Vorhandensein von p53 Levels in IHC-Firbungen bei gut differenzierten ko-
lorektalen Carcinoiden nur bei 0-17 % beschrieben, wihrend im Gegensatz hierzu schlecht differenzierten
Karzinomen — welche hiufig TP53 Genmutationen aufweisen - eine positive Firbung fiir p53 in 88-100 %
zeigen [Takizawa N. et al, Hum Pathol 2015; Kimilogu Sahan E. et al, Turk ] Gastroenterol 2015; Kléppel
G. et al, Visc Med 2017].

Die Uberexpression von MDM2 in Tumorzellen, fithrt zu einem Verlust der Zellzyklusregulation, einer In-

hibition der Apoptose, sowie einer Erhéhung der epithelialen-mesenchymalen Transition [LI Q & Lozano
G. et al, Clin Cancer Res 2013].
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Da die meistens NET das Wild-Typ TP53-Gen besitzen und TP53 Genmutationen bei NET (i Gegensatz zu NEC)
selten vorkommen, [Kloppel G et al, 1 7isc Med 2017] sollten die NET auf eine nenerliche Reaktivierung des Wild-Typ p53,
durch eine Inbibition des MIDMD2-Proteins, sensitiv reagieren.

In der Arbeit von Saiki AY et al, konnte gezeigt werden, dass durch die Inhibition von MDM2 der p53 Spiegel
in den Zellen deutlich ansteigt [Saiki AY. et al, Oncotarget 2015]. Durch diese MDM2 Inhibition wird ver-
hindert, dass sich der MDM2-p53-Proteinkomplex bilden kann. Somit wird der p53 Abbau verhindert und
die nattrliche Funktion wiederhergestellt [LI Q. & Lozano G. et al, Clin Cancer Res 2013].

Obwohl aktuell nur vorliufige priklinische Daten zu den MDM2-Inhibitoren im Bereich der neuroendokri-
nen Tumore vorliegen [Briest & Grabowski 2015], gilt sie als eine vielversprechende neue zielgerichtete Stra-
tegie in der Tumortherapie [Brown CJ. et al, Trends Pharmacol Sci 2011; Li Q. & Lozano G. et al, Clin Cancer
Res 2013; Zak et al. Expert Opin Ther Pat 2013].

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Effekte des MDM2-Inhibitors NVP-CGM097 (Novartis) an ver-
schiedenen humanen neuroendokrinen Tumorzelllinien untersucht. Es konnte zum ersten Mal ein antiproli-
verativer Effekt, durch die MDM2 Inhibition durch NVP-CGMO097, auf p53vidsreGOT1-Zellen (Material
und Methoden) gezeigt werden. Ebenso wurden in diesem priklinischen Tumormodel additive Effekte mit
5-Fluorouracil, Temozolomid und Everolimus (RADO001) beobachtet.

UV-Strahlung
Chemische Noxen
Y- und X-Strahlung

ii/////_—ij DNA-Schidigung

Mdm2

Apoptosis DNA-Reparatur
Zell-Wiederherstellung
/ l p53/Mdm2 p53
Komplex Abbau
Zellzyklus Zellzyklus-

Arrest
@ ubiquitin

Abbildung 4 - Schematische Darstellung der p53 Aktiviernng und dessen Auswirkungen. Zusatzlich ist der Abbau iiber E3-
Ligase angezeigt. Adaptiert ans: Robini Keshava et al, Annals of Neurosciens 2008.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien
Chemikalie Hersteller
Ammoniumpersulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Amphotericin B Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Blotting Grade Blocker Non-Fat Dry Milk

BIO-RAD  Laboratories
Deutschland

GmbH, Minchen,

Botrsiure

ICN Biomedicals, USA

Cell Titer 96 Kit

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

1,4-Dithothreit (DDT)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DhamaFECT 2

Dharmacon/Perbio, Bonn, Deutschland

DhamaFECT 3

Dharmacon/Perbio, Bonn, Deutschland

DMEM/F12-Medium (1:1) [GIBCO® Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12]

GIBCO BRL/Life Technologies, MD, USA

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DNTP 10 mM

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) |Titriplex I11]

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 70%

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fetales Kilberserum (FCS)

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

GeneRuler, 100bp, DNA-Ladder

Fermentas International Inc., Kanada

Gold Universal Agarose Peglab Biotech GmbH, Etlangen, Deutschland
Hepes [2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl) - | Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
ethansulfonsiure]

Hoechst 33258 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

6x Loading dye solution

Fermentas International Inc., Kanada

Magnesiumsulfat

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

M-MLYV Reverse Transcriptase

Invitrogen, Katlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid

Merck Chemicals, Darmstadt, Deutschland

Natriumfluorid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Natriumpyrophosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Platium Taq DNA-Polymerase

Invitrogen, Katlsruhe, Deutschland

Precision Plus Protein TM Standart Dual Colors BIO-RAD Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Q-Kit Beckman-Coulter, Krefeld

Restore TM Plus Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, IL, USA

RNAse-Inhibitor Invitrogen, Katlsruhe, Deutschland

Rotigel 30 (30% Acrylamid) C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese SDS-Page C. Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI 1640-Medium Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

SDS (sodium dodecyl sulfate) BIO-RAD  Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Sodium orthovanadate

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Super Signal west Dura Luminol (Enhancer Solu-

tion)

Thermo Fischer Scientific, Ulm, Deutschland

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

C. Roth, Karlstuhe, Deutschland

Trizma Base

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trizol Reagenz

GIBCO BRL/Life Technologies, MD, USA

Trypanblau

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

QiAquick Gel Extraction Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Wizard® SV Genomic DNA Purification System

Promega, Madison, USA

Tabelle 5 - In den 1 ersuchen eingesetzte Chemikalien

Gerite
Gerit Hersteller
Agagel Mini Biometra Biomed Analytik GmbH, Géttingen, Deutschland

BD Accuri C6

BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Brutschrank CO,-AutoZero

Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland

Cellcounter (Countess™)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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CEQ™S000

Beckman-Coulter, Krefeld

ECL ChemoCam Imager

Intas Science Imaging Instruments GmbH, Got-
tingen, Deutschland

Elekronischer Peleusball

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Elektrophoresekammer Proban II xi Cell

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miunchen,
Deutschland

GeneAmp PCR-System 2400

PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA

Labornetzgerit TNG 30

Voltcraft, Deutschland

Medingen Wasserbad W-22

Funke Medingen, Deutschland

Mikroskop-CK2

Olympus, Japan

Mikroskop Axiovision

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

MultiDoc-it Geldokumentationsgerit

UVP inc., CA, USA

Netzgerat LKB-EPS 500/400

Pharmacia, Osterreich

Oberflichen- und Analysenwaage

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Orbital Shaker OS-20

Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland

Photometer Sunrise

TECAN, Minnerdorf, Schweiz

Power Pac 3000

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miunchen,
Deutschland

Semi-Dry-Western-Bloter

Peglab Biotech GmbH, Erlangen, Deutschland

Sicherheitswerkbank LaminAir

Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland

Vortex Bender & Hobein AG, Zurich, Schweiz
Wirmeblock Grant Intruments, Cambridge, UK
Wirmeschrank Memmert, Schwabach, Deutschland
Zentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Biofuge Pico

Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland

Zentrifuge Universal 320 R

Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

Tabelle 6 - Fiir die Versuche benitigte Gerdte
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Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller

Chromatography paper 1/3CHR Whatman GmbH, Dassel Deutschland

Electric Koch- und Geftrierfolie Petra, Deutschland

Einwegpipetten Corning, New York, USA

Eppendorfgefilie Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Glaspipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multiwell-96-Well BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Multiwell-12-Well BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Multiwell-6-Well BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Pasteurpipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Petrischalen / 10 cm Platten BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

PCR tubes Biozym Biotech Trading GmbH, Osterreich

Prizisionpipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Transfermembran Immobilone P, PVDF hydro- | Millipore, MA, USA

phob, PorengréBe 0,45 uM

Zellkulturflaschen 250/750 ml BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Zellkulturflaschen Nunclon Surface 250 ml BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Zellschaber Sigma-Aldrich, MO, USA

Zentrifugenréhrchen BD Biosciences (Becton-Dickinson), Heidelberg,
Deutschland

Tabelle 7 - 1V erwendete V'erbrauchsmaterialien

Verwendete Puffer:

22

SDS-Probenpuffer: 0,25M Tris HCL, 40% Glycerol, 2% Natriumdodezylsulfat, 1% Dithiothreitol,
Bromophenolblau, pH 8,8

LysisPuffer: M-PER ® Mammalian Protein ExtraKation-Reagenz + HALT ™ Protease & Phospha-
tase Inhibitorcocktail, Thermo Scientific, Rockford, USA

Milchpulver-TBS-T-Puffer: 0,02M Tris HCL, 0,15M NaCL, 2% Blotting-Grade Blocker (Nonfat dry
Milk), 0,01% Natriumacid

Nicoletti-Puffer: 1% Natriumcitrat, 0,1% Triton X-100 und 50ug/ml Propidiumjodid
Waschpuffer: 0,02M Tris HCL, 0,15M NaCL



2.2 Methoden

Zellkulturmethoden

Allgemeines:

Es steht nur eine sehr limitierte Anzahl von humanen neuroendokrinen Tumorzelllinien zur Verfiigung [Hof-
ving T. et al, Endocr Relat Cancer. 2018; Aristizabal Prada ET. & Auernhammer CJ. et al, Endocr Connect.
2018].

In der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden drei — in der Literatur gut charakterisierten - humanen
Tumorzelllinien verwandt.

NET-Zelllinien:

Zelllinie | Primarius Kulturmedium + Zusitze

BON1 | Pankreas DMEM/F12(1:1) + 10% FBS + 1% Penicillin-

Streptomycin + 0,4% AmphotericinB
human pancreatic carcinoid tumor ([Evers

BM et al. 1991, Babu V et al. 2013]),

Mit freundlicher Uberlassung von R. Goke
(Marburg, Deutschland)

NCI- Lunge RPMI + 10% FBS + 1% Penicillin-Streptomycin

H727 + 0,4% AmphotericinB
human typical carcinoid lung ([Schuller

HM. et al, IARC Sci Publ. 1987; Cakitr M.
et al, Expert Opin Ther Targets. 2011])

Bezogen tber (ATCC Manassas, VA,
USA)

GOT1 | Diinndarm RPMI + 10% FBS + 1% Penicillin-Streptomycin
+ 0,4% AmphotericinB + Insulin (0,135 IE/ml)
human midgut carcinoid tumor ([Kélby L. | + ApoTransferrin (5mg/ml)

et al, American Journal of Pathology

2001])

Mit freundlicher Ubetlassung von O. Nil-
sson (Géteborg, Schweden)

Tabelle 8 - 1 erwendete NET-Zelllinien und dazugehorige Medien [Evers BM. et al, Gastroenterology 1991; Babu V. et al, Pan-
creas 2013; Kolby L. et al, Am | Pathol. 2001; Schuller HM. et al, LARC Sci Publ. 1987; Cakir M. et al, Expert Opin Ther
Targets. 2011).

Die drei verwendeten Zelllinien waren frei von Mycoplasmen und wurden bei 37°C in 95 % wasserdampf-
gesittigter und 5 % COz enthaltender Atmosphire im Brutschrank kultiviert. Um Kontaminationen zu ver-
meiden, wurden alle Arbeiten an den Zellkulturen und Versuchen unter einer Sicherheitswerkbank durchge-
fihrt. Alle 3 Zelllinien wurden in 75 cm? Falcon-Zellkulturflaschen kultiviert, um ein gleichmal3iges Wachs-
tum zu gewihtleisten.

Bestimmung der Zellzabl: Die Zellzahl wurde mit Hilfe eines automatischen Cellcounter (Countess™, Invitro-
gen, Deutschland) bestimmt, wobei nicht mehr lebende Zellen durch die Markierung mit 0,4% Trypanblau
(1/1 mit der Zellsuspension gemischt) von der Zihlung ausgeschlossen wurden.
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Zellviabilitits-Assay

Fir die Viabilitdts-Versuche wurden die Ziellinien auf 96-Well Platten ausgesit. Um fiir die Versuche auf
allen Platten eine annihernde gleiche Zelldichte zu erreichen, wurden die verschiedenen Zelllinien abhingig
von Threr Wachstumsgeschwindigkeit unterschiedlich ausgesit.

Erster Teilabschnitt der hier vorgelegten Arbeit (c-MET-Inhibitoren):

[BONT1 — 3000 Zellen/ Well, NCI-H727 — 4000 Zellen/ -Well]. Die Zellen wurden fiir 24 h im Komplett-
Medium (Serum/ Penicillin/ Streptomycin und AmphotericinB) herangezichtet. Nach 24 Stunden wurde
das Komplett-Medium durch ein Antibiotika freies Medium (10% FBS) ersetzt.

Die Zellen wurden im ersten Abschnitt der Arbeit mit unterschiedlichen Konzentrationen von INC 280 1
Cabozantinib I Tivantinib (1-100-10000nM) fir 24, 48 und 72 Stunden behandelt. Die Zellproliferationsrate
wurde anhand der metabolischen Aktivitit mit Hilfe des Zell Titer 96 Aqueous One Solution Zell Prolifera-
tion Assay (Promega, Madison, W1, USA) entsprechend der Gebrauchsanweisung bestimmt. Nach 3 Stunden
Inkubation mit 20 pl Zell Titer, wurde die Extinktion bei 492 nm im Photometer Sunrise RC (Remote Con-
trol) gemessen.

Zweiter Teilabschnitt der hier vorgelegten Arbeit (MDM2 Inhibitor):

[BONT — 1500 Zellen/-Well, NCI-H727 — 2000 Zellen/-Well, GOT1 — 50000 Zellen/ -Well]. Die Zellen
wurden analog, wie im obig beschriebenem Vorgehen, herangeziichtet und nach 24 Stunden wurde das Me-
dium ersetzt. Die Zelllinien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von CGM-097 (0,1nM-2.500nM)

inkubiert. Zusitzlich wurden noch Kombinationen von 5-Fluorouracil (1uM — 25uM), Temozolomid (50um
—500uM) und Everolimus (10nM) mit jeweils 500nM CGM-097 durchgefiihrt.

Auch diese Versuche wurden nach 48, 96 und 144 Stunden mit dem Cell Titer 96 Aqueous One Solution
inkubiert und die Proliferationsrate bei einer Extinktion von 492nm im Photometer gemessen.

siRINA-Transfektion

Um den Einfluss der c-MET-Tyrosinkinase auf die Proliferation zu untersuchen, wurden die NET-Zelllinien
fiir die Transfektion sowohl auf 96-Well Platten als auch auf 6-Well-Platten ausgesit. Dazu wurde die Wachs-
tumsgeschwindigkeit der Zelllinien herangezogen, um eine nach 24 Stunden einheitliche Zelldichte zu erhal-
ten. [96-Well: BON1 — 1500 Zellen/-Well, NCI-H727 — 2000 Zellen / 6-Well: BON1 0,4 Mio. Zellen/-Well,
NCI-H727 0,5 Mio. Zellen/-Well]

In dieser Arbeit wurden die siRNA-Oligonucleotide (ON-TARGETplus SMARTpool, Human MET (4233),
Cat.No. 003156-00-0005 und nontargeting siRNA (ON-TARGETplus Non-targeting, Cat.No. D-001810-
10-05) verwendet. Die Zellen wutrden in einem Antibiotika/Antimykotika - und FBS-freiem Medium unter
Zuhilfenahme von DharmaFECT 2 (BON1) und DharmaFECT 3 (NCI-H727) gemil3 der Herstellerinstruk-
tion transfiziert. Nach einer 24-stiindigen Transfektion wurde das Medium durch FBS-reiches (10%) Medium
ersetzt.

Die Zellviabilitit wurde mit Hilfe des Cell Titer 96 Kit nach 72 stindiger Transfektion am Photometer bei
492nm bestimmt.

