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1. EINLEITUNG
1.1 Neuroendokrine Tumore

1.1.1 Definition

Neuroendokrine Tumore (NET) gehdren zu einer heterogenen Gruppe von seltenen
Tumoren. Sie sind spezifisch dadurch charakterisiert, dass sie sekretorische Vesikel
bilden, die sowohl fir endokrine Zellen als auch neuronale Synapsen charakteristisch
sind, daher die Bezeichnung ,neuroendokrin” (Kléppel G, Endoc Relat Cancer 2011).
Sie stammen vor allem aus dem gastroenteropankreatischen (GEP) oder aus dem
bronchopulmonalen System (Frilling A et al., Endocr Relat Cancer 2012).

1.1.2 Epidemiologie und Klassifikation

NET sind seltene Tumoren: die Inzidenz der GEP-NET betragt ca. 2,3-5/100000,
jedoch ist die Pravalenz mit 35/100000 deutlich héher, auf Grund der in der Regel
gunstigen Prognose und relativ hoher 5-dahres-Uberlebensraten (Yao JC et al., J Clin
Oncol 2008; Rindi G et al., d Natl Cancer Inst 2012; Jann H et al., Cancer 2011). Auch
die Inzidenz stieg in den letzten Jahrzehnten, vornehmlich auf Grund der Fortschritte
in der frihzeitigen Diagnosestellung durch verbesserte Bildgebungsmdglichkeiten,
moderne Endoskopie und fortgeschrittene histopathologische Techniken (Frilling A et
al., Endocr Relat Cancer 2012; Lawrence B et al., Endocrinol Metab Clin North Am
2011).

Far circa 100 Jahre hat man NET des Dinndarms als Karzinoide benannt, eine
Terminologie mit der Siegfried Oberndorfer zum ersten Mal im Jahre 1907 diese
Tumore beschrieben hatte (Kléppel G, Endocrine Pathol 2007), um sie von den
Adenokarzinomen zu unterscheiden. In den folgenden Jahrzehnten folgten mehrere
Klassifikationen, bis zur derzeit verwendeten Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation 2010 (World Health Organisation, WHO 2010) (Kléppel
G, Endocr Relat Cancer 2011).

Die histologische Begutachtung ist sehr wichtig flr die Diagnose und fur die
Klassifikation der neuroendokrinen Neoplasien (NEN) des GEP-Systems nach den
Kriterien des WHO 2010 (Tabelle 1). Es werden diesbezlglich neben der Hamatoxylin-
Eosin-Farbung zusatzlich Standardtechniken der Immunhistochemie insbesondere mit
Antikérpern gegen Synaptophysin und Chromogranin A (CgA) benutzt. Ein sehr
wichtiger klinischer Punkt ist auBerdem die Klassifikation in gut differenzierten NET und
in gering differenzierten neuroendokrinen Karzinome (NEC), sowie die Bestimmmung
des Gradings, welches durch die Bestimmung des Proliferationsverhaltens der Zellen
bestimmt wird. Es wird hier die Anzahl der Mitosen pro 10 High Power Fields (HPF)
gezahlt (mit Hematoxylin-Eosin-Farbung) und/oder der prozentuale Anteil der
Tumorzellen mit positivem Proliferationsindex anhand Immunhistochemie des
Proliferationsmarkers Ki-67 (monoklonaler Antikérper Mib-1) bestimmt. NEN dienen als
Uberbegriff und werden untergliedert in NET sowie NEC. Als Unterteilungskriterium
gelten der Differenzierungsgrad und das Grading, welches vom Pathologen aufgrund
der Mitoserate (Zellteilungsaktivitat) und des Proliferationsindex (Wachstumsaktivitat)
bestimmt wird. Initial von der European Neuroendocrine Tumor Society (ENETS)
vorgeschlagen (Rindi G et al., Virchows Archive 2006; Rindi G et al., Virchows Archive
2007), und in der WHO Kiassifikation 2010 (Kléppel G et al., Virchows Archive 2010,
Kléppel G et al., Pathologe 2010; Kléppel G et al., Endocrine-Related Cancer 2011)
unverandert Ubernommen, stellt das anhand des Proliferationsindex Ki-67 definierte
Grading der NEN einen sehr guten Prognosefaktor dar (Rindi G et al., J Natl Cancer
Inst2012; Jann H et al., Cancer 2011). Es werden niedrig-proliferative Neoplasien Grad
1 mit Ki-67 £2% (G1), von massig-proliferativen Neoplasien mit Ki-67 3-20 % (G2) und



von hochproliferativen Neoplasien mit Ki67 >20% (G3) (Tabelle 1) unterschieden. Die
Neoplasien Grad 1 und 2 sind gut oder maBig differenzierte NET, wahrend die
Neoplasien Grad 3 meist schlecht differenziert sind und NEC entsprechen. Eine
Sonderform stellen NET G3 dar (Basturk O et al., Am J Surg Pathol 2015; Heetfeld M
et al., Endocrine-Related Cancer 2015).

Nicht nur das histologische Grading ist prognostisch wichtig (Rindi G et al., J Natl
Cancer Inst 2012; Jann H et al., Cancer 2011), sondern auch die Stadieneinteilung der
Neoplasien durch die TNM-Klassifikation (Rindi G et al., J Natl Cancer Inst 2012; Jann
H et al., Cancer 2011), welche die GréBe und Invasivitat des Primarumors (T), die
Anwesenheit von Lymphknotenmetatasen (N) und von Fernmetastasen (M)
bericksichtigt (Tabelle 1). Diese wurde fir NEN erstmalig von der ENETS 2006/2007
vorgeschlagen (Rindi G et al., Virchows Archive 2006; Rindi G et al., Virchows Archive
2007) und - mit Ausnahme von Modifikationen bei NET des Pankreas und NET der
Appendix - von der Union for International Cancer Control (UICC) 2009 und der WHO
2010 jeweils Gbernommen (Kléppel G et al., Virchows Arch 2010, Kléppel G et al.,
Pathologe 2010).

Bei den NET des bronchopulmonalen Systems werden typische und atypische
Karzinoide der Lunge von den grosszelligen NEC und den kleinzelligen NEC (SCLC)
der Lunge unterschieden (Caplin ME et al., Ann Oncol 2015; Filosso PL et al., J Thorac
Disease 2015). Die Karzinoide der Lunge sind seltene Tumoren mit teilweise ahnlichen
systemischen Therapieansatzen wie die GEP-NET.



WHO NET G1 NET G2 NET G3 NEC G3

Bezeichnung

Proliferation | <2 2-30 >20 >20
Mitosen/10HPF, | Mitosen/10HPF, | Mitosen/10 Mitosen/10
Ki67 < 2% Ki67 3-20% HPF, HPF,

Ki67 > 20% Ki67 > 20%

Stadium T N M

0 Tis NO MO

| T1 NO MO

A T2 NO MO

11=] T3 NO MO

A T4 NO MO

B Jeder T N1 MO

\Y) Jeder T Jeder N M1

Tabelle 1: Klassifikation der gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Neoplasien
(GEP NEN) gemass WHO 2010. Insbesondere werden hier das Grading und die

Stadieneinteilung der GEP NEN geméss UICC 2009 und WHO 2010 dargestellt.

Legende:

HPF: High Power Field
Ki67: Proliferationsmarker (monoklonaler Antikérper Mib-1)

NET: Neuroendokrine Tumore

NEC: Neuroendocrine Karzinome

UICC: Union for International Cancer Control
WHO: World Health Organization

Tis, Tumor in situ/Dysplasie (<5mm); T1-T3, unterscheiden sich durch Lokalisation
des Primarius. T4, Tumor, der das Peritoneum oder die angrenzenden Organe betrifft

NO, keine metastasierte Lymphknoten; N1, lokoregionale Lymphknoten, vom Tumor
betroffen

MO, keine Fermetastasen; M1, Fermetastasen



1.1.3 Klinik

Die Diagnosestellung von NET erfolgt oft Gber Jahre verzdgert - die initialen Symptome
kénnen unspezifisch sein (Modlin IM et al., Gastroenterology 2005).