Die Auswertung auf Proteinebene wurde so durchgefiihrt, wie unter dem Abschnitt Proteinextraktion und
Western-Blot-Analyse beschrieben.

FACS-Analyse

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Effekte auf den Zellzyklus analysiert. Dabei kam eine von Nicolletti
I. et al. etablierte Versuchstechnik zum Einsatz [Nicolletti I. et al, ] Immunol Methodes 1991]. Die Zellen
wurden wie folgt ausgesit [BONT1 0,4 Mio. Zellen/ Well, NCI-H727 0,5 Mio. Zellen/ Well]. Nach 24 Stunden
wurde das Komplett-Medium durch frisches 10% FBS-Medium ersetzt. Die NET-Zelllinien wurden fiir 24,
48 und 72 Stunden mit 10uM INC280, Cabozantinib und Tivantinib behandelt. AnschlieBend wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 300ul Trypsin von den Platten gelést. Dabei wurden die Platten fiir 4
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Minuten in den Brutschrank, bei 37°C in 95 % Wasserdampf-gesittigter und 5 % COz enthaltender Atmo-
sphire, gestellt. Das Medium mit den Zellen wurde gesammelt und bei 2000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert.
Nach einem zweiten Waschgang mit PBS wurden die Zellen erneut zentrifugiert. Die so entstanden Pellets
wurden in 300ul Propidiumjodid (Nicolletti-Puffer, hypoton) resuspendiert. Nach einer Aufbewahrungszeit
von ca. 2 Stunden wurde die Analyse mit Hilfe des BD Accuri C6 (BD Biosciences) durchgefiihrt. Bei der
Auswertung der Ergebnisse durch das BD Accuri C6 Analysis-Programm, wurden die Zellkerne der subG1-
Phase auBler Acht gelassen.

Zell Migration Assay

Um den Einfluss von INC280, Cabozantinib und Tivantinib auf das Migrationsverhalten der NET-Zelllinien
zu Uberpriifen, wurden 120.000 BON1 und 140.000 NCI-H727 Zellen/ Kammer in spezielle Culture Insetts,
mit definierter Spaltbreite von 500 um, ausgesit. Um einen gleichmiBigen Zellteppich zu erreichen, wurden
die Platten fiir 24 Stunden im Brutschrank, bei 37°C in 95 % wasserdampfgesittigter und 5 % COz enthal-
tender Atmosphire, stehen gelassen. AnschlieBend wurde das Insert mit einer Pinzette entnommen und das
Medium durch ein serumreiches FBS-Medium, das die bekannten Konzentrationen von INC280, Cabozan-
tinib und Tivantinib (100 und 10000nM) enthielt, ersetzt. Unter dem Mikroskop wurde alle 24 Stunden mit
ciner Kamera ein Bild von dem Spalt zwischen den beiden Schichten gemacht. Der Versuch endete nach 72
Stunden. Die so erhaltenen Bilder wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm Fiji (image] 1.48u, National
Institutes of Health, USA) ausgewertet.

Proteinextraktion und Western-Blot-Analyse

Proteinextraktion: Auf Proteinebene wurden, mittels Western Blot-Analysen, die Effekte der Inhibitoren un-
tersucht. Dazu wurden alle 3 Zelllinien, im Komplett-Medium, auf 6-Well Platten ausgesit [BON1 0,4 Mio.
Zellen/ Well, NCI-H727 0,5 Mio. Zellen/ Well und GOT1 1,0 Mio. Zellen/ Well]. Das Komplett-Medium
wurde nach 24 Stunden durch ein 10% FBS-Medium ohne Antibiotika und Antimykotika ersetzt. Dieses
enthielt die bereits bekannten Konzentrationen von INC280 I Cabozantinib I Tivantinib und im zweiten
Projekt die bekannten Konzentrationen von CGMO097 I 5-Flurouracil I Temozolomidl Everolimus. Die Pro-
ben wurden fiir 2, 24, 48 und 72 Stunden bzw. flr 2, 6, 24 und 48 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend auf Eis zweimal mit PBS gewaschen und mit 200ul Lysispuffer bedeckt. Die Platten mit den
Lysaten wurden tber Nacht bei -40°C aufbewahrt. Am darauffolgenden Tag wurden die Platten aufgetaut,
die Uberstinde in EppendorfgefiBe tiberfiihrt und die Lysate bei 13000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert.
Mit dem Proteinassay (Rotiquant Universal, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde der Proteingehalt der
Lysate bestimmt. Der Konzentrationsausgleich (Proteingehalt 30 — 40 ng/50 ul) erfolgte mittels Lysispuffer.

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot. Die aus der Proteinextraktion gewonnenen Pro-
ben wurden mit dem SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Je 50 pl des Protein-
Puffer-Gemisches wurden in die Taschen eines Gradienten-Polyacrylamid-Gels (T = 8 — 20%) aufgetragen.
Die Elektrophorese etfolgte bei 50 mA/ 200 V; ca. 120 min. Die dutrch die SDS-Elektrophotese aufgetrenn-
ten Proteine wurden im nichsten Schritt innerhalb von 60 Minuten vom SDS-Gel auf eine PVDF-Membrtan,
unter Verwendung eines Semi-Dry-Blotters, elektrotransferiert und somit immobilisiert. AnschlieBend wurde
die Membran in TBS-T gewaschen und fir 30 Minuten in einem Milchpulver-TBS-T-Puffer geblockt. Bei
Raumtemperatur und auf dem Wippschiittler, wurde anschlieBend die Membran iiber Nacht den jeweiligen
Erstantikorpern ausgesetzt (Tabelle 9). Am nichsten Tag wurde die Membran, nach dem Waschen mit TBS-
T, mit einem Zweitantikérper (Tabelle 10) fiir 2 Stunden inkubiert. Im nichsten Schritt wurde die Membran
erneut gewaschen und es erfolgte die Detektion der Peroxidase-Aktivitit des Zweitantikérpers. Dazu wurde
die PVDF-Membran 15 Minuten mit dem Super-Signal-West-Dura-Chemolumineszenz-Substrat getrinkt.
Die so entstandene Chemolumineszenz wurde mit Hilfe des ECL. ChemoCam Imager (Intas) detektiert. Falls
nétig, wurde die beschriebene Vorgehensweise mit weiteren Erstantikdrpern wiederholt. Dazu wurde die
Membran mit Restore™ Plus Western Blot Stripping Buffer ,,gestrippt™, wobei somit die Antikérper von der
Membran abgel6st wurden.
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Erstantikorper

Primidrer Antikorper

Hersteller

Anti-pMet (Tyr 1234/5), #3077

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Met, #3127

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pAkt (Ser 473), #4060

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Akt, #2920

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pERK (Thr202/Tyt204) 1/2, #4370

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pp70S6K (Thr389), #9234

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p70S6K, #9202

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p70S6K, #2708

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p4EBP1 (Ser65), #9451

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-4EBP1, #9644

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pS6 (Ser240/4), #5364

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-S6, #2317

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pGSK3 (Ser21/9), #9331

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-GSK3, #9315

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-GSK3, #5676

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p27 Kipl, #3686

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p57 Kip2, #2557

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Cyclin B1, #12231

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Cyclin D1, #2978

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Cyclin D3, #2936

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-CDK4, #2906

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-CDK4, #12790

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-CDKGO6, #3136

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-CDKo6, #13331

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Caspase 3, #9662

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Bid, #2002

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Bel-xL, #2762 2764

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-PARP, #9542

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Parp, #9532

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
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Anti-E-Cadherin, #3195

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-N-Cadherin, #4061

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-B-Catenin, #8480

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Src, #2109

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Vimentin, #5741

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Z0O-1, #8193

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pMDM2 Ser166, #3521

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-PCNA, #5624

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pRb (Ser780), #8180

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pAMPK Thr172, #2535

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-AMPK, #5831

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti- AMT, #2873

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pCREB Ser133, #9198

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-CREB, #9197

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Daxx, #4533

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pEGFER Tyr1068, #3777

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-EGFR, #4267),

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-E2F-1, #3742

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-HAUSP, #4833

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-HSP90, #4877

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pIGF1R Tyr1135, #3918

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-IGFIR, #3021

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-Mcl-1, #5453

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-pMTOR Ser2448, #2971

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-MTOR, #2972

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p14 ARF, #2407

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-p38 Thr180/Tyr182, #9215

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Anti-MDM2, NB 100-2331

Novus Biologicals, Littleton, USA

Anti-p21 Wafl/Cipl, #610233

BD Transduction Laboratories, Heidelberg, Deutschland

Anti-Bcl-2, #610539

BD Transduction Laboratories, Heidelberg, Deutschland

Anti-p53, sc-126

Santa Cruz, Dallas, USA
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Anti-T'wist, sc-15393 Santa Cruz, Dallas, USA

Anti-p-Cdk6 (Tyr24), sc-293097 Santa Cruz, Dallas, USA

Anti-p38, sc-535 Santa Cruz, Dallas, USA

Anti-Actin, A5441 Sigma, St. Louis, USA

Anti-Caspase 8, AF1650 R&D Systems, Minneapolis, USA
Anti-Erk 1/2, # 06-182 Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland
Anti-RABLG, 1.S-C290382 Bethyl Labs, Montgomery, USA

Tabelle 9 - VVerwendete Erstantikorper

Zweitantikorper

Sekundir Antikérper Hersteller

Meerrettich Peroxidase Konjungierter Zweitantikor- | Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
pet-Kaninchen, # 7074

Meerrettich Peroxidase Konjungierter Zweitantikor- | Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA
pet-Maus, # 7076

Tabelle 10 - Verwendete Ziweitantikirper

DNA-Isolation und TP53 Sequenzierung — PCR

Lsolierung der DNA: Fir die Desoxyribonukleinsduregewinnung wurden die drei NET-Zelllinien auf 10 cm
Platten ausgesit (Gotl 1 Mio. Zellen, BON1 0,4 Mio. Zellen, NCI-H727 0,5 Mio. Zellen) um einen semi-
konfluenten Zellrasen zu erreichen. Die DNA Extraktion geschah entsprechend der Herstellerinstruktion
(Wizard® SV Genomic; Promega).

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Sequenzierung: Die PCR und Sequenzierung wurden von unseren Koopera-
tionspartnern im Labor von Frau Prof. Dr. Stefanie Hahner / Frau Dr. rer. nat. Sabine Herterich, Universi-
tatsklinikum Wiirzburg durchgefiihrt.

Spezifische Genabschnitte der soeben gewonnenen DNA wurden mit Hilfe der PCR vervielfiltigt. Dies ge-
schah unter Zugabe der, fiir den zu vervielfiltigenden Genabschnitt spezifischen ,,Strang - und Gegenstrang
— Primer® (siche Tabelle 11). AuBlerdem wurde zu den spezifischen Primern das dNTPs in 10-fach PCR-
Puffer (500mM KCl; 100mM Tris-HCL (pH=8,3); 0,25% Tween20, 15mM MgCly) hinzugefiigt. Das PCR-
Programm war wie folgt: 96°C 2 Minuten; 30 Zyklen: 96°C 30 Sekunden, 58°C 30 Sekunden, 72°C 1 Minute;
finaler Schritt 72°C 5 min.
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P53 Sequenzierung

GEN Primer-Sequenz Strang Primer-Sequenz
Gegenstrang

TP53 (EX 5) P53_5F TGTTCACTTGTGCCCTGACTT P53_5R AACCAGCCCTGTCGTCTCTC

TP53 (EX 6) P53_6F GCCTCTGATTCCTCACTGAT P53_6R TGGAGGGCCACTGACAACCA

TP53 (EX 7) P53_7F CCTCATCTTGGGCCTGTGTT | P53_7R AGTGTGCAGGGTGGCAAG

TP53 (EX 8) P53_8F AGGACCTGATTTCCTTACTGC | P53_8R TGCACCCTTGGTCTCCTCCAC

TP53 (EX 9) P53_Ex8_9_Fw GCCTCTTGCTTCTCTT- P53_Ex8_9_Rev AAAACGGCATTTTGAGTGTT
TTCC

TP53 (EX 10) | P53_Ex10_Fw TCAAACAATTGTAACTT- | P53_Ex10_Rev AAGGCAGGATGAGAATGGAA
GAACCATC

Tabelle 11 - Verwendete Primer bei der p53 Sequenziernng.

Im Anschluss wurden die erhaltenen PCR-Produkte durch EXO/SAP Verdau gereinigt und die Sequenzie-
rung mit dem Q-Kit (Beckman-Coulter, Krefeld) durchgefiihrt. Die Trennung der Sequenzierungsprodukte
wurde auf dem CEQ8000 durchgefihrt.

Statistik

Es wurde fiir die statistische Analyse der Zellproliferationsasssays in dieser Arbeit jeweils ein zweiseitiger t-
Test angewandt.

Es werden jeweils die Durchschnittswerte und Standardabweichungen (SD) von mindestens drei, unabhingig
voneinander durchgefiihrten, Versuchen gezeigt.

Dabei wurden alle Ergebnisse ab p < 0,05 als statistisch signifikant erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Teill

Der Hepatocyte Growth Factor - (HGF) c-Met-Signalweg als ,,target” in humanen neuroendokrinen Tumoz-
zellen in vitro

3.1.1 Humane neuroendokrine Tumorzelllinien exprimieren c-Met und seinen Liganden
HGF

In Western Blot Analysen konnte in den human pankreatischen Bonl-, broncho-pulmonalen NCI-H727-
und Diinndarm GOT1-Zellen, die Rezeptortyrosinkinase c-Met nachgewiesen werden (Abbildung 5A). Die
Expression des natirlichen, endogenen Liganden HGF wurde in den Bonl und NCI-H727, jedoch nicht in
den GOT1 Zellen nachgewiesen (Abbildung 5B). Die drei Zelllinien wurden fiir 10 Minuten mit rekombi-
nantem humanen hepatocyte growth factor (thHGF) stimuliert (Konzentration 1,25nM). Dies verursachte
eine signifikante Phosphorylierung von c-Met an Y1234/5. Eine Vorstimulation mit dem c-Met Inhibitor
INC280 (Novartis) in einer Konzentration von 100nM fiir 2 Stunden konnte die basale als auch die mit
thHGF stimulierte Expression von Phospho-c-Met Y1234 /5 komplett autheben (Abbildung 5A). Zusitzlich
konnte gezeigt werden, dass die thHGF Stimulation auf Akt und ERK1/2, durch die Votinkubation mit
INC280 aufgehoben wird (Abbildung 5A).

Diese Daten demonstrieren, in allen drei untersuchten Zelllinien, ein Vorhandensein eines funktionellen c-
Met Rezeptors. Jedoch konnte nur eine Expression von endogenem HGF und aktivierter c-Met (phospho-
c-Met Y1234/5) in unbehandelten Bonl und NCI-H727 nachgewiesen werden. In den Gotl Zellen konnte
dies nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 5 — A und B:

5A: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1-, Bronchopulmonale NCI-H727- und Diinndarm GOT1-Zellen wurden mit HGF
(1.25 uM) fiir 10 Minuten inkubiert. Die V orstinmulation mit INC280 (100 nM) fiir 2 Stunden, wurde in der Kontrollgruppe
und in der HGF behandelten Gruppe durchgefiihrt. Anschlieffend wurden die Excpressionsmuster von pe-Met Y1234/ 5, c-Met,
pAkt $473, pERKT/2 T202/ Y204 und ff-Actin als ,,Ioading control” mittels Western Blot ermuttelt.
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5B: Unbebhandelte Zelllysate der Bon1, NCI-H727 und GOTT Tumorzellen. Die Expression von HGEF und das Protein [§-Ae-
tin, zur Kontrolle der Beladung, werden gezeigt.

Es wurde jeweils ein reprasentativer Blot aus drei unabbangigen Excperimenten gezeigt.