NEN kdénnen in ,funktionell aktive Tumoren® und in die haufigeren ,nicht funktionellen
Tumoren® unterschieden werden. Bei den ,funktionell aktiven Tumoren® besteht ein
klinisches Syndrom welches durch die Sekretion von spezifischen Hormonen bedingt
ist, z.B. Karzinoidsyndrom bei Serotoninexzess, Zollinger-Ellison Syndrom bei
Gastrinom, Whipple Trias bei Insulinom, Erythema necrolyticum migrans beim
Glucagonom, Verner-Morrison-Syndrom beim vasoactive intestinal peptide-om
(VIPom) (Fottner C, Weber MM. Internist 2012). Die Symptome der ,nicht funktionellen
Tumoren®, welche kein Hormon- oder Peptid-vermitteltes klinisches Syndrom
verursachen, sind dagegen in der Regel von der Tumormasse und lokal durch die
Tumoren verursachter Klinik abhangig. Somit entstehen Symptome wie abdominelle
Beschwerden oder Zeichen eines lleus haufig erst in einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium (Strosberg J et al., J Clin Oncol 2013).

1.1.4 Primariuslokalisation — Metastasierungshaufigkeit und Prognose

Die Metastasierungshaufigkeit bei Diagnosestellung unterscheidet sich in Abhangigkeit
von der Lokalisation des Primarius (Niederle MB et al., Endocrine Related Cancer
2010; Frilling A et al., Lancet Oncology 2014); wahrend NET der Appendix, des Magens
und des Rektums meist in lokalisierten Tumorstadien diagnostiziert werden, sind NET
des Pankreas und NET des lleums bei Diagnosestellung bereits in der Mehrzahl
metastasiert und weisen sogar in 40-45 % bereits Lebermetatasen auf (Niederle MB
et al., Endocrine Related Cancer 2010; Frilling A et al., Lancet Oncology 2014).

NET des Magens und des Rektums werden oft zuféllig wéhrend endoskopischer
Untersuchungen diagnostiziert; unter gewissen Voraussetzungen kénnen kleine auf
die Mukosa/Submukosa beschrankte G1 Tumoren des Magens Typ 1 und NET des
Rektums meist endoskopisch abgetragen werden (Scheribl H et al., World J
Gastrointest Endosc 2011, Delle Fave G et al., Neuroendocrinology 2012; Ramage J
et al., Neuroendocrinology 2016). NET des Appendix werden meist im Rahmen einer
Appendektomie (3-9/1000 Appendektomien) als Zufallsbefund diagnostiziert. Diese
Tumoren sind meist < 1 cm gross und an der Appendixspitze lokalisiert. In diesen
Fallen ist die stattgehabte Appendektomie ausreichend. Das Metastasierungsrisiko
steigt mit zunemender Grdsse des Primarius an und erfordert bei Tumoren mit einer
Grésse von 1 bis 2 cm bereits eine individualisierte Therapieplanung und bei NET der
Appendix > 2 cm in jedem Fall eine erweiterte Chirurgie im Sinne einer rechtsseitigen
Hemicolektomie (Pape UF et al., Neuroendocrinology 2016).

NET des Jejunum/lleum, des Colon und des Pankreas sind bereits bei
Diagnosestellung haufig metastasiert und weisen in 40-45% bereits Lebermetastasen
auf (Niederle MB et al., Endocr Relat Cancer 2010; Frilling A et al., Lancet Oncol 2014).
Das 5-Jahres-Uberleben von NET des Jejunum/lleum und NET des Pankreas im
Stadium IV betragt in verschiedenen Analysen zwischen 50,0 bis 84,8 % bzw. 27,0 bis
40,9 % (Yao JC et al., J Clin Oncol 2008; Modlin IM et al., Cancer 2003; Jann H et al.,
Cancer 2011). Das 5-Jahres-Uberleben von typischen Karzinoiden der Lunge und
atypischen Karznoiden der Lunge im Stadium IV betréagt in verschiedenen Analysen
nur zwischen 25,6 bis 27,0 % (Yao JC et al., J Clin Oncol 2008; Modlin IM et al, Cancer
2003).



1.1.5 Diagnostik

Tumormarker

Far die Verlaufskontrolle der NET spielt die Bestimmung von Tumormarkern im Blut
eine groBBe Rolle. Klinischer Standard ist die Bestimmung von CgA im Serum bei allen
NET. Der Serumspiegel von CgA korreliert mit der Tumormasse (Noélting S et al.,
Cancers 2012) und mit dem Ansprechen auf die Therapie (Arnold R et al., Clin
Gastroenterol Hepatol 2008). Neuere Multipanel Tests wie der aus 51 mRNA Markern
bestehende NETest® sind hinsichtlich ihres pradiktiven Werts den Monoanalyten wie
CgA deutlich tberlegen (Oberg K, Modlin IM et al., Lancet Oncology 2015) und sollten
in Zukunft im klinischen Alltag evaluiert werden.

Spezifische Hormone wie Insulin, C-Peptide, Pro-Insulin, Gastrin, VIP und Glucagon,
sowie das katabole Stoffwechselprodukt vom Serotonin 5-Hydroxyindolessigsaure (5-
HIES), werden indikationsbezogen bei V.a. einen funktionell aktiven NET* jeweils
eingesetzt (Fottner C & Weber MM, Internist 2012; Ramage IK et al., Gut 2012).

Bildgebende Verfahren

FUr die Lokalisation des Primarius und der eventuellen Metastasen sind bildgebende
Untersuchungen entscheidend. NET des Magens oder des Rektums kénnen gut mit
endoskopischen Verfahren untersucht werden. Mit der Gastroskopie kann man
Neoplasien bis zum Treitz-Band identifizieren. Mit der Koloskopie kann man NET des
Rektums, des Colons, sowie des terminalen lleums diagnostizieren. Fir die Diagnose
von NET des Dinndarms kénnen Kapselendoskopie und Doppelballon-Enteroskopie
im Einzelfall gelegentlich hilfreich sein. Die Endosonographie ist ein endoskopisches
Verfahren mit einer hohen Sensitivitdt fir die Diagnose und flr die praoperative
Beurteilung von NET des Magens, Duodenums, sowie des Pankreas und des
Rektums. Insbesondere kénnen submukosale L&sionen diagnostiziert werden und
wichtige Informationen fiir die Stadiation eruiert werden. Durch die Feinnadelbiopsie
kann man Tumorgewebe flr die histologische Begutachtung gewinnen. Vor allem ist
die Endosonographie mit Feinnadelbiopsie bei NET des Pankreas hilfreich, besonders
bei kleineren Herden. Die Sensitivitat betragt unter erfahrenen Endoskopikern 70-
100% (Rockall AG et al., Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2007).

Computertomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) sind bei der
Erstdiagnose und bei dem follow-up von NET sehr wichtig, vor allem um die
Ausdehnung der Tumormasse zu evaluieren und um Metastasen zu identifizieren
(Sahani DV et al., Radiol 2013).

NET exprimieren in etwa 90% Somatostatin-Rezeptoren, insbesondere Typ 2 und Typ
5, und kénnen somit, nach Injektion von radioaktiv markierten Somatostatinanaloga
(SSA), die sich an die von der Tumorzelle exprimierten Rezeptoren binden, detektiert
werden. Die Somatostatin-Rezeptor-basierte Bildgebung spielt bei den NET eine
herausragende Rolle. Die bisherige Somatostatin-Rezeptor-basierte Szintigraphie
(""'In-pentetreotide, OctreoScan®) wurde in den letzten Jahren durch die noch
sensitivere Positronen-Emissions-Tomographie (PET)/CT mit %Gallium-markierten
SSA abgelést (Treglia G et al., Endocrine 2012; Deppen SA et al., J Nucl Med 2016).
Die ®8Ga-Dotatate-PET-CT kann ungefdhr 30% mehr metastatische L&sionen im
Vergleich zum OctreoScan diagnostizieren (Buchmann | et al., Eur J Nucl Med Mol
Imaging 2007). Insbesondere kdénnen Ossdre Metastasen und bisher okkulte
Neoplasien, diagnostiziert werden (Prasad V et al., Eur J Nucl Med Mol Imaging 2014).



1.1.6. Therapie
Chirurgie

Eine radikale chirurgische Therapie ist die Therapie der Wahl bei primdren NET *
lokoregiondre Metastasen. Wenn Lebermetastasen vorhanden sind, kann eine
chirurgische Tumormassereduktion erwogen werden, wenn > 90% der Tumormasse
resektabel ist (Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016). Eine palliative Chirurgie wird
in bestimmten Fallen empfohlen: 1) Resektion des lebermetastasierten Primartumors,
wenn Symptome mit der Tumormasse korrelieren (besonders bei funktionell aktive
Tumoren) (Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016); 2) Resektion eines Primartumor
des Dinndarms, um einen Darmverschluss zu vermeiden; 3) wenn die Chirurgie
andere weitere Behandlungen erlaubt, zum Beispiel lokoregionale therapeutische
Behandlungen.

Systemische Therapie

Ziel der systemischen Therapie ist bei allen metastasierten NET die Tumorkontrolle
und bei ,funktionell aktiven NET* zusatzlich die Kontrolle der spezifischen Symptome
(Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016).

Die medikamentdse Therapie ist unterschiedlich bei NET und NEC. Bei NET des
Dinndarms kommen die SSA Octreotide (Rinke A et al. J Clin Oncol 2009) oder
Lanreotide (Caplin ME et al. NEJM 2014), Interferon-alpha, die Radiorezeptortherapie
mit ’Lutetium-DOTATATE und die molekular zielgerichtete Therapie mit Everolimus
(Pavel M et al., Lancet 2011; Yao JC et al., Lancet 2016) jeweils als systemische
Therapieoptionen in Frage (Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016). Bei NET des
Pankreas kommen das SSA Lanreotide (Caplin ME et al., NEJM 2014), Chemotherapie
mit Streptozotocin/5-FU oder Capecitabin/Temozolomid, molekular zielgerichtete
Therapie mit Everolimus (Yao JC et al., NEJM 2011) oder Sunitinib (Raymond E et al.,
NEJM 2011) und die Radiorezeptortherapie mit '"’Lutetium-DOTATATE als
systemische Therapieoptionen in Frage (Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016).

Wenig differenzierte NEC (G3) werden dagegen als Standard mit Chemotherapie mit
Cisplatin/Etoposid behandelt (Pavel M et al., Neuroendocrinology 2016).

Andere Therapiestrategien bei NET mit Lebermetastasen

In der letzten Zeit wurden auBerdem vermehrt Therapiestrategien in der Behandlung
von NET mit Lebermetastasen eingesetzt. Die Chirurgie bleibt die Therapie der Wahl
bei gut differenzierten NET mit Lebermetastasen, wenn die Ausdehnung des Tumors
in der Leber begrenzt ist. Nicht nur die klinischen Symptome verbessern sich, sondern
das Gesamtiberleben verlangert sich durch die Chirurgie (Rossi RE et al., J
Gastrointest Surg, 2012). Eine radikale Chirurgie der Lebermetastasen kann nur unter
solchen Bedingungen stattfinden: 1) die Lebermetastase/n muss/missen gut
differenziert sein (G1), 2) ein Leberversagen muss ausgeschlossen werden, 3)
Extrahepatische Metastasen missen ausgeschlossen werden, 4) Morbiditat und
Mortalitat des chirurgischen Verfahrens miissen gering sein. Auf Grund der haufigen
Spatdiagnose und der multiplen Lebermetastasen ist somit eine radikale chirurgische
Resektion in weniger als 20% der Patienten méglich (Frilling A et al., Endocr Rel
Cancer 2012; Steinmdiller T et al., Neuroendocrinology 2008). AuBerdem sind Rezidive
nach chirurgischen Verfahren bei NET mit Lebermetastasen sehr haufig (Sarmiento
JM et al., J Am Coll Surg 2003).



Bei NET mit inoperablen Lebermetastasen kénnen andere zytoreduktive Strategien
benutzt werden. Diese sind lokoregionale Therapien: die arterielle Chemoembolisation
(TACE), die Radiofrequenzablation (RFA) und die selektive interne Radiotherapie
(SIRT). Diese Prozeduren kdnnen in der Kontrolle der Symptome sowie auch des
Tumorwachstums hilfreich sein (Steinmdller T et al, Neuroendocrinology 2008).

Eine Lebertransplantation kann im Einzelfall bei ausgewahlten Patienten diskutiert
werden (Rossi RE et al., Ann Surg Oncol 2014), stellt jedoch in den allermeisten Fallen
keine Therapieoption bei metastasierten NET dar (Pavel M et al., Neuroendocrinology
2016).

Zusammengefasst stehen heutzutage zahlreiche therapeutische Strategien zur
Verflgung, um die Symptomen eines NET zu reduzieren und in der palliativen Situation
um das Tumorwachstum zu reduzieren/verhindern. Eine komplette Remission gelingt
allerdings nur bei einer lokalisierten NET-Erkrankung. Trotz einem bekannten hohen
Prozentsatz von Rezidiven, gibt es aktuell keine adjuvante Therapie fur NET mit RO
Status nach der Chirurgie (Kulke MH et al., J Clin Oncol 2011). Aus diesem Grund
werden neue Therapiestrategien gesucht. AuBerdem wére auch bei Patienten mit einer
Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 1 (MEN1), die eine hohe Wahrscheinlichkeit
haben ein NET in ihrem Leben zu entwickeln, eine prophylaktische Therapie eine gute
Option.

1.2. Antitumorigenes Potential von Aspirin

®Aspirin (Acetylsalicylsaure) ist seit mehr als hundert Jahren bekannt und wird weltweit
in verschiedenen Indikationen wegen seiner antipyretischen, analgetischen,
antiinflammatorischen und thrombozytenaggregationshemmenden  Eigenschaften
verwendet (Ugurlucan M et al., Recent Pat Cardiovasc Drug Discov 2012).

Aspirin ist ein nichtsteroidales entziindungshemmendes Medikament. Die wichtigste
bekannte Wirkung von Aspirin ist die irreversible Hemmung der Cyclooxygenasen
(COX) COX-1 und COX-2. Die Acetylierung an den aktiven Serinen 530 und 516
inhibiert die Prostaglandin- und Thromboxansynthese (Loll PJ et al., Nat Struct Biol
1995; Roth GJ et al., J Clin Invest 1975).