3.1.2 Die Multi-TKls Cabozantinib und Tivantinib inhibieren die Viabilitat von NETs, wah-
rend der spezifische c-Met Inhibitor INC280 keinen Effekt hat

Die humanen NET Ziellinien Bon1, NCI-H727 und GOT1 wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivan-
tinib (1nM-10 000nM) fiir 24, 48 und 72 Stunden inkubiert. In den niedrigen Konzentrationen von 1 nM und
100 nM konnten Cabozantinib und Tivantinib keine signifikante Inhibition der Zellviabilitit auf die drei
Zelllinien zeigen (Abbildung 6A-6C). Im Untersuchungszeitraum von 24-72 Stunden, konnte Cabozantinib,
in der Konzentration von 10000 nM, eine signifikante Reduzierung der Proliferation der drei Zelllinien auf-
weisen (Abbildung 6A-6C). Der Einfluss von Tivantinib auf die Proliferation der Bon1 und NCI-H727 wurde
in gleicher Weise beobachtet (Abbildung 6A-6C). Jedoch wurde bei gleicher Konzentration und Inkubations-
dauer wie bei Cabozantinib, kein Einfluss von Tivantinib auf die GOT1-Tumorzellen beobachtet (Abbildung
6A-6C).

Im Gegensatz dazu konnte INC280, bei keinem untersuchten Zeitpunkt und keiner verwendeten Konzent-
ration (1 nM-10000 nM) einen konstanten signifikanten Effekt auf die Zellviabilitit der drei Zelllinien zeigen
(Abbildung 6A-6C).

Somit zeigen unsere Daten, dass Cabozantinib und Tivantinib einen erheblichen Einfluss auf die Zellent-
wicklung der NET, im Gegensatz zu INC280, haben. Der antiproliferative Effekt von Cabozantinib und
Tivantinib ist nicht in Korrelation mit ihrer Wirksamkeit als c-Met Inhibitoren in Verbindung zu setzen (Ab-
bildung 8). Auch kann dieser Einfluss auf die Bon1l, NCI-H727 und GOT1 nicht mit der natiirlichen Expres-
sion der aktivierten c-Met (phospho-c-Met Y1234/5) beschrieben werden (Abbildung 5A).

31
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Abbildung 6 - A-C: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1-, Bronchopulmonate NCI-H727- und Diinndarm GOT1-Zellen
wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib in zunehmender Kongentration von 1 nlM bis 10000 nM fiir 24h, 48h und
72} inkubiert. Die Zellviabilitit wurde mit dem Cell Titer 96 Kit (Promega) bestimmt.

Mittehwerte und Standartabweichung von vier unabbangigen Versuchen werden gezeigt. Eine statistische Analyse durch den T-Test
zeigte signifikante Ergebnisse. Dargestellt durch: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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3.1.3 Die Inhibition der c-Met Expression durch siRNA hat keinen Einfluss auf die Zellvi-
abilitat

Die beiden Zelllinien Bonl und NCI-H727 wurden entweder mit einer non-targeting siRNA (50nM) oder
ciner siRNA gegen c-Met (50nM) transfiziert. Die Effektivitit der Transfektion wurde, mittels Western Blot
Analyse, nach 72 Stunden kontrolliert und es konnte ein signifikanter Rickgang der c-Met Expression beo-
bachtet werden (Abbildung 7A). Fir die Untersuchung der Zellviabilitdt wurde die gleiche Versuchsanord-
nung angewandt. Es konnte kein signifikanter Effekt auf die Zellviabilitit der Bonl sowie der NCI-H727
nachgewiesen werden (Abbildung 7B).

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Inhibition der c-Met Expression keinen Einfluss auf das Ubetleben
der neuroendokrinen Zelllinien in dem hier angewandten in vitro System hat.

Abbildung 7A Bon1 H727
Met-siRNA  — - + - - &
B-Gal--siRNA - + - - p -
pMet Y1234/5 . e -

Met IR SN . . . s
ACN S o S —

Abbildung 7B Bonl 72h NCI-H727 72h

120,00% 120,00%

100,00% 100,00%

> 80,00% > 80,00%
= =
o o
> >

© 40,00% © 40,00%
o o

20,00% 20,00%

0,00% 0,00%

Control non-targeting  anti c-met siRNA Control non-targeting siRNA anti c-met siRNA 50
SiRNA 50 nM 50 nM 50 nM nM

Abbildung 7 — A - B:

7A: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1-, Bronchopulmonale NCI-H727- und Diinndarm GOT1-Zellen wurden entweder
mit einer non-targeted siRINA (50 nM) oder einer spezifischen siRINA gegen c-Met transfiziert. Die Ejfektivitit der siRIN.A
wurde mit Hilfe der Western Blot Analyse iiberpriift. Betrachtet wurde die c-Met Excpression nach 72 stiindiger Transfektion.

7B: Die Zellviabilitit der mit siRINA transfizierten Bon1- und NCI-H727-Zellen wurde mittels Cell Titer 96 Kit (Promega)
nach 72 Stunden ermittelt.

Ein reprisentativer Blot mit dazugehorigen Mittehwerten und Standartabweichungen, von drei unabbangigen ermittelten Experimen-
ten, werden geeigt.

3.1.4 Unterschiedliche Effekte von INC280, Cabozantinib und Tivantinib auf die c-Met
Aktivitat

Die Zelllinien Bon1 und NCI-H727 wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib in den Konzentrati-

onen von 1 nM, 100 nM und 10 uM fiir bis zu 24 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde eine Proteinex-

traktion mit nachfolgendem Western Blot durchgefiihrt. Die aktivierte phospho-c-Met Y1234/5 wutde so-

wohl bei INC280 als auch bei Cabozantinib bereits in der niedrigsten untersuchten Dosis teilweise inhibiert
und eine vollstindige Inhibition lag jeweils bei 100nM und 10uM vor (Abbildung 8). Tivantinib dagegen
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fihrte nur in der héchsten Konzentration (10uM) zu einer nur partiellen Inhibition der phospho-c-Met
Y1234/5 Expression (Abbildung 8).

Somit wird die c-Met Aktivitit in den NET-Ziellinien durch INC280 und Cabozantinib bereits im nM-Be-
reich inhibiert, wihrend Tivantinib auch im zweistelligen pM-Bereich, keine vollstindige Inhibition der akti-
vierten phospho-c-Met Y1234/5 erreicht. Die Effektivitit der c-Met Inhibition der einzelnen Substanzen,
stehen in keinem Zusammenhang mit den gezeigten antiproliferativen Effekten auf die Bon1 und NCI-H727
Tumorzellen (Abbildung 6A-6C).

Zusitzlich wurden einige wichtige Marker des Akt/mTOR- und MAPK-Signalweges untersucht, da diese
Signalwege essentiellen Einfluss auf die Zellproliferation der neuroendokrinen Tumoren haben [Zitzmann
K. et al Endocr Relat Cancer 2012]. Die beiden Zelllinien Bon1 und NCI-H727 wurden mit INC280, Cabo-
zantinib und Tivantinib (alle 10uM) fir 2, 24, 48 und 72 Stunden inkubiert (Abbildung 9A und 9B). Cabo-
zantinib und Tivantinib verursachten nach langer Inkubation (48 und 72 Stunden) eine Reduzierung von p-
EGFR in Bonl und NCI-H727 (Abbildung 9A und 9B). Zusitzlich zeigte Cabozantinib nach 2 Stunden
cinen negativen Effekt auf pIGF-1R bei den Bonl und NCI-H727 Zellen (Abbildung 9). Cabozantinib und
Tivantinib bewirkten eine Inhibition von pAkt und p4EBP1S65 in den Bon1-Zellen nach 72 Stunden, jedoch
nicht bei den NCI-H727-Zellen (Abbildung 9A und 9B). Nach 72 Stunden konnte ein Anstieg der Phospho-
rylierung von GSK3 an der Stelle S21/9 bei den Bon1 und den NCI-H727 durch Cabozantinib oder Tivan-
tinib beobachtet werden (Abbildung 9A und 9B). Eine eher moderate Aktivitit auf p-Erk1/2 T202/Y204
konnte nach 2 Stunden bei den Bonl (Abbildung 9A und 9B) und nach 24 Stunden bei den NCI-H727
(Abbildung 9A und 9B) durch Cabozantinib und Tivantinib beobachtet werden. Keiner dieser gezeigten Ef-
fekte konnte in dhnlicher Weise bei INC280 beobachtet werden (Abbildung 9A und 9B).
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Abbildung 8§ Humane nenroendokrine Pankreas Bon- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen wurden mit INC280, Cabo-
zantinib und Tivantinib in Zunebmender Konzentration von 1 nM bis 10000 nM fiir 241 inkubiert. Die unter der Inbibiernng
entstanden Expressionsmuster von phospho-c-Met Y1234/ 5 und C-Met werden gezeigt.

Ein Blot von drei unabhéngigen Experimenten wird gezeigt.
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Abbildung 9A
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Abbildung 9 — A - B Humane neuroendokrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen wurden mit
INC280, Cabozantinib und Tivantinib (10000 nM) fiir 2b, 24h, 48h und 72 inkubiert. Im Western Blot wird die Expression
der Proteine von phospho-c-Met Y1234/ 5, ¢-Met, pEGER Y1068, EGFR, pIGFR Y1135, IGFR, p Akt $473, Akt,
P4EBP1 565, p4EBP1 T37/47, 4EBP1, pp70S6K T389, pERK1/2 T202/ Y204, ERK1/2, pGSK3 $21/9, GSK3 und
B-Actin als “loading control” gezeigt.

Ein Blot von drei unabhangigen Experimenten wird dargestellt.
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3.1.5 Cabozantinib und Tivantinib bewirken einen G2-Arrest bei NET, im Gegensatz zu
INC280.

Die pankreatischen Bonl Zellen und die bronchopulmonalen NCI-H727 Zellen wurden mit der gleichen
Konzentration (10uM) von INC280, Cabozantinib und Tivantinib fiir 24 Stunden inkubiert und anschlieBend
wurde mit den Zellen eine FACS-Analyse durchgefihrt. So zeigte sich bei beiden Zelllinien unter Cabozan-
tinib und Tivantinib eine signifikante Akkumulation der Zellen in der G2-Phase, im Gegensatz zur Kontroll-
gruppe (Abbildungen 10A, 10B und 10C, 10D).

INC280 zeigte jedoch keine signifikanten Effekte auf den Zellzyklus der Bonl und NCI-H727 in Bezug auf
die Kontrollgruppe (Abbildung 10B und D).
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Abbildung 10A

Abbildung 10B
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Abbildung 10D
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Abbildung 10 - A-D: Humane nenroendokrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen wurden mit
INC280, Cabozantinib und Tivantinib mit einer Konzentration 10000 nM fiir 24 Stunden inknbiert. Da gestellt sind die G2,
S, G1 und sub G1 Events der FACS-Analyse.

Eine von drei unabhdngigen FACS-Analysen wird gezeigt. Mittelwerte und Standartabweichungen der drei unabhdngigen 1V ersuche
werden durch Abb. 10 B und 10 D gezergt. Eine statistische Auswertung mittels T-Test ergab signifikante Ergebnisse, diese wor-
den wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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3.1.6 Unterschiedliche Effekte von INC280, Cabozantinib und Tivantinib auf die c-Met
Aktivitat und verschiedene Proteinmarker des Zellzyklus und der Apoptose.

Die Zellen wurden wieder wie obig beschrieben inkubiert und anschlieSend einem Western Blot unterzogen.

Cabozantinib und Tivantinib konnten nach 72 Stunden eine Inhibition der Expression von Cyclin D1 und
dem Proliferationsmarker PCNA in den Bonl und den NCI-H727 vorweisen (Abbildung 11A und 11B).
Cyclin B1 wurde von beiden Substanzen in beiden Zelllinien zusitzlich hochreguliert. So sind die gefundenen
Resultate mit dem beobachteten Zellzyklusarrest tibereinstimmend (Abbildung 11A und 11B).

Aufgrund der Ergebnisse der FACS-Analyse und dem Western Blot, wurde das Expressionsmuster vom ,,G2
checkpoint-regulator* Chk1 untersucht. Die unterschiedlichen Einfliisse von Cabozantinib und Tivantinib
auf die Expression von pChk18345/Chk1 in den Bonl und NCI-H727, bezichen sich auf spezifische, zellty-
pische Regulation der einzelnen Zelllinien (Abbildung 11A und 11B).

Jedoch konnte kein Effekt auf den Proteinmarker ,,cleaved PARP* durch Cabozantinib und Tivantinib in
den untersuchten Tumorzellen nachgewiesen werden (Abbildungl1Aund11B).
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Abbildung 11 — A — B: Humane nenroendokrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen wurden mit
INC280, Cabozantinib und Tivantinib (10000nM) fiir 2, 24,48 und 72 Stunden behandelt. Im Western Blot wurden die Ex-
pressionslevel von pMet Y1234/ 5, ¢-Met, Cyclin B1, C_)/f/m D7 Cyclin D3, CDK4, CDK6, pChk1 $345, Chkl, PCNA,
PRb 85780, Rb, PARP und [-Actin als “loading control” evaluiert und gezeigt.

Einer von drei unabhdngigen Blots wird dargestellt.
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3.1.7 Die Zellmigration der NET wird durch Cabozantinib und Tivantinib blockiert, je-
doch nicht durch den spezifischen c-Met Inhibitor INC280

Bei diesem Versuch wurde im Migrationsassay die Spaltbreite betrachtet, die nach 72 Stunden noch zu sehen
war. Hierzu wurden die Zellen (Bonl und NCI-H727) mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib in den
Konzentrationen 100nM und 10uM inkubiert (Abbildung 12A — 12D). So zeigte sich sowohl bei den Bonl
als auch bei den NCI-H727 ein deutlicher Riickgang des Zellwachstums nach 72 Stunden unter Cabozantinib
und Tivantinib in der Hochdosis von 10uM, (Abbildung 12a - 12d). Jedoch konnte INC280, im Gegensatz
zur Kontrolle, weder bei Bon1 noch bei NCI-H727 einen inhibitorischen Effekt aufweisen (Abbildung 12A
—12D).

Somit steht auch der migrationshemmende Effekt der eingesetzten Substanzen in keinster Weise in Korrela-
tion mit ihren jeweiligen Effekten auf die c-Met Inhibition (Abbildung 12A — 12D).

AnschlieBend wurde untersucht, ob der oben beschriebene Effekt durch die ,,epithelial mesenchymal transi-
tion“ (EMT) Marker vermittelt wurde.

Im Gegensatz zu den gezeigten Effekten im Migrationsassay, konnte bei allen drei untersuchten Substanzen,
im Western Blot kein Effekt auf verschiedene EMT-Marker beobachtet werden (Abbildung 13).
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Abbildung 12 — A-D: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1(12A und B) - und Bronchoputmonate NCI-H727(12C und D)
~Zellen wurden mit INC280, Cabozgantinib und Tivantinib (100nM und 10000nM) fiir 72 Stunden bebandelt. Analysiert

waurde die Spaltbreite nach 0 Stunden und 72 Stunden. Ein reprasentativer V'ersuch von drei unabhingigen Experinenten wird
durch Abb. 12B und 12 D gezeigt.

Eine von drei unabhdngigen 1 ernchen wird gezeigt. Mittehyerte und Standartabweichungen der drei unabbangigen 1V ersuche werden

dnrch Abb. 12 A und 12 C gezeigt. Eine statistische Auswertung mittels T-Test ergab signifikante Ergebnisse, diese wurden wie
Jolgt dargestellt: * p < 0,05; ¥* p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abbildung 13 - Humane nenroendofrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen wurden mit INC280,
Cabozantinib und Tivantinib (10000nM) fiir 24 Stunden behandelt. Die Expressionsmuster der EMT-Marker E-Cadberin, N-
Cadhperin, -Cadberin, sre, Twist, Vimentin, ZO-1 und p-Actin als “loading control” wurden im Western Blot ermittelt und ge-
eigt.

Hierbei handelt es sich um einen repriisentativen Blot ans drei unabhdngigen 1V ersuchen.