In letzter Zeit haben mehrere epidemiologische Studien gezeigt (Algra AM & Rothwell
PM, Lancet Oncol 2012; Rothwell PM et al., Lancet 2012; Elwood PC et al., PLoS One
2016), dass Aspirin das Risiko und die Mortalitdt von verschiedenen
Tumorerkrankungen reduzieren kann. Eine groBe Fall-Kontroll-Studie zeigte, dass eine
niedrige Dosis von Aspirin (75 mg taglich) eine schitzende Wirkung gegen die
Entwicklung des kolorektalen Karzinoms hatte (Din FV et al.,, Gut 2010). Eine
systematische Metaanalyse, in der eine gute Ubereinstimmung zwischen Fall-Kontroll-
Studien und randomisierte kontrollierte Studien nachgewiesen werden konnte, zeigte,
dass die regelmaBige Einnahme von Aspirin sowohl das Risiko eines kolorektalen
Karzinoms, sowie das 20-Jahres-Risiko fir Tod durch kolorektales Adenokarzinom
reduzieren konnte (Algra AM & Rothwell PM, Lancet Oncol 2012). Eine gepoolte
Analyse von 51 randomisierten kontrollierten Studien, welche die Kurzzeitwirkung von
taglicher Aspirineinnahme auf Krebs untersuchte, zeigte, dass die Therapie mit Aspirin
Krebstodesfalle reduzieren konnte, besonders nach Einnahme von Aspirin Gber 5
Jahren (Rothwell PM et al., Lancet 2012). In einer Metaanalyse, die 15 Fall-Kontroll-
Studien und 15 Kohortenstudien analysierte, wurde nachgewiesen, dass unter Aspirin
das Risiko eines kolorektalen Karzinoms sich um ~27% reduzieren konnte (Bosetti C
et al., Ann Oncol 2012).



Eine aktuelle Review von Cuzick et al. zeigte, dass antitumorale Effekte von Aspirin
sich erst nach mindestens 3-jahriger regelmaBiger Einnahme von 75 bis 325 mg
Aspirin taglich ergeben (Cuzick J et al., Ann Oncol 2015).

Der antitumorale Mechanismus von Aspirin ist aber noch nicht vollstédndig verstanden
(Dovizio M et al., Recent Results Cancer Res 2013). Ein sicherer antitumoraler Effekt
von Aspirin ist durch die bekannte COX-Hemmung vermittelt (Bruno A et al., Best Pract
Res Clin Gastroenterol 2012).

Eine abnormale Produktion von Prostaglandinen scheint eine wichtige Rolle in der
Entwicklung der meisten epithelialen Tumoren aus Vorlauferlasionen spielt (Singh-
Ranger G & Mokbel K, Eur J Surg Oncol 2002; Singh-Ranger G et al., Breast Cancer
Res Treat 2008). Das gilt zum Beispiel fir Mammakarzinom, Prostatakarzinom, sowie
colorektales Karzinom. Sowohl Polypen des Colon als auch invasive kolorektale
Karzinome enthalten erh6hte Prostaglandinkonzentrationen im Vergleich zu normalem
Gewebe (Singh-Ranger G, Crit Rev Oncol Hematol 2016; Kettunen HL et al., Cancer
Res 2003; Giardiello FM et al., Gastroenterology 2004). Sandler RS et al. zeigten in
einer randomisierten doppelblinden Studie, wie die tégliche Einnahme von Aspirin mit
einer signifikanten Reduktion der Inzidenz von kolorektalen Adenomen in Patienten mit
friiheren kolorektalen Krebs korrelierte (Sandler RS et al., NEJM 2003).

Als anderer Mechanismus wurde nachgewiesen, dass Aspirin die mammalian target of
rapamycin (MTOR)-Signalkaskade in Tumorzellen des kolorektalen Karzinoms
hemmen kann (Din FV et al., Gastroenterology 2012).

Es wurde gezeigt, dass eine Mutation von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIS3KCA) das Ansprechen eines Tumors auf Aspirin
verbessern kénnte (Domingo E et al., J clin Oncol 2013; Liao X et al., NEJM 2012,
Kothari N et al., Acta Oncologica 2014). Eine signifankte Reduktion der Mortalitat kann
man in der Tat in Tumoren mit mutierten PI3KCA beobachten, wahrend es unklar bleibt,
ob Patienten ohne Mutation von Aspirin profitieren kénnen. Mutiertes PISKCA kénnte
ein nutzvoller Biomarker fur eine adjuvante Therapie mit Aspirin werden (Langley RE
& Rothwell PM, Nat Rev Clin Oncol 2013).

Li L et al. schlagen einen anderen Wirkungsmechanismus von Aspirin in vivo vor: sie
zeigen, wie Aspirin das Wachstum von Ovarialkarzinom in Ratten mit mutierten Protein
p53 hemmen kann, mdglicherweise durch eine Hochregulation von der Expression von
Caspase 3 und durch eine Herunterregulation von der Expression von B-cell lymphoma
2 (BCL-2) (Li L et al, Oncol Lett 2016).

Vor kurzem wurde auch nachgewiesen, wie niedrig dosiertes Aspirin eine ,Therapie
induzierte Seneszens® in Zellen vom Kolorektalkarzinom durch Manipulation des
Sirtuin 1-Wegs (SIRT 1) direkt verursachen kénnte (Jung YR et al., Mol Pharmacol
2015).

Eine Inhibition des Tumorzellwachstums durch Aspirin wurde auch in vitro, sowie in
vivo in Mausen mit Osophaguskarzinom gezeigt (Piazuelo E et al., Dig Dis Sci 2016).
Eine Beobachtungsstudie zeigte, dass die Einnahme von Aspirin nach der Diagnose
von Osophaguskarzinom mit einer héheren Uberlebensrate korreliert (Van Staalduinen
J et al., Br J Cancer 2016). Randomisierte klinische Studie sind erforderlich, um dies
zu Uberprifen.

In einer groBen amerikanischen Cohortstudie, die langfristige Einnahme von Aspirin
wurde mit einem bescheidenen, aber deutlich reduzierten Risiko von Krebs assoziert,
vor allem von Magen-Darm-Tumoren. In derselben Studie, war die regelmaBige
Einnahme von Aspirin nicht mit dem Risiko fir Brust-, fortgeschrittenem Prostata-oder
Lungenkrebs assoziiert (Cao Y et al., Yama Oncol 2016).
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Eine vor kurzem publizierte retrospektive Studie zeigte wie niedrig dosiertes Aspirin mit
einem verbesserten Uberleben bei Frauen mit Endometriumkarzinom verbunden ist,
vor allem bei jungen, Ubergewichtige Frauen, mit Low-Grade-Tumoren, und die eine
postoperative Strahlentherapie erhielten (Matsuo K et al., Obstet Gynecol 2016).

Aspirin scheint auch adjuvante Wirkungen zu haben: dies erscheint vor allem durch
Inhibition des Tumorwachstums und der Tumorangiogenese, durch Aktivierung von
DNA-Mismatch-Reparatur und Apoptose, sowie Verzégerung der Metastasierung
maoglich zu sein (Chan AT et al., JAMA 2009; Langley RE et al., Brit J Cancer 2011).

Eine groBBe observationelle Kohortenstudie zeigt wie die regelmaBige Einnahme von
Aspirin nach_der Diagnose von Kolorektalkarzinom mit einer verbesserten Tumor-
assozierten-Uberlebenszeit, sowie mit der Gesamtiiberlebenszeit korreliert (Bains SJ
et al., J Clin Oncol 2016).

Zurzeit gibt es auch laufende randomisierte und oft multizentrische Studien, die das
antitumorelle Potential von Aspirin untersuchen. Ziel einer dieser Studien ist zum
Beispiel die Wirksamkeit von Aspirin als prophylaktische Therapie in Patienten mit
Hochrisiko auf Prostatakarzinom zu testen (https:/clinicaltrials.gov; Identifier:
NCT02757365). Mehrere laufende Studien haben als Ziel die adjuvante Wirksamkeit
von Aspirin zu Uberprifen. Insbesondere wird den Einfluss von Aspirin auf Rezidiv und
Uberlebenszeit in Patienten mit Kolorektalkarzinom in Stadium Il und Il getestet
(https://clinicaltrials.gov; ldentifiers: NCT02607072; NCT02467582; NCT02301286,
NCT02804815), sowie auch in Patienten mit Brustkrebs und Prostatakarzinom
(https://clinicaltrials.gov; Identifier: NCT02804815). Die Ergebnisse werden
voraussichtlich ab 2020 publiziert werden.