3.2 Teilll
Wiederherstellung der wildtyp- p53 Funktion in GEP-NET-Zellen durch MDM2 Inhibition

3.2.1 Unterschiedliche Expressionsmuster des Tumorsuppressor p53 in humanen Neu-
roendokrinen Tumorzelllinien.

In Western-Blot Analysen konnte eine unterschiedliche p53 Expression in den untersuchten NET Bonl,
NCI-H727 und GOT1 gezeigt werden (Abbildung 14). So zeigten die NCI-H727 Zellen ein hohes Expressi-
onslevel, wihrend die GOT1 Zellen ein niedriges Level zeigten. Beide Zelllinien besitzen ihre Proteinbande
bei den erwarteten 54 kDa. Bei den Bonl zeigte sich die Proteinbande dagegen bei 50kDA, am ehesten
entsprechend einer verdnderten/ verkiirzten Proteinversion. Des Weiteren sind unterschiedliche Expressi-
onslevel der Proteine MDM2, p21, Rb und E2F1, unter normalen Bedingung in Komplettmedium, in den
Zelllinien zu finden (Abbildung 14).

Die 06-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) konnte nur in den Kontrollzellen HepG2 und
HuH?7 nachgewiesen werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14 - Western Blot Analyse der Basisproteine in Humanen Pankreatischen Bonl, Bronchopulmonalen NCI-H727 und
Diinndarm GOT1 NET. Leberkarzinomzellen HepG2 und Hub7 wurden als Kontrolle verwendet. Die Expressionmuster von
P53, MDM2, p21, Rb, E2F1, MGMT und [5-Actin als ,,loading control* werden in allen drei Tumorzelllinien dargestellt.

Gezeigt wird ein représentativer Blot aus drei voneinander unabhdngigen Experimenten.

3.2.2 Effekte des MDM2 Inhibitors NVP-CGMOQ097 auf die MDM2-p53-p21-Rb-E2F1 Kas-
kade. Der MDM2 Inhibitor NVP-CGMOQ97 flhrt zu einer Erhhung von MDM2,
PMDM2, p53 und seinen bekannten ,downstream-targets” p21 und PUMA bei
gleichzeitiger Erniedrigung von phosphoRb und E2F1 in GOT1 Tumorzellen.

Die drei untersuchten neuroendokrinen Zelllinien wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von NVP-
CGMO097 (100, 500 und 2500 nM) fiir 24 h inkubiert. Es zeigte sich eine dosisabhingige Verstirkung der
Proteinexpression von MDM2, pMDM?2 und p53 durch NVP-CGMO097 in p53¥ildyre GOT1 Zellen und auch
eine Hochregulation der bekannten ,,p53 downstream-targets p21 und dem ,,modulator of apotosis‘
(PUMA) (Abbildung 15). Desweitern kam es zu einer Senkung der Proteinlevel von pRb und E2F1 (Abbil-
dung 15). Gleichzeitig wurde die Expression von Cyclin B1 gesenkt und von Cyclin D3 gesteigert (Abbildung
15). Diese Resultate sind, mit den schon bekannten Effekten von anderen MDM?2 Inhibitoren, die Einfluss
auf die MDM2-p53-p21-Rb-E2F1 Kaskade nehmen, vergleichbar [Du W. et al, ] Bio Chem 2009; Laine A &
Westermarck J. et al, Clin Cancer Res 2014; Li Q. & Lozano G. et al, Clin Cancer Res 2013]. Durch die
MDM2 Inhibitoren wird die Proteininteraktion zwischen der E3 Ubiquitin-Ligase MDM2 und p53 verhindert
und somit auch die Degradation von p53 im protosomalen Ubiquitin-Weg. Dies fithrt zu einem Anstieg des
p53vildyrein den Krebszellen. Aufgrund des Anstiegs des Proteingehalts an p53widtyee kommt es zu Verdnde-
rungen im Ablauf der MDM2-p53-p21-Rb-E2F1 Kaskade, was den antitumoralen Effekt der MDM?2 Inhi-
bitoren vermittelt [Du W. et al, ] Bio Chem 2009; Laine A & Westermarck J. et al, Clin Cancer Res 2014; Li
Q & Lozano G. et al, Clin Cancer Res 2013]. Inp5 37#pe Tumorzellen scheint die Therapie mit einem MDM?2 Inbhibitor
vielversprechend zu sein [Saiki AY. et al, Oncotarget 2015; Briest F. et al; Neuroendocrinology 2017

In Gegensaty dagu zeigten sich Tumorzellen mit einem mutierten p53 unempfindlich gegen einen MDM?2 Inbibition |Saik:
AY et al, Oncotarget 2015]. Dementsprechend, konnten bei den untersuchten p53muaton Bonl und p53mutation
NCI-H727 keine signifikanten Effekte auf die nachgeschalteten Proteine p53, p21, pRb, E2F1, Cyclin B1
Cyclin D3 und PCNA beobachtet werden, obwohl es zu einer Erh6hung der Proteinlevel der pMDM2 und
MDM2 kam (Abbildung 15). Auforund der in dieser Arbeit nun vorgelegten Ergebnisse, sind die beiden Zelllinien Bonl
und NCI-H727 mit p537etion, gz Gegensatz zu den GOTT p537dore Zellen, unempfindlich gegensiber der Bebandlung mit
NIVP-CGMO097.

Zusitzlich wurde noch die Expression der ,,herpes virus associated ubiquitin sepcific protease” (HAUSP)
und von ,,death domain-associated Protein 6 (DAXX) untersucht.
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Bei der Herpes Virus assoziierten Ubiquitin spezifischen Protease (HAUSP) handelt es sich um eine Deu-
biquitinase, welche einen stabilisierenden Einfluss auf den p53 Level in der Zelle, vor allem in Gegenwart
von MDM2, hat [Brooks CL et al, Oncogene 2007, Kon N et al, Oncogene 2010]. Gleichzeitig wird durch
HAUSP das ,,death domain-associated protein 6“ (DAXX) kontrolliert, welches p53 unterdriicken wiirde
[Tang ] et al, Biochem Biophys Res Commun 2010]. In allen drei untersuchten Zelllinien hatte NVP-
CGMO097 keinen Effekt auf die Proteine HAUSP und DAXX (Abbildung 15). Somit hat die MDM?2 Inhibi-
tion durch NVP-CGMO097 keinen direkten bzw. indirekten Einfluss auf die Expression von HAUSP und
DAXX.
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Abbildung 15 —: Western Blot Analyse der Expressionsmuster von pMDM?2, MDM?2, p53, p21, PUM.A, E2F1, pRB, Rb,
Cyelin B1, Cyclin D3, BelxL, Bid, DAXX, HAUSP, PCNA und [§-Actin als “loading control”, in p53%oreGOTT Zellen,
p53mmation Bond und p53mmtation NCI-H727 Zellen wabrend der Inkubation mit N1/ P-CGM097.

Hierbei handelt es sich um einen reprisentativen Western Blot aus drei unabhdngigen 1 ersuchen.

3.2.3 Bonl und NCI-H727 Tumorzellen weisen jeweils eine TP53 Genmutation auf.

Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster der untersuchten Proteine stellte sich die Frage, ob eine
Mutation im TP53 Gen der verwendeten NET Zelllinien vorliegt.

Laut IRAC TP53 Database sind 90 % aller somatischen TP53 Mutationen auf den Exons 5 — 8 zu finden,
wihrend nur ca. 5 % der somatischen Mutationen auf den Exons 2 und 4, den Introns oder der Promoter
Region lokalisiert sind [International Agency for Research on Cancer (IRAC), IRAC TP53 Database, Version
R17, November 2013, http://p53.iarc.fr; Petitjean A. et al, Hum Mutat 2007]. Vor diesem Hintergrund wurde
von der DNA der Humanen Neuroendokrinen Pankreas Bonl, bronchopulmonalen NCI-H727 und der
Dinndarm GOT1 Tumorzellen, eine Sequenzierung der Exone 5 bis 10 durchgefiihrt.
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Ein funktionierendes p53"re lag in den GOTT Zellen vor, da keine Mutation des TP53 Gen gefunden wurde. I Gegensat
dazn, wurde eine TP53 Mutation it vermutlicher loss of function” von p53 jeweils in den Bonl und NCI-H727 festgestells.
Ein p.R342Stop; ¢.1024 C>T im Exon 10 vom TP53 Gen, konnte in den Bon1 Zellen gezeigt werden (Ab-
bildung 16A). Dieses vorliufige Stopcodon im TP53- Gen fithrt zu der verdnderten Proteinbande in der
Abbildung 14. Die NCI-H727 zeigen einen heterozygoten Basenpaar Einschub (c.492_493ins9) im Exon 5
(Abbildung 16B). Dies verursacht eine Tandem-Duplizierung der Aminosduren 163-164-165 (Abbildung
16C) in den Tumotzellen.
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Abbildung 16 - A - C:
A: Sequenziernungsanalyse der Mutationen des TP53 Gens. Bonl beberbergen ein. p R3428top; ¢.1024 C>T in Exon 10.

B: NCI-H727 weisen eine heterogygote Insertion ins p. 162 Tyr-Lys-Gln (ILAC AAG CAG) im Exon 5 auf.
C: Dies fiibrt zu einem Einschub von 3 Aminosdnren im Leseraster des Tp53 Gen.
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3.2.4 Effekte des Inhibitors NVP-CGMOQ097 auf die Viabilitdt der neuroendokrinen GOT1
Tumorzellen.

Alle drei untersuchten Zelllinien (Bonl, NCI-H727 und GOT1) wurden in einem Konzentrationsbereich
von 4nM bis 2500nM mit NVP-CGMO097 fir 48h, 96h und 144h inkubiert. Dabei zeigte sich ein zeit- und
dosisabhingiger Einfluss von NVP-CGMO097 bei den p53+idsr GOT1 Zellen auf die Zellviabilitit (Abbildung
17A-C). Die kalkulierte IC50 von NVP-CGMO097 lag, wihrend der Inkubation fir 144h, bei 1,84 uM.

Im Gegensatz dazu konnte kein signifikanter Effekt bei der Behandlung der p53mutation Bon1- und der p53m«
wion NCI-H727-Tumorzellen auf die Viabilitit festgestellt werden. Somit sind beide Zelllinien unempfindlich
gegentiber einer Behandlung, die auf der Inhibition von MDM2 beruht.

Eine dhnliche Beobachtung machte Villalonga-Planells R. et al. bei Behandlung von humanen Glioblastoma
Zellen mit dem MDM2 Inhibitor Nutlin-3a. Es konnte gezeigt werden, dass nur die Zellen mit einem nor-
malen TP53 Status auf die Inhibition reagierten [Villalonga-Planells R. et al, PloS ONE 2011]. Auch Briest et
al demonstrierten in NET Ziellinien nur Effekte von Nutilin auf p53vidse KRJ-I Zellen [Briest F. et al; Neu-
roendoctrinology. 2017].
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Abbildung 17 - A - C: Zellviabilitit-Assay der p537#pe GOTT-, p537tation BonT- und p537mation NCI-H727 Zellen wibrend
der Inknbation mit CGMO097 (4 nM bis 2500 nM) fiir 48, 96 und 144 Stunden.

Gezeigt werden die Mittelhwerte und die S tandartabweichung von vier unabhdngigen ermittelten 1 ersuchen. Signifikante Ergebnisse

waurden durch die Anwendung eines T-Test ermittelt und wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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3.2.4.1. Additive Effekte auf die Zellviabilitat bei Kombination der MDM2 Inhibition mit 5-Fluorouracil,
Temozolomid und Everolimus (RADOO1)

Die neuroendokrinen Diinndarmzellen GOT1 wurden fiir 96 h entweder mit NVP-CGMO097 (500nM) alleine
oder in Kombination mit 5-Fluorouracil (5uM oder 25uM), Temozolomid (50uM) oder Everolimus (10nM)
inkubiert. Die Behandlung der GOT1-Zellen mit den Einzelsubstanzen fithrte zu einer signifikanten Inhibi-
tion der Proliferation im Gegensatz zur Kontrolle (Abbildung 18 A). In Kombination von NVP-CGM097
mit 5-Fluorouracil (5uM oder 25uM), Temozolomid (50uM) und Everolimus (10nM) zeigte sich ein zusitz-
licher additiver Effekt auf die Viabilitit, mit einer Signifikanz von mindestens p<0,05, als unter der alleinigen
NVP-CGMO097 Therapie (Abbildung 18 A).

Analog wurden humane bronchialen NCI-H727 und pankreatischen Bon1 Tumorzellen, mit NVP-CGM097
(500nM) alleine oder in Kombination mit 5-Fluorouracil (1IpM oder 5uM), Temozolomid (Bonl: 50uM;
H727: 500uM) und Everolimus (10nM) inkubiert (Abbildung 18 B-C). Der antiproliverative Effekt, auf die
Bonl und NCI-H727, war bei 5-Fluorouracil, Temozolomid und Everolimus jeweils signifikant, jedoch
konnte kein Effekt mit NVP-CGMO097 gezeigt werden (Abbildung 18 B-C). Trotz des fehlenden Effekts auf
die Zellproliferation von NVP-CGMO097 auf Bon1- und NCI-H727 Zellen wurden Kombination untersucht,
um herauszufinden, ob NVP-CGMO097 ein méglicher Wirkverstirker fiir 5-Fluorouracil, Temozolomid und
Everolimus sein kann. Jedoch zeigte sich auch in der Anwendung einer Kombination kein zusitzlicher signi-
tikanter Effekt auf die Viabilitit der Bonl und NCI-H727 Zellen (Abbildung 18 B-C).
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Abbildung 18 - 18A-C: Zellviabilitit-Assay der p5377ope GOT1-, p53mutation Bon1- und p53rmation NCI-H727 Zellen wih-

rend der Inkubation fiir 96 Stunden mit CGMO97 alleine und in Kombination mit 5-Flnorouracil, Temozolomid und Everolinms

(RAD001).

Gezeigt werden die Mittehverte und Standartabweichung von drei unabhdngigen Excperimenten.

Signifikante Ereignisse gegen die nnbehandelte Kontrolle wurden durch statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie
Jfolgt dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten signifikante Ergebnisse
im Vergleich Kontrolle zu CGMO97. Dargestellt mit a < 0,05 und b < 0,01. Statistische Analysen mit dem T-Test geigten signi-
fikante Ergebnisse von 5-Fluorouracil, Temozolomid und RADO0T a//eme, verglichen mit CGMO97 + 5-Fluorouracil, Temozo-

lomid und RADOO1. Dargestellt mit # < 0,05 und ## < 0,01.
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3.2.5 Additive Effekte der Kombination aus NVP-CGMO097 mit 5-Fluorouracil, Temozo-
lomid und Everolimus (RAD0O1) auf Proteinebene.

3.2.5.1 Additive Effekte der Kombination von NVP-CGMO097 mit 5-Fluoruracil in p53"4ve yon GOT1-
Tumorzellen.

Das Zytostatikum 5-Fluoruracil inhibiert MDM2 durch die Freisetzung von ribosomalen Proteinen, somit
wird p53 in der Tumorzelle stabilisiert und aktiviert [Sun XX et al, j Biol Chem 2007]. Durch die erhaltenen
Ergebnisse aus den Proliferations-Analysen wurde untersucht ob additive Effekte in der Kombination mit 5-
Fluoruracil auf die Proteine p53, p21, PUMA, phosphoRb und E2F1 vorhanden sind. Durch die alleinige
Behandlung der GOT1 Zellen (p53vwidupe) mit 5-Fluoruracil, konnte ein Anstieg der Proteinlevels von p53,
p21 und PUMA gezeigt werden (Abbildung 19A). Unter der Kombination aus NVP-CGM097 (500nM) und
5-Fluoruracil (50uM) konnte ein synergistischer Effekt gezeigt werden. Die Proteinexpression von MDM2,
pMDM2, p53, p21 und PUMA stieg deutlich an wihrend es zeitgleich zu einem deutlichen Abfall der Prote-
inexpression von pRb und E2F1 kam (Abbildung 19A). Folglich sind die gesehenen additiven Effekte der
Kombination auf die Zell-Proliferation der GOT1 (Abbildung 18 A), durch den Finfluss auf die MDM2-
p53-PUMA-p21-Rb-E2F-1-Achse vermittelt.

3.2.5.2 Additive Effekte der Kombination von NVP-CGMO097 mit Everolimus in p53“9v¢ yon GOT1-Tu-
morzellen.

In verschiedenen Tumorzelllinien wurde berichtet, dass der mTOR Inhibitor Rapamycin die MDM2 Expres-
sion inhibiert und so die p53 abhingige Apoptose einleitet [Du W et al, PloS ONE 2013; Kao et al, Cancer
Lett 2009]. In der Arbeit von Chatterjee A. et al, konnte der inhibierende Einfluss von Rapamycin auf den
Rb-pathway gezeigt werden [Chatterjee A. et al, Cancer Lett 2015]. Jedoch gibt es auch kontroverse Berichte
tber eine abgeschwichte Antwort von p53 auf nuklearen Stress durch die mTOR Inhibition [Goudarzi KM.
et al, Cancer Biol Ther 2014; Selvarajah J. et al, Cell Death Dis 2013].

Aufgrund dieser Datenlage wurde untersucht, ob additive Effekte in der Kombination von NVP-CGM097
mit Everolimus auftraten. Dabei wurden die Proteine p53, p21, PUMA, pRb und E2F1 als Reverenz heran-
gezogen. Die Co-Inkubation von NVP-CGMO097 und Everolimus(RADO001) fithrte bei den verwendeten
GOT1-Zellen zu einem Riickgang der Expression von phosphoRb (Abblidung 19A). Aufgrund dieses Er-
gebnisses konnte der additive Effekt von NVP-CGMO097 und Everolimus (RADO0O01) in der Zellproliferation,
mit der Reduzierung von phosphoRb auf Proteinebene zuriickzufiihren sein, da somit der Rb-Signalweg un-
terdriickt wird. Des Weiteren konnten keine zusitzlichen Einfliisse auf die untersuchten Signale der MDM2-
p53-PUMA-p21-Rb-E2F-1-Achse festgestellt werden.

3.2.5.3 Additive Effekte der Kombination von NVP-CGMOQ97 mit Temozolomid in p53*¢%*¢ yon GOT1-
Tumorzellen.

In den GOT1 Zellen zeigten CGMO097 und Temozolomid additive Effekte auf die Zellviabilitit (Abbildung
18 A). Deshalb wurde versucht, auf Proteinebene die zugrundeliegenden Mechanismen zu kliren. Wir konn-
ten zeigen, dass eine Kombination aus NVP-CGMO097 und Temozolomid einen zusitzlichen Einfluss auf
den Anstieg der p53 Expression in den GOT1-Zellen hat (Abbildung 19A). Somit kann die antiproliferie-
rende Wirkung, der eingesetzten Kombination, durch die Erhéhung der p53 Expression erklirt werden. Wei-
terhin konnten wir keine zusitzlichen Einfliisse auf die untersuchten Signale der MDM2-p53-PUMA-p21-
Rb-E2F-1-Achse, durch die verwendete Kombination, feststellen (Abbildung 19A).

Niedrige Expressionsmuster dert MGMT in neuroendokrinen Tumoren korrelieren mit einer erh6hten Emp-
findlichkeit gegentiber Temozolomid [Kulke MH. et al, Clin Cancer Res 2009; Walter T. et al, Br J Cancer
2015]. Costa B. et al konnte in seiner Arbeit an humanen Glioblastoma Zellen zeigen, dass ein synergistischer
Effekt auf die Proliferation unter der Inkubation mit dem MDM2 Inhibitor ISA27 und Temozolomid auftrat
[Costa B. et al, PloS ONE 2013]. Obwohl die erthéhte Expression von p>vidspe zur Downregulation von O6-
methylguanin-DNA Methyltransferase (MGMT), in Glioblastoma Zellen fiihrt [Bocangel D et al, Anticancer
Res 2009; Hermisson M. et al, ] Neurochem2006; Natsume A. et al, Cancer Res 2005 und Chemother Phar-
macol 2008], kommt es zu einem verbesserten Ansprechen der Zellen auf Temozolomid [Kim SS. et al, ACS
Nano 2014; Miao W. et al, Mol Med Rep 2015]. Deshalb wurde untersucht, ob es zusitzliche Effekte in der
Kombination von NVP-CGM097 und Temozolomid auf diese Zellen gibt, jedoch konnte bei allen drei un-
tersuchten Zelllinien keine MGMT Expression unter Normalbedingungen detektiert werden (Abbildung 14).
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Abbildung 19 - A - B:

A: Western Blot Analyse der Proteine pMDM?2, MDM?2, p53, p21, PUMA, E2F1, pRb, Rb, Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin
E, CDK2, CDK4, CDK6, PCNA und [§-Actin als ,,loading control” in p5377%pe GOTT Zellen. Sowob! durch den MDM2
Inbibitor alleine, als anch in Kombination mit 5-Fluorouracil, Temozolomid und Everolimus (RADOOT). Hierbei handelt es sich
um einen von drei reprasentativen Western Blots.

B: Zeigt das arithmetische Mittel und die Standartabweichung von drei unabingigen 1 ersuchen. Signifikante Ereignisse gegen die
unbehandelte Kontrolle wurden durch statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p
< 0,01; ** p < 0,001. Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten signifikante Ergebnisse tm | ergleich Kontrolle zu N1 P-
CGMO097. Dargestellt mit a < 0,05 und b < 0,01. Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten signsfikante Ergebnisse von 5-
Fluoronracil, Temozolomid und RADOOT alleine, verglichen mit NV P-CGMO97 + 5-Filnorouracil, Temozolomid und
RADOO1. Dargestellt mit # < 0,05 und ## < 0,01.
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3.2.6 NVP-CGMOQ97 zeigt einen Einfluss auf die Caspase-Aktivitat und greift in den Zell-
zyklus der p53wildtype GOT1-Tumorzellen ein.

Eine dosisabhingige Caspase 3/7 Aktivitit im Caspase-Assay (Abbildung 20A) und eine Zunahme der sub-
G1 Phase in der FACS-Analyse (Abbildung 20B) konnte bei der Behandlung der GOT1-Zellen mit NVP-
CGMO097 fiir 72h beobachtet werden, obwohl keine Parp-Spaltung zu sehen war (Abbildung 20C).

Gleichzeitig konnte der Einfluss von NVP-CGMO097 auf den Zellzyklus gezeigt werden, da es unter der Be-
handlung zu einer Erniedrigung des Checkpoint Regulator Chk1, des Zellzyklusproteins CDK1 (cdc2) und
dessen dazugehdrigen Cyclin B1, bei gleichzeitig Anstieg des Cyclin D3, kommt (Abbildung 21). Einen addi-
tiven Einfluss des Somatostatin-Analoga Octreotid auf den Zellzyklus der GOT1-Zellen, konnte in unserem
Versuchsaufbau nicht gezeigt werden (Abbildung 21).

Desweitern zeigte CGMO097 keinetlei Auswirkungen auf die weiter untersuchten Proteine pAkt / Ak,
pmTOR / mTOR, p4EBP1 / 4EBP1, pErk1/2 / ERK1/2, pAMPK / AMPK, pCREB / CREB (Abbildung
22A und B).

Die beiden Effekte der Apoptoseinduktion und der Verinderung in der Zellzykluskontrolle, tragen jeweils
zum antiproliferativen Effekt von NVP-CGMO097 bei.
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Abbildung 20 - A-C: Caspase 3/ 7-Assay (A) und Zellzykins Analyse durch EACS (B) in p53vidore GOT1-Zellen wihrend
der Inkubation mit NV P-CGMO97 fiir 72 b alleine und in Kombination mit 5-Fluoronracil. Das arithmetische Mittel und die
Standartabweichung von drei unabhdngigen 1 ersuchen wurden bestimmt. Signifikante Ereignisse gegen die unbebandelte Kontrolle
wurden dureh statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; Mittels Wes-
tern-Blot warden die Apoptosis abhingigen Proteine bestimmt (C). p53vidvpe GOT1-Zellen wurden fiir 48 b mit NV P-CGMO097

alleine und in Kombination mit 5-Fluorouracil behandelt.

Einer von drei unabbangigen | ersuchen wird gezeigt.
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Abbildung 21 -: Western Blot Analyse der Proteine p53, p21, pRb, Rb, CDK1, Cyclin B1, Cyclin D3, pAkt, Akt, pErk1/ 2,
Erk1/2, Parp und f-Actin als ,,loading control“ in p53wildtype GOT1 Zellen. Behandelt wurden die Zellen mit N1 P-
CGMO097 (500nM) alleine sowie mit Octreotid (1um; 10um) fiir 48h und 725b.

Hierbei handelt es sich um einen von drei repriisentativen Western Blots.
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Abbildung 22 - A - B: Western Blot Analyse der Proteine p53, p21, pMDM2, MDM?2, p AMPK, AMPK, pCREB, CREB,
HSP90, pEGFR, EGFR, pAkt, Akt, pErkl/2, Erkl/2, pmTor, mTor, pS6, $6, pAEBP1, 4EBP1 und f-Actin als “loa-
ding control” wibrend der Inkubation mit CGMO97 fiir 2 und 24 Stunden.

Jeweils einer von drei unabbéngigen 1V ersuchen wird gezeigt.
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4 Diskussion

4.1 Teill

Der Hepatocyte Growth Factor - (HGF) c-Met-Signalweg als ,,target* in humanen neuroendokrinen
Tumorzellen in vitro

Fir fortgeschrittene neuroendokrine Tumore des gastroenteropankreatischen Systems und der Lunge sind
verschiedene systemische Therapieansitze zur Symptom- und Tumorkontrolle in der palliativen Situation
etabliert. Aufgrund des zunehmenden Verstindnisses der molekularen Mechanismen der Tumorbiologie
[Scarpa A. et al, Erratum in: Nature. 2017; Aristizabal Prada ET. & Auernhammer CJ. et al, Endocr Connect.
2018; Auernhammer CJ. et al; Lancet Diabetes Endoctinol. 2017] ist man heutzutage bemiiht, neue molekular
zielgerichtete Therapieoptionen zu entwickeln.

Begriindet durch Weinstein IB, beinhaltet die ,,onkogene Addiktionstheorie®, dass Tumorzellen zum Uber-
leben auf onkogene Signalwege angewiesen sind. Hiufig reagieren sie auf die Inhibierung von Schlisselposi-
tionen dieser Signalwege sehr empfindlich [Weinstein IB. et al, Cancer Res 2008]. Aufgrund dieser Theorie,
ist die derartige, selektive Blockade onkogener Signalwege sinnvoll. Die HGF-c-Met-Signal-Achse ist ein ty-
pisches Beispiel fiir einen Uberlebenssignalweg, der mit der Tumorbiologie vieler Neoplasien in Verbindung
gebracht wird. So wurden sogenannte ,,small-molecule“-Inhibitoren entwickelt, um die konstitutiv aktivierten
Signalwege, molekular zielgerichtet zu blockieren.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden ob die alleinige c-Met Inhibition, einen ausreichenden Effekt auf
das Zellwachstum und die Migration von neuroendokrinen Tumoren in vitro hat, sowie herauszufinden wel-
che Rolle die HGF/c-Met Achse in NET spielt. Deshalb wurden die Effekte der Multityrosinkinase Inhibi-
toren Cabozantinib und Tivantinib, im Vergleich zu dem hoch spezifischen c-Met Inhibitor INC280, an
humanen neuroendokrinen Tumorzellen in vitro untersucht.

Die untersuchten Zelllinien Bon1, NCI-H727 und GOT1 wiesen unter neutralen Bedingungen eine c-Met
Expression auf (Abbildung 5A). Aufgrund der Verwendung von thHGF, konnte eine Stimulation von phos-
pho-c-Met gezeigt werden und somit die Funktionalitit des c-Met in den Zellen bewiesen werden (Abbildung
5A). Die Phosphorylierung von c-Met sowie die Stimulation der Signalwege von Akt und ERK durch thHGF,
konnte durch den Einsatz von INC280 aufgehoben werden (Abbildung 5A).

Die Expression von c-Met in neuroendokrinen Tumoren kénnte sich als geeignetes Ziel fiir die Therapie
herausstellen [De Dosso S. et al, Cancer Metastasis Rev. 2013; Modali SD. et al, Mol Endoctrinol 2015]. In
der Arbeit von Hansel DE. et al, wurden bei 39 pankreatischen neuroendokrinen Neoplasien eine Proteinex-
pressionsanalyse durchgefithrt [Hansel DE. et al, Clin Cancer Res 2004]. So konnte in 17 % der lokalisierten
und in 33 — 56 % der metastasierten NET eine Uberexpression von c-Met gezeigt werden [Hansel DE. et al,
Clin Cancer Res 2004]. In den Microarray-Analysen von Bonl Zellen wurden 2503 Gene untersucht unter
denen 101 HGF empfingliche Gene festgestellt wurden, die mutmalliche onkologische Funktionen wie Zell-
proliferation, Apoptosis oder Zelladhision férdern [Hofsli E. et al, Br ] Cancer 2005]. In einer weiteren Arbeit
wurde bei 10 untersuchten Gastrinomen, die Expression des c-Met-Rezeptors in 90 % der Fille festgestellt.
Eine gleichzeitig durchgefiihrte PCR an 38 Gastrinomen konnte bei 14 % eine Uberexprimirung der c-Met,
im Vergleich zu gesundem Pankreasgewebe, festgestellt werden. Die Uberexprimirung der c-Met steht in
Korrelation mit einer schlechten Prognose bei Gastrinomen [Peghini PL. et al, Clin Cancer Res 2002]. Eine
ausgeprigte Immunfirbung auf c-Met wurde zu 100 % bei 17 NET des Ileums und zu 32 % bei nicht aus
dem Ileum stammenden Tumoren gesehen [Azzoni C. et al, Virchows Arch 2011]. Eine hohe c-Met Expres-
sion wurde in bronchopulmonalen Neuroendokrinen Neoplasien des typischen Karzinoid-Typs zu 66 %
gefunden. Beim atypischen Karzinoid-Typ waren es 67 %, beim SCLC 50 % und beim LCNEC 55 %. Ein
erhéhter Level an phospho-c-Met wurde bei den typischen Karzinoiden (50 %), atypischen Karzinoiden (67
%), SCLC (68 %) und LCNEC (36 %) beobachtet [Song ]. et al, Arch Pathol Lab Med. 2010]. Mutationen
von c-Met sind bei den bronchopulmonalen Neoplasien eher selten und mit 6,5 % bei SCLC und 8,3 % bei
den NET beschrieben. Diese Mutationen sind fiir den vorhandenen Phosporylisationsstatus von c-Met nicht
relevant [Voortman J. et al, Curr Pharm Des 2013]. Die HGF Serumspiegel von Patienten mit Bronchopul-
monalen Tumoren waren signifikant hoher als unter natiirlichen Bedingungen [Telega A. et al, Endokrynol
Pol 2012].
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Unsere Daten konnten zeigen, dass INC280, Cabozantinib und Tivantinib die Phosphorylierung von c-Met
unterdriicken kénnen. Bei dquimolaren Konzentrationen, ist INC280 der potenteste c-Met Inhibitor, vergli-
chen mit den beiden anderen multi-TKIs (Abblidung 8). Ahnlich zu unseren Daten, wurde auch in der epithe-
lialen Sacroma Zelllinie eine Inhibition der Phosphortylierung von c-Met mit 1 nmol/L fur INC280 beschrie-
ben [Imura Y. et al, Mol Cancer 2014].