1.3. PI3K-AKT-mTOR Signalkaskade in NET

Unter den aktuellen therapeutischen Strategien flir metastasierte NET steht die
zielgerichtete Hemmung der PI3K-Proteinkinase B (AKT)-mTOR Signalkaskade zur
Verflgung. Pankreatische NET weisen etwa in 15% Mutationen in der PI3K-AKT-
mTOR Signalkaskade auf (Jiao Y et al.,, Science 2011). Es wurde auBerdem
nachgewiesen, dass die Mehrzahl der NET eine Uberaktivierung der PI3K-AKT-mTOR
Signalkaskade aufweisen und Tumoren mit Uberaktivierten pAKT eine erhdhte
antitumorale Empfindlichkeit bezlglich der mTOR Hemmung aufweisen (Meric-
Bernstam F et al., Clin Cancer Res 2012). Préaklinische Daten haben auch das
antitumorigene Potential durch die Hemmung von mTOR in verschiedenen
neuroendokrinen Zellmodellen gezeigt (Zitzmann K et al., Neuroendocrinology 2007;
Grozinsky-Glasberg S et al., Neuroendocrinology 2008). In drei groBen klinischen
Phase 3 Studien wurde nachgewiesen, dass der mTOR Inhibor Everolimus in
pankreatischen NET (Yao JC et al., N Engl J Med 2011), in NET mit Karzinoidsyndrom
(Pavel ME et al., Lancet 2011) und in nicht-funktionellen NET des Gl-Trakts und der
Lunge (Yao JC et al., Lancet 2016) das progressionsfreie Uberleben jeweils verlangern
konnte. Everolimus ist zur Therapie von NET des Pankreas sowie zur Therapie von
NET des Gl-Trakts und NET der Lunge jeweils zugelassen.

Ziele dieser Arbeit sind die antiproliferative Effekte von Aspirin auf pankreatische,
intestinalen und bronchopulmonale neuroendokrinen Tumorzellen zu beschreiben,
sowie die intrazellulare Signalkaskaden in neuroendokrinen Tumorzellen unter der
Wirkung von Aspirin zu untersuchen.



Insbesondere wird die in vitro Wirkung von Aspirin auf die Signalwege PI3K-AKT-
mTOR und Rat sarcoma (Ras)-rapid accelerated fibrosarcoma (Raf)-MAP/ERK Kinase
(MEK)-extracellular signal regulated kinase (ERK) untersucht. Wachstumsfaktoren
kébnnen an Rezeptor-Thyrosinkinasen binden und so eine Dimerisierung mit
anschlieBender Autophosphorylierung der Rezeptoren verursachen. An diesen
phosphorylierten Stellen des Rezeptors kdnnen dann weitere Molekile binden und
ebenfalls phosphoryliert werden. PI3K wird auf dieser Weise phosphoryliert und damit
aktiviert. Die aktive PISK kann dann bestimmte Stellen von Membranlipiden
phosphorylieren und somit aktivieren. So kann PI3K die Phosphorylierung von
Phosphatydilinositol-4,5-Biphosphat zu Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
katalysieren. Diese Phosphorylierung bewirkt wiederum die Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase AKT. AKT muss sowohl an Thr 308 als auch an Ser 473
phosphoryliert sein, um vollstandig aktiviert zu werden. AKT kann viele Substrate
aktivieren oder inhibieren und somit viele Ablaufe in der Zelle beeinflussen. Ein
wichtiges Target von AKT ist mTOR-Komplex 1 (mTORCH1). Dieser Komplex kann
Apoptose, Proliferation und Zellwachstum Uber eine Modulation des Zellzyklus
beeinflussen. Mittels Aktivierung von 4E-bindendes Protein (4-EBP1) und P70
ribosomale Protein S6 Kinase (p70 S6K) vermittelt mTOR den Ubergang von der G1-
in die S-Phase (Abb. 1).

Der Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg fihrt Uber eine Phosphorylierung der
Rezeptotirosinkinase zu einer Weiterleitung der extrazellularen Signale an Ras. Es
kommt zu einer Abfolge von Phosphorylierungen, die mit der Aktivierung von
Serin/Threonin-Kinase Raf beginnt. Raf veursacht wiederum die Aktivierung von MEK,
worauf es zu einer Phosphorylierung von ERK kommt. Dies fihrt zu Aktivierung
zahlreicher weiterer Substrate, welche dadurch Einfluss auf verschiedene
Zellfunktionen haben (Abb. 1).



Wachstumsfaktoren
(MET, EGFR)

Abb. 1: Durch Aktivierung von Wachstumsfaktoren werden verschiedene Signalwegen
aktiviert, die Wirkung auf die Zellproliferation haben. In diesem Bild werden die
Signalwege PIBK-AKT-mTOR und Ras/Raf/MEK/ERK schematisch dargestellt.

Legende:
AKT: Proteinkinase B

CREB: cAMP response element-binding protein

4EBP1: 4E-bindendes Protein 1

EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

ERK: extracellular-signal regulated Kinase

GSK3: Glykogensynthase-Kinase 3

MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase

MET: Mesenchymal-epithelialer Transitionsfaktor

mTOR: Mammalian target of rapamycin

P70S6K: P70 ribosomale Protein S6 Kinase

Proliferation

PDK1: protein 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1

PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase
RAF: rapid accelerated fibrosarcoma
RAS: Rat sarcoma

S6K: ribosomale Protein S6 Kinase

TSC: Tuberdses Skleroseprotein
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2. MATERIAL UND METHODEN

Material

Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F12 (DMEM)/F12 Medium,
Penicillin und Streptomycin wurden von Gibco by Life Technologies (Paisley, United
Kingdom) erworben.

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium, Phosphat-gepufferte-
Salzlésung (PBS) und Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) wurden bei PAA
(Pasching, Austria) bestellt.

Fetales Kalberserum (FKS) und Amphotericin B wurden von Biochrom (Berlin,
Germany) gekauft. Amphotericin B wurde als Anti-Mycoticum eingesetzt, und wurde in
einer Konzentration von 250 pg/ml als fertige Lésung erworben. Es wurde 0,4% in
Medium eingesetzt (1pg/ml).

Insulin  wurde von Sanofi-Aventis erworben (Insuman Rapid, 40 I|.E./ml
Durchstechflasche, Sanofi-Aventis, Frankfurt am Main, Deutschland). Es wurden 1,68
ml in 500 ml Medium eingesetzt (0,135 I.E./ml).

Apo-Transferrin wurde von Sigma-Aldrich erworben (apo-Transferrin 100mg, Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und ein Stock von 12,5uM bzw. 1mg/ml in H20
hergestellt. Der Stock wurde 1/200 in Medium verdinnt auf eine Endkonzentration von
62,5 nM bzw. 5 pg/ml.

Aspirin wurde von Sigma-Aldrich (St. Louis, United States) bezogen. Aspirin wurde
eingewogen (100mg) und in 37 ml Medium gelést, danach sterilfiltriert bis zur
Entstehung einer Stock Solution (15mmol).

Zellkultur

Humane neuroendokrine pankreatische Tumorzellen BON1 (Evers BM et al,
Gastroenterology, 1991) wurden urspringlich freundlicherweise von Géke R (Marburg,
Germany) Uberlassen und im DMEM/F12 (1:1) Medium kultiviert (Zitzmann K et al.,
Neuroendocrinology 2007). Humane bronchopulmonale neuroendokrine Tumorzellen
NCI-H727 wurden von American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
United States) bezogen. Humane Mitteldarmkarzinoidzellen GOT1 (Kélby L et al., Am
J Pathol 2001) wurden freundlicherweise von Ola Nilsson (Géteborg, Sweden) zur
Verfliigung gestellt. NCI-H727 und GOT1 Zellen wurden jeweils im RPMI Medium
kultiviert (Zitzmann K et al., Neuroendocrinology 2007). Alle Medien wurden mit 10%
FKS, 1% Penicillin/Streptomycin und 0,4% Amphotericin B erganzt. Das Kulturmedium
for GOT1 wurde auch mit 0,135 IU/ml Insulin und 5 pg/ml Apo-Transferrin
supplementiert.

Alle 3 NET Zelllinien wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, in
Wasserdampf-gesattigter und 5% CO2 enthaltender Atmosphére kultiviert. Um das
Risiko von Kontaminationen zu verhindern, erfolgten alle Arbeiten an den Zellkulturen
an einer Sicherheitswerkbank. BON1, NCI-H727 und GOT1 wurden in den
Zellkulturflaschen mit Gasaustauschkappe 175 cm? (Falcon, Miinchen, Deutschland)
kultiviert.

Die Zellzahl wurde mittels einer Neugebauer-Zahlkammer bestimmt. Hierbei wurden
die toten Zellen durch eine Trypanblau-Farbung (Endkonzentration 0,2%, Sigma-
Aldrich, Deutschland) ausgeschlossen.



Zellviabilitat

Fir die Zellviabilitats-Versuche wurden BON1- und NCI-H727-Zellen auf 96-Loch-
Platten ausgeséagt, mit einer Zelldichte von ~750 Zellen/Loch und daraufhin fir 24
Stunden herangezichtet. Auf Grund ihres langsamen Wachstums wurden GOT1-
Zellen bei einer Zelldichte von 50000 Zellen/Loch ausgesagt. Am folgenden Tag
wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Aspirin in Kulturmedium mit
10% FKS inkubiert. Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde mittels
Zellproliferationstest Cell Titer 96 Aqueos One Solution (Promega), nach 72, 144 und
216 Stunden Inkubation, entsprechend der Herstellerinstruktionen, gemessen. Nach 3
Stunden Inkubation mit Cell Titer 96 (20 ul Cell Titer in jedem Well) wurde die
Proliferationsrate bei einer Extinktion von 492 nm im Photometer bestimmt. Es wurde
ein ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay” (ELISA) Plattenlesegerat (Photometer
Sunrise von der Firma Tecan, Mannerdorf, Deutschland) verwendet.

SYBR-DNA-labeling assay

Ein synergy brands (SYBR)-DNA-Markierungsversuch, wurde genau wie der
Proliferation-Assay mit Cell Titer 96 durchgefihrt.

Der Assay wurde nach den angegebenen Zeitabstdnden beendet. Die Zellen wurden
daraufhin mit PBS gewaschen und fir 40 Minuten mit destilliertem Wasser inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit 100 pl/Loch vom SYBR® Green | (Lonza, Rockland,
United States),1:500 im distillierten Wasser verdinnt, fir 5 Minuten gefarbt. Spater
wurden sie durch Cytofluorimetrie bei einer Extintion von 530 und 485 nm quantifiziert.
Zur Messung wurde ein CytoFluor® Multi-Well Plate Reader Series 4000 (PerSeptive
Biosystems, Framingham, MA, United States) benutzt.

Zellzyklusanalyse

Mittels Propidiumiodidfarbung (PI) und Durchflusszytometrie wurden die Verteilung der
Zellen im Zellzyklus, sowie der Prozentsatz von Zellen in Apoptose gemessen.

Die Zellen wurden in 6-Loch Platten kultiviert (3 x 10°BON1 Zellen/Loch und 4 x 10°
NCI-H727 Zellen/Loch) und mit Aspirin in verschiedenen Konzentrationen, wie oben
beschrieben behandelt. Danach wurden sie mit PBS gewaschen und mit 400 pl Trypsin
bei 37°C fur 4 Minuten behandelt. Als n&chster Schritt wurden die Zellen dann
gesammelt und bei 2000 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Die Pelletts wurden mit PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden dann mit 350 pl PI
resuspendiert und konnten somit mittels Durchflusszytometrie analysiert werden. Es
wurde ein BD Accuri C6 Flow Cytometer-Gerat angewendet. Zellkerne, die links vom
GO0/1-Gipfel fielen, welche hypodiploide DNA enthielten, wurden als apoptotisch
erachtet.

Proteinextraktion und Western Blot-Analyse

Um die Wirkung von Aspirin auf NET-Zelllinien auf Proteinebene zu untersuchen,
wurden Western Blot-Analysen durchgeflihrt. Dazu wurden BON1 (3 x 10°
Zellen/Loch), NCI-H727 (4 x 10% Zellen/Loch) und GOT1 (1 x 108 Zellen/Loch) auf 6-
Loch-Platten kultiviert. Nach 24 Stunden Wachstum in 1ml komplettem Kulturmedium,
wurde das Kulturmedium durch frisches serumfreies Kulturmedium ausgewechselt. Die
Zellen wurden dann mit Aspirin in verschiedenen Konzentrationen (1 und 5 mMol) far



die angegebenen Zeiten kultiviert. Die Zellen wurden spater in 200 pl Lysepuffer (M-
PER® mammalian Protein Extraction Reagent mit Zusatz von Halt TM Protease
Phosphatase Inhibitor Cocktail, EDTA frei, Thermo Scientific, Rockford, United States)
lysiert. Die Lysate wurden bei 13000 rpm flr 10 Minuten zentrifugiert und die
Uberstande wurden auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt (20-50 ug/50 ul)
(Rotiquant Universal, Carl Roth, Karlsruhe, Germany). Natriumdodecylsulfat (SDS)
Probenpuffer (0,25 mol/l Tris HCI, 40% Glycerin, 2% SDS, 1% Dithiothreitol und
Bromphenolblau, pH 8,8) wurde hinzugeflgt und die Proben aus der Proteinextraktion
wurden fir 5 Minuten aufgekocht und auf einem SDS-Polyacrylamid Gel getrennt. Die
Proteine wurden mit der Verwendung von einer halbtrockenen Western-Blot-
Transfertechnik fir 60 Minuten auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) - Membran
(Immobilone; Millipore, Eschborn, Germany) elektrotransferiert. Die Membranen
konnten dann in einem Milchpulver-Puffer geblockt werden und Uber Nacht bei
Raumtemperatur dem jeweiligen Erstantikérper ausgesetzt werden (siehe Tabelle 2).

Nachher konnte die Membran mit PBS gewaschen werden und mit Peroxidase-
koniugierten Zweitantikdrper (1:25000) fur 2 Stunden inkubiert werden. Beim né&chsten
Schritt wurde die Membran mit dem Super Signal West Dura Chemolumineszenz
Substrat (Thermo Scientific, Rockford, United States), benetzt und im Anschluss die
dabei enstehende Chemoluminescenz auf dem Super RX-X-ray film (FUJIFILM
Corporarion, Tokyo, Japan) festgehalten.