Diese Ergebnisse hinsichtlich der unterschiedlichen Effektivitit der untersuchten Substanzen spiegeln sich
auch in der Literatur wieder. In der Literatur, zeigt INC280 eine 10-fach hohere Effektivitit, verglichen mit
Cabozantinib, und eine 100 bis 1000-fache héhere Effektivitit, verglichen mit Tivantinib, bei der Inhibition
der c-Met Phosphotylierung in vitro. So ist fur INC280 in einem Kinase-Assay eine IC50 von 0.13 nmol/L
gegeniiber c-Met beschrieben worden und fiir die Phosphorylierung der c-Met in den Zellen eine IC50 von
0.3-1.1 nmol/L (in vitro) beschrieben wotrden [Liu X. et al, Clin Cancer Ther. 2011]. Cabozantinib wurde mit
einer IC50 von 1.3 nmol/L, in einem Kinase-Assay beschrieben [Yakes FM. et al, Mol Cancer Ther 2011].
Im Kinase-Assay von Tivantinib konnte die Ki (kalkulatorische inhibitorische Konstante) von 355 nmol/L
beschrieben und eine IC50 det c-Met Phosphotylierung in den Zellen (in vitro) von 100 bis 300 nmol/1
gezeigt werden [Munshi N. et al, Mol Cancer Ther 2010].

Ein Einfluss auf die untersuchten Parameter Zellviabilitit, -proliferation und Zellmigration / Zellzyklus
konnte jeweils nur unter der Inkubation mit Cabozantinib und Tivantinib gezeigt werden (Abbildungen 6A-
C, 10 A-D und 12A-D), jedoch nicht unter dem hoch spezifischen c-Met Inhibitor INC280. Somit legen
unsere in vitro Daten nahe, dass die alleinige c-Met Inhibition keinen ausreichenden antitumoralen oder mig-
rationshemmenden Effekt in NET austibt. Im Gegensatz dazu zeigten die verwendeten Multityrosinkinase-
Inhibitoren Cabozantinib und Tivantinib vielversprechende Effekte auf die Proliferation und Migration in
den Tumorzellen. Héchstwahrscheinlich werden jedoch diese Effekte tiber ,,off-target” Effekte vermittelt
und nicht tber die c-Met Inhibition.

Im neuroendokrinen, pankreatischen Rip-Tag2 Maus Model konnte Cabozantinib, im Vergleich zu Substan-
zen die alleine gegen VEGF gerichtet sind, einen Uberlegenen Effekt auf die Angiogenese, Invasivitit und
Metastasenhemmung in den Tumorzellen zeigen [You WK. Et al, Cancer Res 2011; Sennino B et al, Cancer
Discov 2012]. Weitere Untersuchungen im Rip-Tag2 Mausmodell zeigten zusitzliche antitumorale Effekte,
die auf die Kombination von Anti-VEGF Antikérpern oder Sunitinib mit dem c-Met Inhibitor PF-04217903
zuriickzufthren sind. Der antitumorale Einfluss von Cabozantinib in diesem Mausmodell wird Aufgrund der
simultanen Inhibition von VEGF und c-Met beschrieben [You WK. Et al, Cancer Res 2011; Sennino B et al,
Cancer Discov 2012]. Diese Studien konnten jedoch nicht die Effektivitdt der c-Met Inhibition der Multity-
rosinkinase Cabozantinib als antitumoralen Effekt beweisen. Unsere Daten legen nahe, dass die alleinige c-
Met Inhibition nicht ausreicht um einen antitumoralen oder migrationshemmenden Effekt in unstimulierten
neuroendokrinen Tumorzellen zu erreichen.

Dennoch ist eine c-Met Inhibition in NET mit kompensatorischer Hochregulation der phospho-c-Met ein
spezifisches Target fiir eine antitumorale Therapie [Sennino B et al, Cancer Discov 2012]. INC280 konnte in
pankreatischen Krebszellen das durch HGF induzierte Zellwachstum und die Migration inhibieren, wihrend
es keinen Einfluss auf diese Parameter hatte, wenn die Zellen nicht durch HGF stimuliert waren [Brandes F.
et al, BMC Cancer 2015]. Einen G1-Arrest konnte Cabozantinib in den phospho-c-Met tiberexprimierenden
MHCCI97L und MHCC97H Zellen induzieren (IC 50 Level fiir die Inhibition des Zellwachstums 9-
13nmol/L), wihrend ein G2-Arrest (IC50 Level fur die Inhibition des Zellwachstums 4300-5000 nmol/L) in
den Zelllinien ohne phospho-c-Met Uberexpression (HepG2 und SK-HEP1) beobachtet wurde [Xiang Q. et
al, BMC Cancer 2015]. Somit zeigen diese Ergebnisse, unterschiedliche c-Met abhingige, als auch c-Met un-
abhingige Finflisse von Cabozantinib auf den Zellzyklus von Tumorzellen.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen in neuroendokrinen Zelllinien, wurde Tivantinib in der Literatur,
ein antitumoraler Effekt zugeschrieben, der jedoch nicht auf die c-Met Inhibition zurtickzufithren ist, sondern
als ,,off target® beschrieben wird [Calles A. et al, Mol Oncol. 2013; Zhou Y et al, Mol Cancer Ther. 2014;
Katayama R. et al, Cancer Res 2013, Basilico C. et al, Clin Cancer Res 2013]. Die in Schilddriisenkarzinom-
zellen, durch den Einsatz von spezifischer siRNA erreichte Suppression der c-Met Expression hatte keinen
Einfluss auf den Zellzyklus oder die Apoptose der Zellen. Auch zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
dem Ausmal der c-Met Inhibition von Crizotinib und Tivantinib und der antitumoralen Wirksamkeit in den
untersuchten Schilddrisenkarzinomzellen [Zhou Y et al, Mol Cancer Ther. 2014]. Fur Tivantinib konnte in
verschiedenen Tumorarten gezeigt werden, dass es in dhnlicher Weise sowohl c-Met abhingige als auch c-
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Met unabhingige Zellen inhibieren kann [Katayama R. et al, Cancer Res 2013, Basilico c. et al, Clin Cancer
Res 2013]. Bei Tivantinib deuten cher alternative Mechanismen, wie die Hemmung von GSK3« und GSK3p
oder Inhibition der Ausbildung von Mikrotubuli, auf den antitumoralen Effekt hin [Katayama R. et al, Cancer
Res 2013, Basilico c. et al, Clin Cancer Res 2013; Munshi N. et al, Mol Cancer Ther 2010; Imura Y. et al, Mol
Cancer 2014]. Im Gegensatz zu anderen c-Met Inhibitoren wie Crizotinib und PHA-665752 die einen G1-
Arrest vermitteln [Katayama R. et al, Cancer Res 2013], verursacht Tivantinib einen G2-Arrest in den Zellen
[Calles A. et al, Mol Oncol. 2013; Zhou Y et al, Mol Cancer Ther. 2014; Basilico c. et al, Clin Cancer Res
2013].

In der hier vorgelegten Arbeit konnten spite Effekte in den neuroendokrinen Tumorzelllinien fir die Inhi-
bition der Expression der Proteine pEGFR, pAktS473, p4AEBP1S65 und Cyclin D1 (Abbildung 9A-B und
11A-B) beobachtet werden. Zudem fiihrte die Behandlung der beiden Zelllinien mit Cabozantinib zu einer
Phosphotylierung von pGSK3 S21/9 nach 72 Stunden (Abbildung 9A-B). Eher gering wird der Proliferati-
onsmarker PCNA unter Cabozantinib und Tivantinib unterdriickt, jedoch vermitteln beide Substanzen einen
erheblichen G2 Zellzyklus Arrest in den untersuchten Zelllinien (Abbildung 10A-D und 11 A-B). So zeigen
diese Ergebnisse, dass beide RTKSs die Tumorzellviabilitidt hauptsichlich tiber die Unterdriickung der Prolife-
ration der Zellen reduzieren. Dieser Effekt scheint tiber die Inhibition von pAkt und seinem nachgeordneten
Signalweg und durch Phosphorylierung und der damit verbundenen Inhibition von GSK3 vermittelt. In der
Literatur wird die Inhibition des Signalweges tiber Akt und MAPK in verschiedenen Tumorarten als antitu-
morale Wirksambkeit fiir c-Met Inhibitoren beschrieben [Blumenschein GR Jr. Et al, ] Clin Oncol 2012; Parikh
RA. et al, Cancer Targets Ther 2014; Xiang Q. et al, Clin Cancer Res 2014]. Der Akt/mTOR Signalweg ist
ein bewihrtes Target zur Behandlung von Neuroendokrinen Tumoren [Zitzmann K. et al, Endocr Relat
Cancer 2012; Zitzmann K. et al, Cancer Lett 2012].

In der hier vorgelegten Arbeit konnte in Bonl und NCI-H727 Zellen ein G2 Zellzyklus Arrest unter Cabo-
zantinib und Tivantinib gezeigt werden (Abbildung 10A-D). Dieser Effekt wurde auch in anderen Tumorar-
ten in vitro fir die beiden Substanzen beschrieben [Calles A. et al, Mol Oncol. 2013; Zhou Y et al, Mol Cancer
Ther. 2014; Katayama R. et al, Cancer Res 2013, Basilico c. et al, Clin Cancer Res 2013, Yakes FM. et al, Mol
Cancer Ther 2011]. Die Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung des G2 Zellzyklus Check-
point Regulators Chkl, fithrt ausschlieBlich zur Phosphorylierung und Inaktivierung der Phosphatase
CDC25. Dutch die Inaktivierung der CDC25 wird die Dephosphorylierung von CDK1 im CyclinB / CDK1
komplex verhindert, und somit wird final die Einleitung der Mitose inhibiert [Thompson R. et al, Br ] Clin
Pharmacol 2013]. Die beiden Zelllinien Bonl und NCI-H727 zeigten unterschiedliche Effekte durch die
Behandlung mit Cabozantinib und Tivantinib auf Chk1, welche auf Zelltypus-spezifische Mechanismen zu-
rickzufithren waren (Abbildung 11 A-B). Deshalb sind weitere Studien nétig um den Mechanismus des G2-
Arrests durch Cabozantinib und Tivantinib in neuroendokrinen Tumorzellen zu verstehen.

Die hier vorgelegte Studie konnte eindeutig zeigen, dass in NET die reine c-Met Inhibition nicht ausreicht,
um antiproliferative und migrationshemmende Eigenschaften in vitro auszuiiben. Die untersuchten Tumot-
zelllinien zeigten keine Abhingigkeiten von c-Met fiir Zellwachstum, -iiberleben und -migration. Aufgrund
dieser in vitro Daten, scheint eine Monotherapie mit hoch spezifischen c-Met Inhibitoren in Neuroendokri-
nen Tumorzellen kein vielversprechendes Target zu sein. Jedoch konnten ausgeprigte Effekte auf die Zell-
proliferation und die Zellmigration durch die verwendeten TKIs Cabozantinib und Tivantinib beobachtet
werden. So zeigen die hier vorgelegten in vitro Daten, dass Cabozantinib und Tivantinib ihre Wirkungen
ausschlieBlich iiber ,,off-target™ Effekte, neben der c-Met Inhibition, ausiiben. Diese Ergebnisse kénnen fiir
die zukinftige Auswahl von Multi-TKIs fiir die Behandlung von NET gro3e Bedeutung haben.

Die alleinige c-Met Inhibition ist nicht ausreichend um einen antitumoralen Effekt in unstimulierten NET zu
vermitteln. Synergistische Effekte der c-Met Inhibition mit anderen gleichzeitig inhibierten Signalkaskaden
kénnen durch unsere Daten nicht ausgeschlossen werden. Wie oben beschrieben, kann die Inhibition von c-
Met einen antitumoralen und migrationshemmenden Effekt in Zellarten mit kompensatorischer phospho-c-
Met Hochregulation ausiiben [Aoyama A. et al, Mol Cancer Ther. 2014; Sennino B. et al, Cancer Discov
2012]. Resistenzen gegen die EGFR Inhibition oder gegen die Anti-VEGF-Therapie konnten in verschiede-
nen Tumorarten durch die kompensatorische Hochregulation der phosphorylierten c-Met gezeigt werden. In
der Literatur wird die c-Met Inhibition in Kombination als potentielles Target bei vielen verschiedenen Tu-
morarten beschrieben, um die iber c-Met vermittelte Resistenz gegeniiber Anti-EGFR [Remsing Rix LL. et
al, ACS chem Biol 2014; Bardelli A. et al, Cancer Discov 2013; Castoldi R. et al, Oncogene 2013; Jun HJ. et
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al, Stem Cells 2014; Karamouzis MV. et al, Lancet Oncol 2009; Luraghi P. et al, Cancer Res 2014; Xu H. et
al, Clin Cancer Res 2011] und Anti-VEGF [M Carty JH. et al, Clin Cancer Res 2013; Jahangiri A. et al, Clin
Cancer Res 2013; Shojaei F. et al, Cancer Res 2010; Shojaei F. et al, Cancer Lett 2012] Therapien zu iiberwin-
den. Dieser Mechanismus wurde auch bei Neuroendokrinen Tumoren in der Literatur diskutiert [Oberg K.
et al Clin Cancer Res 2013; De Dosso S. et al, Cancer Metastasis Rev 2013; You WK. et al, Cancer Res. 2011;
Sennino B. et al, Cancer Res 2013; Sennino B. et al, Cancer Discov 2012]. Weitere Kombination mit dem
hoch spezifischen c-Met Inhibitor INC280 sind in weiterfiihrenden Studien an neuroendokrinen Xenograft-
modellen nétig um diese Frage zu beantworten. Der Multityrosinkinase Inhibitor Cabozantinib zeigte in der
hier vorgelegten Arbeit signifikante antitumorale Effekte auf neuroendokrine Tumorzellen in vitro. Cabo-
zantinib zeigte mittlerweile auch in einer aktuellen Phase 2 Studie (NCT014660306) vielversprechende Effekte
bei Patienten mit progredienten Carcinoiden oder neuroendokrinen Tumoren des Pankreas mit einem Pro-
gression Free Survival von jeweils 31,4 Monaten und 21,8 Monaten (Chan JA et al. Phase 11 trial of Cabozan-
tinib in patients with carcinoid and pancreatic neuroendocrine tumors pNET. Journal of Clinical Oncology
35, no. 4_suppl (February 1 2017) 228-228. DOL: 10.1200/JCO.2017.35.4_suppl. 228). Eine klinische Phase
3 Studie mit Cabozantinib bei Patienten mit neuroendokrinen Tumoren folgt INCT03375320).

4.2 Teilll
Wiederherstellung der wildtyp-p53 Funktion in GEP-NET-Zellen durch MDM2 -Inhibition

Duzch die Regelung des Zellzyklus und der Apoptose spielt der Tumorsuppressor p53 eine Schliisselrolle in
der Tumorkontrolle.

Ein Funktionsverlust des Tumorsuppressors p53 wurde bei vielen Tumorarten beobachtet. Dieser Funkti-
onsverlust wird hiufig durch eine inaktivierende Mutation des TP53 Gens oder durch einen gesteigerten
Abbau des Proteins p53 erreicht. Durch eine natiirliche Feedbackschleife wird p53 durch die E3 Ubiquitin
Ligase ,,murine double minute 2 (MDM?2) an einer iibermiBigen Expression gehindert. MDM2 bindet an
P53 und fithrt so zu einem Ubiquitin-abhingigen Proteinabbau des entstandenen MDM2-p53 Proteinkom-
plex [Brown CJ et al, Trends Pharmacol Sci 2011]. Inhibition von MDM2 durch kleine Molekiile und die
daraus resultierende Reaktivierung von p53 ist somit eine vielversprechende neue Therapiestrategie in der
Onkologie [Brown CJ et al, Trends Pharmacol Sci 2011; Li Q & Lozano G et al, Clin Cancer Res 2013; Zak
K et al, Expert Opin Ther Pat 2013; Burgess A. et al, Front Oncol 2016]. Tabelle 12 zeigt verschiedene
MDM2-Inhibitoren die sich in klinischen Phase-1-Studien befinden - unter anderem der in der vorliegenden
Arbeit verwendete Inhibitor NVP-CGMO097 [Brown CJ et al, Trends Pharmacol Sci 2011; Li Q & Lozano G
et al, Clin Cancer Res 2013; Zak K et al, Expert Opin Ther Pat 2013; Burgess A. et al, Front Oncol 2016,
Jeay S. et al, Elife 2015].