Primarer Antikorper

Hersteller

Anti-pAKT (Ser 473), #4060

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-AKT, #2920

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pERK (Thr202/Tyr204)1/2,
#4370

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pP70S6K (Thr389), #9234

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-P70S6K, #9202

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-p4EBP1 (Ser65), #9451

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-4EBP1, #9644

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pS6 (Ser235/6), #4858

Cell Signaling, Danvers, MA USA

Anti-pS6 (Ser240/4),#5364

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti S6, #2317

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pGSK3 (Ser21/9), #9331

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-GSKS3, #9315

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pCREB (Ser133), #9198

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-CREB, #9197

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pmTOR (Ser2448), #2971

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-mTOR, #2972

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-CDK4, #2906

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-Cyclin D3, #2936

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pEGFR (Tyr1068), #3777

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-EGFR, #4267

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pMET (Tyr1234/1235),
#3077

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-MET, #3127

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-pTSC2 (Thr1462), #3617

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-TSC2, #4308

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-ERK %2, 06-182

Millipore, Massachusetts, USA

Anti-p21cip, 610233

BD Transduction Laboratories,
Franklin Lakes, NJ, USA

Tabelle 2: Verwendete Erstantikdrper




Statistik

Die statistische Analyse flr die Proliferationsassays und Zellzyklusanalysen erfolgte
mittels zweiseitigen t-Tests. Dabei wurde P < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung von 3 oder 4 unabhangig
durchgefiihrten Versuche dargestellt.



3. ERGEBNISSE
Aspirin hemmt die Zellproliferation von neuroendokrinen Tumorzellen

Die Inkubation von humanen pankreatischen NET Zellen BON1 mit Aspirin fihrte zu
einer zeit- und dosisabhangigen Suppression der Zellvitalitdt (Abb. 2). Deutliche
Wirkungen wurden bereits bei Aspirin Dosierungen von 0,5 und 1 mmol/l gezeigt. Die
starkste Suppression der Zellvitalitat wurde bei der héchsten getesteten Dosis von
Aspirin beobachtet (5 mmol/l). Bei Cell Titer Versuchen reduzierte die Behandlung mit
Aspirin 1 mmol/l fir 72, 144 und 216 Stunden die Zellvitalitat jeweils auf 78% * 10% (P
< 0,05), 66% * 13% (P < 0,05) und 50% * 2% (P < 0,001) (Abb. 2A). Analoge
Ergebnisse wurden auch mit den SYBR green Versuchen erreicht (Abb. 2B).

Die Behandlung von humanen bronchopulmonalen Karzinoidtumorzellen NCI-H727
mit den gleichen Konzentrationen von Aspirin fUhrte auch zu einer zeit- und
dosisabhangigen Reduktion der Zellvitalitat (Abb. 3). Signifikante Effekte wurden in
dieser Zelllinie bei einer initialen Aspirin Dosis von 0,5 und 1 mmol/l beobachtet. Die
starkste Wirkung konnte bei der hdchsten getesteten Aspirin Konzentration von 5
mmol/l gezeigt werden. Die Behandlung mit Aspirin 1 mmol/l fir 72, 144 und 216
Stunden supprimierte bei den Cell Titer Versuchen die Zellvitalitat jeweils auf 85% +
19% (P = 0,227), 53% + 8% (P < 0,01) und 42% % 39% (P = 0,129) (Abb. 3A). Analoge
Effekte wurden bei den SYBR green Versuchen gezeigt (Abb. 3B).

Die Behandlung der aus dem humanen Mitteldarm stammenden neuroendokrine Gl-
Tumorzellen GOT1 mit Aspirin flhrte auch zu einer zeit- und dosisabhangigen
Reduktion der Zellvitalitéat (Abb. 4). Signifikante Wirkungen wurden bei dieser Zelllinie
unter der initialen Aspirin Dosis von 1 mmol/l gezeigt. Der stéarkste Effekt wurde bei der
hdchsten getesteten Aspirin Konzentration von 5 mmol/l beobachtet. Die Behandlung
mit Aspirin 2,5 mmol/l fir 72, 144 und 216 Stunden supprimierte bei den Cell Titer
Versuchen die Zellvitalitat jeweils auf 90% * 4% (P < 0,05), 78% * 4% (P < 0,01) und
81% * 11% (NS) (Abb. 4). Aufgrund der schweren Kultivierbarkeit und geringen
Verflgbarkeit der GOT1 Zellen wurde auf parallele Versuche mit SYBR green Assay
verzichtet.
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Abb. 2: Suppression der Zellvitalitdt von neuroendokrine Zellen BON1 durch Aspirin.
Humane pankreatische BON1 Tumorzellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von Aspirin fur 72, 144 und 216 Stunden behandelt. Die Vitalitat der
Zellen wurde durch die Quantifizierung der Stoffwechselaktivitat mittels Cell Titer 96 kit
(Promega) (A) sowie durch DNA basierte Markierungsexperimente mittels SYBR green
(Lonza) (B) gemessen. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung von 3
verschiedenen und unabhéangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt. 2P < 0,05, °P <
0,01 vs unbehandelt.
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Abb. 3: Suppression der Zellvitalitat von neuroendokrine Zellen NCI-H727 durch
Aspirin. Humane bronchopulmonale NCI-H727 Tumorzellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von Aspirin fir 72, 144 und 216 Stunden behandelt. Die Vitalitat der
Zellen wurde durch die Quantifizierung der Stoffwechselaktivitat mittels Cell Titer 96 kit
(Promega) (A) sowie durch DNA basierte Markierungsexperimente mittels SYBR green
(Lonza) (B) gemessen. Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung von 3
verschiedenen und unabhangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt. 2P < 0,05, °P <
0,01 vs unbehandelt.
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Abb. 4: Suppression der Zellvitalitdt von neuroendokrine Zellen GOT1 durch Aspirin.
Humane Gl-Trakt GOT1 Tumorzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von
Aspirin fir 72, 144 und 216 Stunden behandelt. Die Vitalitat der Zellen wurde durch die
Quantifizierung der Stoffwechselaktivitat mittels Cell Titer 96 kit (Promega) gemessen.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung von 4 verschiedenen und
unabhangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt. 2P < 0.05, °P < 0,01 vs unbehandelt.



Zeit- und dosisabhangige Effekte von Aspirin auf PI3K/AKT/mTOR-Signalweg in
neuroendokrinen Tumorzellen

Es wurde in der Literatur berichtet, dass Aspirin die mTOR-Signalkaskade in
Tumorzellen des kolorektalen Karzinoms hemmen kann (Din FV et al,
Gastroenterology 2012). Um die Mechanismen der Aspirin-vermittelten Hemmung der
Zellvitalitat von neuroendokrinen Zellen zu untersuchen, haben wir deshalb die zeit-
und dosisabhangigen Effekte von Aspirin auf den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
analysiert. Um dies zu untersuchen haben wir das Effekt von Aspirin auf die
Phosphorylierung von 2 direkte Substrate von mTOR analysiert: 4EBP1 und P70S6K.

Die Behandlung von humanen pankreatischen BON1 Zellen (Abb. 5A) mit
zunehmenden Konzentrationen von Aspirin fir 24 und 48 Stunden flhrte zu einer
moderaten Hemmung der Phosphorylierung von 4EBP1 und P70S6K, besonders nach
48 Stunden, und zu einer ausgepragten Suppression der S6 Phosphorylierung.
Ahnliche Effekte wurden bei der Behandlung mit Aspirin von bronchopulmonalen
neuroendokrinen NCI-H727 Zellen (Abb. 5B), sowie von Darm- GOT1 Zellen (Abb.
5C) gezeigt.