Substanz Clinical trial number Firma
https://clinicaltrials.gov/
AMG 232 NCT02016729, NCT01723020, NCT02110355 Amgen
NVP-CGM097 |NCT01760525 Novartis
HDM201 NCT02143635, NCT02343172 Novartis
RO5045337 NCT01605526, NCT01143740, NCT01164033, Hoffmann-La Roche
NCT01677780, NCT00559533, NCT01635296,
NCT00623870
RO5503781 NCT01773408, NCT01462175 Hoffmann-La Roche
RO6839921 NCT02098967 Hoffmann-La Roche
SAR405838 NCT01636479, NCT01985191 Sanofi
DS-3032b NCT02579824, NCT01877382, NCT02319369 Daiichi Sankyo Inc.
MK-8242 NCT01463696, NCT01451437 Merck Sharp & Dohme Corp.

Tabelle 12 - MDM?2-Inbhibitoren in klinischen Studien

NVP-CGM097 (Nowvartis) ist einer der neuen MDM?2 Inhibitoren, die unter die Kategorie der ,,small
molecule Inhibitoren fallen, [Jeay S. et al, Elife 2015; Valat T. et al, Cancer Res 2014; Masuya K. et al, Cancer
Res 2014]. NVP-CGMO097 bindet mit einer Bindungsaffinitit von Ki 1.3 nM an das menschliches MDM?2
[Jeay S. et al, Elife 2015]. So untersuchte Jeay S et al, weiter in seiner Arbeit an n= 113 Zelllinien mit p53wildupe
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und an n= 243 Zelllinien mit p53muwton die IC50 der zwei MDM2-Inhibitoren NVP-CFC218 und NVP-
CGMO097. Fiir die empfindlichen p53¥idure Zelllinen wurde eine IC50 zwischen 1 und 4 uM beschrieben [Jeay
S. et al, Elife 2015].

In der hier vorgelegten Arbeit wurden die Effekte von NVP-CGMO097 auf humane neuroendokrinen Tumor-
zelllinien untersucht. Es wurden Tumorzelllinien mit intestinalen (GOT1), pankreatischen (Bon1) und bron-
chopulmonalen (NCI-H727) Ursprungs untersucht. Es konnte zum ersten Mal die antiproliferativen Eigen-
schaften von NVP-CGMO097 an p53vidyre GOT1 - Zellen in vitro gezeigt werden. Desweitern konnten addi-
tive Effekte mit 5-Fluoruracil, Temozolomid und Everolimus (RADO001) in diesem priklinischen Tumormo-
dell in vitro gezeigt werden. Dabei entsprach die IC 50 von NVP-CGMO097 fiir GOT1 — Zellen 1,84 uM nach
einer Inkubation fiir 144 Stunden. Somit sind die GOT1 — Zellen die bei unseren Versuchen verwendet
wurden, empfindlich gegentiber einer Behandlung mit NVP-CGMO097.

Im Gegensatz hierzu hatte NVP-CGMO097 in Zellen mit mutiertem TP53 Gen (p53mutation Bonl Zellen und
p53mumtion NCI-H727 Zellen) keinen antiproliferativen Effekt.

In der Arbeit von Briest & Grabowski [Briest & Grabowski et al, Cancer Treatment Reviews 2015] wurde
das Ansprechen einer neuroendokrinen Tumorzelllinie (KRJ-1) mit nicht mutiertem TP53 Gen auf den
MDM2 Inhibitor Nutlin-3 besprochen. Sie kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass nur Tumorzellen mit
p53vidype quf eine MDM?2 Inhibition ansprechen. So zeigen sich die beiden neuroendokrinen Zelllinen GOT1
und KRJ-1 als gute Modelle fiir weiterfihrende Experimente mit MDM2 Inhibitoren.

Das Vorhandensein eines funktionsfihigen p53 widspe in Tumorzellen ist essentiell fiir ihr jeweiliges Anspre-
chen auf eine Behandlung mit MDM?2 Inhibitoren und die dadurch vermittelte Hochregulation der Expres-
sion eines funktionsfihigen Tumorsuppressorproteins p53 in der Tumorzelle. Dies wurde in mehreren Ar-
beiten an zahlreichen Tumorzelllinien beschrieben [Saiki AY et al, Oncotarget 2015; Canon J et al, Molecular
Cancer Therapeutics 2015]. Unsere eigenen Daten zu p53vildyre GOT1 — Zellen, sowie die Daten von Briest
& Grabowski [Briest & Grabowski et al, Cancer Treatment Reviews 2015] zu den p53vildsre KRJ-1-Zellen,
konnten entsprechend die Wichtigkeit von funktionsfahigen p53 in NET fur die Behandlung mit MDM?2
Inhibitoren zeigen. In unserem verwendeten in vitro Model, zeigten nur die GOT1 Zellen einen p53wildspe
Status. Die Sequenzierung ergab weiter, dass die Bonl Zellen eine ,,stopgain® Mutation p.R342Stop; c.1024
C>T im Exon 10 des TP53 Gen erwarben (Tabelle 13). Laut IARC-TP53-Datenbank ist diese Mutation in
92 verschiedenen Tumorarten und in 13 Fillen als Keimbahn Mutation zu finden [International Agency for
Research on Cancer, IARC TP53 Database, http://p53.iarc.ft]. Dieses Ergebnis wurde in einer Publikation
von Vandamme T et al. die das gesamte Genom der pankreatischen neuroendokrinen Bonl und der QGP-1
Zelllinien jeweils sequenzierten bestitigt [Vandamme T et al, j Mol Endocrinol 2015]. Aufgrund der
,»stopgain® Mutation p.R342Stop; ¢.1024 C>T im Exon 10 des TP53 Gen (Tabelle 13) weisen die Bonl-
Zellen héchstwahrscheinlich ein gekiirztes 50kD p53 Protein auf (Abbildung 14), da in der Literatur einige
verschiedene Varianten von verkiirzten P53 bekannt sind [Engelmann D. et al, Sci Signal 2014; Surget S. et
al, Onco Targets Ther 2014].

Eine Einfiigung im Exon 5 des TP53 Gen (ins. P 162 Tyr-Lys-Gln (TAC AAG CAG)) zeigten die untersuch-
ten NCI-H727 Zellen (Tabelle13). Dies fihrt zu einem Einschub von 3 Aminosiuren in der Ablesefrequenz
des TP53 Gen. Auch diese Mutation ist in der IRAC-TP53-Datenbank zu finden [International Agency for
Research on Cancer, IARC TP53 Database, http://p53.iatc.fr; ATCC-identification number CRL-5815].

TP53 GOT1 Bon1l NCI-H727

Exon 5 ohne Befund | ohne Befund ins p.162 Tyr-Lys-GIn (TACAAGCAG) het.
Exon 6 ohne Befund | ohne Befund ohne Befund

Exon 7 ohne Befund | ohne Befund ohne Befund

Exon 8 ohne Befund | ohne Befund ohne Befund

Exon 9 ohne Befund | ohne Befund ohne Befund

Exon 10 | ohne Befund | p.R342Stop; c.1024 C>T | ohne Befund

Tabelle 13 - Festgestellte Mutationen in den drei untersuchten Zelllinien. Adaptiert nach Frau Prof. Dr. Stefanie Habner /| Frau
Dr. rer. nat. Sabine Herterich, Universitiitsklinikum Wiirzburg.
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So zeigte sich, dass nur die GOT1 - Zellen ein geeignetes Modell mit p53widtre zur Untersuchung der Effekte
des MDM2 Inhibitor NVP-CGMO097 alleine oder in Kombination mit anderen zytotoxischen Substanzen
(Abbildungen 17A-C und 18A) darstellt. Bei Zellen die eine Mutation im TP53 Gen aufwiesen (Bonl und
NCI-H727), wird inaktives p53muaton produziert, aufgrund dessen kénnen keine antitumoralen Effekte durch
NVP-CGMO097 induziert werden (Abbildung 17A-C und 18B-C). Somit iitbt NVP-CGMO097 seinen antitu-
morale Effekt durch seinen spezifischen Einfluss auf den MDM2-p53vildupe-IKKomplex aus.

NET des Diinndarms und des Pankreas zeichnen sich durch eine relativ niedrige Rate (<5%) an somatischen
TP53 Gen Mutationen aus [Banck MS. et al, ] Clin Invest 2013; Jiao Y. et al, Science 2011]. Jedoch beherber-
gen sie oft einen ,,copy number gain“ der endogenen p53 Inhibitoren MDM2 in 20%, MDM4 in 30% oder
von ,,wild-type p53-induzierte Phosphatase 1 (WIP1) in 51% der Fille [Hu W et al, Genes Cancer 2010]. In
neuroendokrinen Tumoren erscheint deshalb die Inhibition von MDM2 und der damit verbundene Anstieg
von p53vidype ein vielversprechender Angriffspunkt fiir Patienten mit GEP-NET zu sein [Briest & Grabowski
et al, Cancer Treatment Reviews 2015].

Western Blot Analysen der GOT1 Zellen, zeigten unter der Behandlung mit NVP-CGMO097 einen deutlichen
Anstieg der Proteine p53, PUMA und p21 und ein Abfall von phospho-Rb und E2F1 (Abbildung 15 und
19A). NVP-CGMO097 zeigte keinetlei Auswitkungen auf die Proteine pAkt / Akt,pmTOR / mTOR, p4EBP1
/ 4EBP1, pEtk1/2 / ERK1/2, pAMPK / AMPK, pCREB / CREB (Abbildung 22A und B). Somt ist N1/P-
CGMO97 ein hoch spezdfischer MDM2 Inbibitor und ninmt damit Einfluss anf die MDM?2 | p53 | PUMA / p21 / Rb
/ E2F1 Kaskade [Laine A et al, Clin Cancer Res 2014]. Die CDK-Komplexe CDK4/6-CyclinD und CDK2-
Cyclin E vermitteln die Phosphorylierung von Rb [Dick FA et al, Nat rev Mol Cell Biol 2013]. In ,,Double
knockout Experimenten in Menl +/-; Cdk4 -/- Miusen zeigte sich, dass CDK4 essentiell fiir die neuroen-
dokrine Tumorentwicklung ist [Gillam MP et al, Oncogene 2015]. In einer Studie von Tang LH. et al, wurde
gezeigt, dass die auf den Zellzyklus einflussnehmenden CDK4, Cyclin D1 und phospho-Rb, in neuroendo-
krinen Tumoren oft iberexprimiert sind [Tang LH et al, Clin Cancer Res 2012]. In einem 4hnlichen Ver-
suchsmodell mit den neuroendokrinen Tumorzellen QGP1, konnte unter Einsatz des CDK4/6 Inhibitors
PD 0332991 eine Inhibition des Tumorwachstums gezeigt werden [Tang LH et al, Clin Cancer Res 2012].
Die Inhibierung des Retinoblastom Proteins (Rb) in nenroendokrinen Tumoren durch die Inbibition von MDM2- oder
CDK4/ 6 - Inbibitoren spricht fiir eine vielversprechende Therapieoption.

Ein entscheidender Regulator fiir den MDM2-p53 Komplex spielt die ,,herpes virus associated ubiquitin
specific protease® (HAUSP). Sie ist ein natlirlicher Antagonist des MDM2 und kann so p53 vor seinem Abbau
schiitzen. Somit ist es HAUSP méglich p53 zu deubiquitieren und zu stabilisieren [Brooks CL et al, Oncogene
2007; Kon N et al, Oncogene 2010]. Ebenfalls wurde berichtet, dass der Proteingehalt an DAXX (death
domain-associated protein 6) durch MDM2 (Ubiquitinase) und HAUSP (Deubiquitinase) wechselseitig regu-
liert wird [Tang J et al, Biochem Biophys Res Commun 2010], wihrend DAXX seinerseits wiederum MDM?2
reguliert [Tang | et al, Nat Cell Biol 2006]. DAXX spielt eine wichtige Rolle in der Telomerase Regulation
und der Telomer-Verlingerung (DNA-Segment am Ende eines Chromosoms) [Heaphy CM et al, Science
2011; Tang M et al, J Cell Science 2015]. Mutationen im Gen von DAXX finden sich hiufig in neuroendo-
krinen Tumoren pankreatischen Ursprungs [Jiao Y et al, Science 2011]. Der Verlust von DAXX Protein ist
ein negativer Prognosemarker bei Patienten mit neuroendokrinen Tumoren [Marinoni I et al, Gastroentero-
logy 2014]. Deshalb untersuchten wir die direkten Auswirkungen von NVP-CGMO097 auf HAUSP und
DAXX. Jedoch hatte die Behandlung aller drei Zelllinien mit dem MDM2 Inhibitor NVP-CGMO097 keinen
Effekt auf die Expressionslevel von HAUSP und DAXX (Abbildung 15).

Synergistische Effekte von MDM2 Inhibitoren mit anderen Targets, wurden unter anderem in Kombination
mit Inhibitoren des PI3K/Akt/mTOR oder MEK/MAPK Wegs beschrieben [Saiki AY et al, Oncotarget
2014]. Mit der Kombination des MDM2 Inhibitors AMG 232 und den Zytostatika Cisplatin, Carboplatin,
Doxorubicin oder Irinotecan konnte in einer weiteren priklinischen Studie vielversprechende antitumorale
Effekte gezeigt werden. Diese Co-Inkubationen zeigten auf molekularer Ebene einen deutlichen synergisti-
schen Anstieg des Proteins p21 [Canon | et al, Molecular Cancer Therapeutics 2015].

In der hier vorgelegten Arbeit zeigte die Behandlung der p53vidsre GOT1 Zellen mit NVP-CGMO097 und 5-
Fluoruracil einen signifikant, erh6hten antitumoralen Effekt und einen erheblichen Einfluss auf die Zellvia-
bilitit (Abbildung 18A). Sun XX. et al berichtete, dass eine erhéhte p53 Expression aufgrund des Einflusses
von 5-Fluoruracil auf die MDM2-p53 Interkation zuriickzuftihren sei [Sun XX et al, Biol Chem. 2007]. Auf
Proteinebene konnte bei der Co-Stimulation von NVP-CGMO097 mit 5-Fluoruracil bet GOT1- Zellen additiv

61



eine Erhéhung der Proteine p53, PUMA und p21 und die Reduzierung von pRb und E2F-1 (Abbildung 19A)
gezeigt werden. Dieser additive Effekt, auf die Zellproliferation der GOTT1, ist auf den Einfluss auf die
MDM2-p53-p21-Rb-E2F1 Achse zuriickzufiihren.

Ebenfalls konnte bei den GOT1-Zellen ein Einfluss auf die Zellviabilitit, im Zusammenspiel von NVP-
CGMO097 und Temozolomid, beobachtet werden (Abbildung 18A). Der additive Effekt in unseren unter-
suchten GOT1 Zellen, kommt wahrscheinlich durch die additive Steigerung des p53vidsre zustande (Abbil-
dung 19A). Jedoch sind noch weitere Untersuchungen notwendig, um diesen Mechanismus zu erkliren. Ahn-
liche Effekte konnten in humanen Glioblastoma multiforme unter der Inkubation mit dem MDM2 Inhibitor
ISA27 und Temozolomid gezeigt werden [Costa B. et al, PloS ONE 2013].

In den Proliferationsassays konnte eine additive Wirkung der Kombination von NVP-CGMO097 und
Everolimus (RADO001) auf GOT1-Zellen gezeigt werden (Abbildung 18A). Der inhibierende Effekt von
NVP-CGMO097 und Everolimus (RAD001) kann nur teilweise iiber den gemeinsamen Einfluss auf die phos-
phoRb Expression erklirt werden (Abbildung 19A). Vor Kurzen wurde berichtet, dass Rapamycin in mensch-
lichen Brustkrebszellen die Rb Phosphorylierung absenkt [Chatterjee J. et al, Cancer Lett 2015]. Jedoch sollten
noch weiterfithrende Versuche unternommen werden, um diesen Mechanismus genauer aufzukliren. Im Ge-
gensatz zu unseren Daten, dass es keine Effekte von Everolimus (RADO001) auf die Proteine phosphoMDM?2,
MDM2, p53 oder p21 (Abbildung 19A) gibt, werden in der Literatur inhibitorische Effekte von Rapamycin
auf das Protein MDM2 beschrieben [DU W. et al, PloS ONE 2013; KaoC-L. et al, Cancer Lett. 2012]. Auch
die Inhibition der Isoformen Aktl und Akt3 fihrt zu einem Riickgang des pMDM?2 Level [Zitzmann K. et
al, Endocr Relat Cancer. 2012].

Die derzeitig etablierten systemischen Therapieansitze fiir die Behandlung von Neuroendokrinen Tumoren
beinhalten die Biotherapie mit Somatostatinanaloga, die Peptid Rezeptor Radiotherapie (PRRT), die Chemo-
therapie (5-FU; Streptozocin; Capecitabine; Temozolomid) und molekular zielgerichtete Therapien mit dem
mTORCI1 Inhibitor Everolimus und dem Multityrosinkinase-Inhibitor Sunitinib. Zahlreiche neue molekular
zielgerichtete Therapieansitze befinden sich derzeit in klinischer Evaluation in Phase 2 / 3 Studien bei neu-
roendokrinen Tumoren. Basierend auf unseren in vitro Ergebnissen sollten zukiinftige priklinische und kli-
nische Studien das Potential von MDM?2 Inhibitoren bei Patienten mit neuroendokrinen Tumoren weiter
untersuchen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnten am priklinischen in vitro Modell humaner neuroendokriner Tumorzell-
linien neue molekular zielgerichtete Therapie fiir neuroendokrineTumoren evaluiert werden.

Im ersten Teil der Arbeit konnte der Stellenwert der spezifischen c-Met Inhibition in neuroendokrinen Tu-
moren aufgezeigt werden. So zeigte sich 7 vitro, dass unter physiologischen Bedingungen eine alleinige spe-
zifische c-Met Inhibition mit dem hochspezifischen c-Met Inhibitor INC280 nicht ausreichend erscheint, um
einen antiproliferativen oder migrationshemmenden Effekt auszutiben. Jedoch zeigt der Multi-Tyrosinkinase-
Inhibitor Cabozantinib einen antiproliferativen und migrationshemmenden Effekt in neuroendokrinen Tu-
morzellen in vitro. Die Effektivitit von Cabozantinib in der Therapie von Patienten mit neuroendokrinen
Tumoren wurde aktuell bereits in einer Phase 2 Studie (NCT01466036) gezeigt und wird derzeit (Stand
05/2018) in einer Phase 3 Studie (NCT03375320) untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte zu der Regulation der Expression und Wirkweise des Tumorsuppressors
p53 neue Erkenntnisse gewonnen werden. So zeigte sich, dass die Einflisse des MDM?2 Inhibitors NVP-
CGMO097 auf die MDM2-p53-PUMA-p21-Rb-E2F1-Achse die Expression eines funktionsfihigen p53vidup
voraussetzen. Die Tatsache, dass — im Gegensatz zu vielen anderen Karzinomen mit hoher Mutationslast -
cine TP53 Mutation in neuroendokrinen Tumoren einen cher seltener Befund darstellt (1 bis 3 %) [Banck
MS. Et al, ] Clin Invest.2013; Jiao J. et al, Science 2011], belegt das enorme Potential dieser neuen Therapie-
moglichkeit in GEP-NET. Die MDM2 Inhibition und die damit verbundene Reexpression von p53widup
scheint eine vielversprechende neue Therapicoption bei NET zu sein und sollte in weiteren priklinischen
Studien und nachfolgend in klinischen Studien untersucht werden.
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EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGFR Epidermal growth factor receptor
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EMT Epithelial mesenchymal transition
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FACS Fluorescence aktivated cell sorting
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FCS Fetales Calfserum
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GEP Gastroenteropankreatisch

G-Phase Engl. ,,gap*“-Phase der Mitose
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HAUSP

Herpes virus associated ubiquitin specific protease

HGFR Hepatocyte growth factor receptor

5-HIES 5-Hydroxy-Indolessigsdure

1C50 Mittlere inhibitorische Konzentration

IGFR Insulin-like growth factor

Ki Dissoziationskonstante eines Inhibitors bei der Enzymkinetik
Mcl-1 Myeloid leukemia cell differentiation protein
MDCT Multidetektor-CT

MEK MAP/ERK Kinase

MEN1 Multiple Endokrine Neoplasie 1

MgSOy4 Magnesiumsulfat
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MRT Magnetresonanztomographie
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mTOR Mammalian target of rapamycin

NANETS North American Neuroendocrine Tumor Society
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NET Neuroendokrine Tumore
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PBS Phosphate buffert saline

PCR Polymrase chain reaction

PDGFR Platelet derived growth factor

PET Positronen Emission Tomographie

P70S6K P70 ribosomale Protein S6 Kinase

PIBK Phosphoinositol-(3) -Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5 Triphosphat

PRRT Peptid-Rezeptor-Radionuklid-Therapie

PTEN Phosphatase and tensin homolog deteted on chromosom ten
RAF Rapidly growing fibrosarcoma

RAS Rat sarcoma
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RFA Radiofrequenzablation

thHGF rekombinant hergestellter Hepatocyte growth factor
RNA Ribonucleine acid

RPMI Roswell park memorial institute

RTK Rezeptortyrosinkinasen
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RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR

SDS Sodium Dodecylsulfate polyacrylamide

SPECT Single Photon Emission Computed Tomographie
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SSA Somatostatinanaloga

SSR Somatostatinrezeptor
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VEGF Vascular endothelian growth factor
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Abbildung 10 - A-D: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen

wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib mit einer Konzentration 10000 nM fiir 24 Stunden
inkubiert. Da gestellt sind die G2, S, G1 und sub G1 Events der FACS-Analyse. Eine von drei
unabhangigen FACS-Analysen wird gezeigt. Mittelwerte und Standartabweichungen der drei
unabhangigen Versuche werden durch Abb. 10 B und 10 D gezeigt. Eine statistische Auswertung
mittels T-Test ergab signifikante Ergebnisse, diese wurden wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p <
0,015 ¥ 0 < 0,00 +.vrvoeeeeeeeeeeeseeeeeeeseeseeeeeeeeeteseeseeseeesseseeeeeeeseeeeeeeeeeeeesee et et et et e teseeeeeeeeeeeeeeereeeeenns 37

Abbildung 11 — A — B: Humane neuroendokrine Pankreas Bonl- und Bronchopulmonale NCI-H727-

Zellen wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib (10000nM) fiir 2, 24,48 und 72 Stunden
behandelt. Im Western Blot wurden die Expressionslevel von pMet Y1234/5, c-Met, Cyclin B1,
Cyclin D1, Cyclin D3, CDK4, CDK6, pChk1 S345, Chk1, PCNA, pRb S780, Rb, PARP und R-Actin als
“loading control” evaluiert und gezeigt. Einer von drei unabhangigen Blots wird dargestellt..... 39

Abbildung 12 — A-D: Humane neuroendokrine Pankreas Bon1(12A und B) - und Bronchopulmonale

NCI-H727(12C und D) -Zellen wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib (100nM und
10000nM) fiir 72 Stunden behandelt. Analysiert wurde die Spaltbreite nach 0 Stunden und 72
Stunden. Ein reprasentativer Versuch von drei unabhangigen Experimenten wird durch Abb. 12B
und 12 D gezeigt. Eine von drei unabhangigen Veruchen wird gezeigt. Mittelwerte und
Standartabweichungen der drei unabhangigen Versuche werden durch Abb. 12 A und 12 C gezeigt.
Eine statistische Auswertung mittels T-Test ergab signifikante Ergebnisse, diese wurden wie folgt
dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001, ....oooiiiiciiiieeeiee e e e e e e eree e e e 41

Abbildung 13 - Humane neuroendokrine Pankreas Bon1- und Bronchopulmonale NCI-H727-Zellen

wurden mit INC280, Cabozantinib und Tivantinib (10000nM) fiir 24 Stunden behandelt. Die
Expressionsmuster der EMT-Marker E-Cadherin, N-Cadherin, B-Cadherin, src, Twist, Vimentin, ZO-1
und B-Actin als “loading control” wurden im Western Blot ermittelt und gezeigt. Hierbei handelt es
sich um einen reprdsentativen Blot aus drei unabhangigen Versuchen..........ccccccevecieeiiciiee e, 42

Abbildung 14 - Western Blot Analyse der Basisproteine in Humanen Pankreatischen Bonl,

Bronchopulmonalen NCI-H727 und Dinndarm GOT1 NET. Leberkarzinomzellen HepG2 und Huh?7
wurden als Kontrolle verwendet. Die Expressionmuster von p53, MDM2, p21, Rb, E2F1, MGMT und
R-Actin als ,,loading control” werden in allen drei Tumorzelllinien dargestellt. Gezeigt wird ein
reprasentativer Blot aus drei voneinander unabhangigen Experimenten.......ccccccoecvveeevciiee e, 43

Abbildung 15 —: Western Blot Analyse der Expressionsmuster von pMDM2, MDM2, p53, p21, PUMA,
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E2F1, pRB, Rb, Cyclin B1, Cyclin D3, BclxL, Bid, DAXX, HAUSP, PCNA und R-Actin als “loading
control”, in p53%ldv*eGOT1 Zellen, p53™aton Bon1 und p53™mUttion NCI-H727 Zellen wihrend der
Inkubation mit NVP-CGMO097. Hierbei handelt es sich um einen reprasentativen Western Blot aus
drei UnabhangiZeN VEISUCHEN. .....cooeiiii e et e et e e eree e e e arae e e e eareeas 44



Abbildung 16 - A - C: A: Sequenzierungsanalyse der Mutationen des TP53 Gens. Bonl beherbergen
ein. p R342Stop; ¢.1024 C>T in Exon 10. B: NCI-H727 weisen eine heterozygote Insertion ins p. 162
Tyr-Lys-GIn (TAC AAG CAG) im Exon 5 auf. C: Dies flihrt zu einem Einschub von 3 Aminosauren im
W] e Ry =T e [T o 11 J G- o PO PRSP 45

Abbildung 17 - A - C: Zellviabilitdt-Assay der p53“9¥Pe GOT1-, p53™2tion Bon1- und p53mutaton NCI-H727
Zellen wahrend der Inkubation mit CGM097 (4 nM bis 2500 nM) fiir 48, 96 und 144 Stunden.
Gezeigt werden die Mittelwerte und die Standartabweichung von vier unabhangigen ermittelten
Versuchen. Signifikante Ergebnisse wurden durch die Anwendung eines T-Test ermittelt und wie
folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** P < 0,001....cccieiiiiiiieerieecree e ereeeeeeeereeeereeeeeeeens 47

Abbildung 18 - 18A-C: Zellviabilitit-Assay der p53idvre GOT1-, p53Mutation Bon1- und p53™mutation NCI-
H727 Zellen wahrend der Inkubation fiir 96 Stunden mit CGMQ097 alleine und in Kombination mit 5-
Fluorouracil, Temozolomid und Everolimus (RAD001). Gezeigt werden die Mittelwerte und
Standartabweichung von drei unabhangigen Experimenten. Signifikante Ereignisse gegen die
unbehandelte Kontrolle wurden durch statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie
folgt dargestellt: * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten
signifikante Ergebnisse im Vergleich Kontrolle zu CGM097. Dargestellt mit a < 0,05 und b < 0,01.
Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten signifikante Ergebnisse von 5-Fluorouracil,
Temozolomid und RADOO1 alleine, verglichen mit CGM097 + 5-Fluorouracil, Temozolomid und
RADOO1. Dargestellt mit # < 0,05 und ## < 0,01 .....oviiiiiiiiiiecceee e e e s aaee s 49

Abbildung 19 - A- B: A: Western Blot Analyse der Proteine pMDM2, MDM2, p53, p21, PUMA, E2F1,
pRb, Rb, Cyclin B1, Cyclin D3, Cyclin E, CDK2, CDK4, CDK6, PCNA und B-Actin als ,,loading control“ in
p53“ldre GOT1 Zellen. Sowohl durch den MDM2 Inhibitor alleine, als auch in Kombination mit 5-
Fluorouracil, Temozolomid und Everolimus (RAD0OO01). Hierbei handelt es sich um einen von drei
reprasentativen Western Blots. B: Zeigt das arithmetische Mittel und die Standartabweichung von
drei unabhangigen Versuchen. Signifikante Ereignisse gegen die unbehandelte Kontrolle wurden
durch statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie folgt dargestellt: * p <0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001. Statistische Analysen mit dem T-Test zeigten signifikante Ergebnisse im
Vergleich Kontrolle zu NVP-CGMOQ097. Dargestellt mit a < 0,05 und b < 0,01. Statistische Analysen
mit dem T-Test zeigten signifikante Ergebnisse von 5-Fluorouracil, Temozolomid und RAD001
alleine, verglichen mit NVP-CGMO097 + 5-Fluorouracil, Temozolomid und RADOO1. Dargestellt mit #
< 0,05 UNA HH K 0,01 .. ittt e eerrrrr e e e e e e eeeebbraeeeeeeeeesstabbaeeeeeseeasnbsbasaaeeeeesasnsrsrasaeaeenns 51
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Abbildung 20 - A-C: Caspase 3/7-Assay (A) und Zellzyklus Analyse durch FACS (B) in p53“#¥Pe GOT1-
Zellen wahrend der Inkubation mit NVP-CGMOQ97 fiir 72 h alleine und in Kombination mit 5-
Fluorouracil. Das arithmetische Mittel und die Standartabweichung von drei unabhangigen
Versuchen wurden bestimmt. Signifikante Ereignisse gegen die unbehandelte Kontrolle wurden
durch statistische Analyse mit Hilfe des T-Test ermittelt und wie folgt dargestellt: * p < 0,05; ** p <
0,01; Mittels Western-Blot wurden die Apoptosis abhingigen Proteine bestimmt (C). p53Widtre
GOT1-Zellen wurden fiir 48 h mit NVP-CGMO097 alleine und in Kombination mit 5-Fluorouracil
behandelt. Einer von drei unabhdngigen Versuchen wird gezeigt.........cccccevveiieeiviiieeinnciee e, 53

Abbildung 21 -: Western Blot Analyse der Proteine p53, p21, pRb, Rb, CDK1, Cyclin B1, Cyclin D3, pAkt,
Akt, pErk1/2, Erk1/2, Parp und R-Actin als ,loading control” in p53wildtype GOT1 Zellen. Behandelt
wurden die Zellen mit NVP-CGMO097 (500nM) alleine sowie mit Octreotid (1um; 10um) fur 48h und
72h. Hierbei handelt es sich um einen von drei reprasentativen Western Blots

Abbildung 22 - A - B: Western Blot Analyse der Proteine p53, p21, pMDM2, MDM2, pAMPK, AMPK,
pCREB, CREB, HSP90, pEGFR, EGFR, pAkt, Akt, pErk1/2, Erk1/2, pmTor, mTor, pS6, S6, pAEBP1,
4EBP1 und B-Actin als “loading control” wahrend der Inkubation mit CGMQ97 fir 2 und 24
Stunden. Jeweils einer von drei unabhangigen Versuchen wird gezeigt. .......ccccceeeeeieeevcvieeeennen. 55
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