Wir untersuchten auch die Effekte von Aspirin auf die Phosphorylierung der Proteine
oberhalb von mTOR in der Signalkaskade. Die Behandlung mit Aspirin verursachte in
allen drei Zellinien die Phosphorylierung von AKT und von tuberésem Skleroprotein
vom Typ 2 (TSC2) in einer dosisabhéngigen Weise. Eine leichte Phosphorylierung von
mTOR (Serin 2448) wurde auch gezeigt (Abb.6).



pS6  P70S6K pP70S6K 4EBP1  pAEBPL

S6

-actin

Aspirin (mmol/L)

Abb. 5: Effekte von Aspirin auf den mTORC1-Signalweg in NET-Zellen BON1, NCI-
H727 und GOT1. BON1 (A), NCI-H727 (B) und GOT1 (C) Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen von Aspirin fir 24 und 48 Stunden behandelt. Die
Expression von p4EBP1, 4EBP1, pP70S6K, P70S6K, pS6, S6 und B-Aktin-
Ladekontrolle wurden anschlieBend durch Western Blot-Analyse ausgewertet. Hier
wird ein reprasentativer Blot von 3 unabhangig durchgefihrten Versuchen gezeigt.
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Abb. 6: Effekte von Aspirin auf AKT/mTORC-Signalweg in NET-Zellen BON1, NCI-
H727 und GOT1. Pankreaszellen BON1 (A), bronchopulmonale Zellen NCI-H727 (B)
und Darmzellen GOT1 (C) wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Aspirin
fir 24 und 48 Stunden behandelt. Die Expression von pAkt, Akt, pTSC2, TSC2,
pmTOR, mTOR und B-Aktin-Ladekontrolle wurden anschlieBend durch Western Blot-
Analyse ausgewertet. Hier wird ein reprasentativer Blot von 3 unabhéangig
durchgefiihrten Versuchen gezeigt.

[\

4



Zeit- und dosisabhangige Effekte von Aspirin auf ERK, GSK3 und
Wachstumsfaktoren in neuroendokrinen Tumorzellen

Wir untersuchten auch die Wirkung von Aspirin auf die Mitogen aktivierte Proteinkinase
(MAPK) Signaltransduktionswege, insbesondere die Effekte von Aspirin auf
extracellular-signal regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) und auf cAMP response element-
binding protein (CREB), beide Mitglieder der Signalkaskade Ras/Raf/MEK/ERK.
AuBerdem wurde auch die Wirkung von Aspirin auf die Phosphorylierung von der
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK 3) untersucht, ein weiteres Protein mit wichtiger
Rolle in den Signalkaskaden, die die Zellproliferation und Zelliberleben beeinflussen.

Die Behandlung von pankreatischen BON1 Zellen mit Aspirin verursachte die
Phosphorylierung von ERK1/2 und von CREB, in einer zeit- und dosisabhangigen
Weise (Abb. 7A). Die Inkubation von BON1 Zellen mit Aspirin fihrte auch zur
Phosphorylierung von der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) (Abb. 7A). Analoge
Effekte wurden auch bei bronchopulmonalen Zellen NCI-H727 (Abb. 7B) und
tumoralen Darmzellen GOT1 (Abb. 7C) gezeigt.

Als nachster Schritt wurde die Wirkung von Aspirin auf die Wachstumsfaktoren
Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) und Mesenchymal-epithelialer
Transitionsfaktor (c-MET) untersucht, beide aktiv oberhalb der schon untersuchten
Signalkaskaden PI3K-AKT-mTOR und Ras/Raf/MEK/ERK Signalkaskaden. Die
Aktivierung von ERK und GSK Signalwege in BON1, NCI-H727 und GOT1 Zellen, war
nicht die Folge einer erhdéhter Aktivierung durch Wachstumsfaktoren am Anfang der
Signalkaskade. Aspirin supprimierte im Gegenteil die Phosphorylierung der tumoralen
Wachstumsfaktoren EGFR und ¢c-MET (Abb. 8A und B).
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Abb. 7: Effekte von Aspirin auf GSK3 und ERK1/2 in NET-Zellen BON1, NCI-H727 und
GOT1. Humane Pankreaszellen BON1 (A), bronchopulmonale Zellen NCI-H727 (B)
und Darmzellen GOT1 (C) wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Aspirin
fir 24 und 48 Stunden behandelt. Die Expression von pGSK3, GSK, pERK1/2, ERK
1/2, pCREB, CREB und B-Aktin-Ladekontrolle wurden anschlieBend durch Western
Blot-Analyse ausgewertet. Hier wird ein reprasentativer Blot von 3 unabhangig
durchgefiihrten Versuchen gezeigt.
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Abb. 8: Effekte von Aspirin auf EGFR und ¢c-MET in NET-Zellen BON1 und NCI-H727.
Humane Pankreaszellen BON1 (A) und bronchopulmonale Zellen NCI-H727 (B)
wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Aspirin fir 24 und 48 Stunden
behandelt. Die Expression von pMET, MET, pEGFR, EGFR und B-Aktin-Ladekontrolle
wurden anschlieBend durch Western Blot-Analyse ausgewertet. Hier wird ein
reprasentativer Blot von 3 unabhangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt.
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Effekte von Aspirin auf den Zellzyklus in nheuroendokrinen Tumorzellen

Um die Effekte von Aspirin auf den Zellzyklus in NET-Zellen zu untersuchen, wurde
das Ausmass der DNA-Fragmentation mittels Durchflusszytometrie (FACS Analyse)
quantifiziert. Die Prozentsatze der Zellen in den verschiedenen Phasen des Zyklus
konnten somit gemessen werden. Des Weiteren wurde mittels Western Blot Analysen
die Wirkung von Aspirin auf die relevantesten Proteine, die den Zellzyklus beeinflussen
(p21, p53, Cyklin-abh&ngige Kinasen), analysiert.

Die Behandlung mit Aspirin fir 48 Stunden von teilweise synchronisierten BON1
Zellen, die in 0,2% bovine serum albumin (BSA) kultiviert wurden, reduzierte den
Prozentsatz der Zellen in Phase S in einer dosisabhangigen Weise von 18% * 2% auf
14% = 2% (P < 0,01; 5 mmol/l) und fUhrte zu einer Steigerung des Prozentsatzes der
Zellen in Phase G2/M von 16% * 2% auf 21% + 1% (P < 0,01; 5 mmol/L) (Abb. 9A).

Ahnliche Effekte wurden fiir NCI-H727 Zellen gezeigt (Abb.9B). Aspirin reduzierte den
Eingang in Phase S in einer dosisabhangigen Weise von 23% * 8% auf 12% + 2% (P
< 0,05; 5 mmol/l). Der Effekt auf Phase G2/M war kleiner (Abb. 9B).

Western Blot Analysen ergaben eine Aspirin-induzierte Expression von Protein p21
nach 24 und 48 Stunden in BON1 Zellen (Abb. 10A), sowie in NCI-H727 Zellen (Abb.
10B). Aspirin supprimierte auch die Expression der Cyclin-abhéngigen Kinase 4
(CDK4) und von Cyclin D3 in beiden Zellinien (Abb. 10). Im Gegensatz, zeigte Aspirin
keine groBe Wirkung auf das Tumorsuppressorprotein p53 (Abb. 10), auf den Cyclin-
abhangigen Kinase-Inhibitor p27, auf die Cyclin-abhéangige Kinase 6 (CDK6) sowie auf
Cyclin D1. Des Weiteren, ergab sich keine Aspirin-induzierte poly ADP ribose
polymerase (PARP)-Spaltung in BON1 und NCI-H727 Zellen (Abb.11).
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Abb. 9: Effekte von Aspirin auf Zellzyklus in NET-Zellen BON1 und NCI-H727. Humane
Pankreaszellen BON1 (A) und bronchopulmonale Zellen NCI-H727 (B) wurden fir 24
Stunden im Serum-freien Medium kultiviert (0,2% BSA), und dann mit den
angegebenen Konzentrationen von Aspirin fir 48 Stunden behandelt. Hier werden die
Mittelwerte + Standardabweichungen von 8 unabhangig durchgefihrten Versuchen in
Duplikaten gezeigt.

ap < 0,05, °P < 0,01 vs unbehandelt.
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Abb. 10: Effekte von Aspirin auf Zellzyklus-beteiligte-Proteinen in NET-Zellen BON1
und NCI-H727. Humane Pankreaszellen BON1 (A) und bronchopulmonale Zellen NClI-
H727 (B) wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Aspirin fir 24 und 48
Stunden behandelt. Die Expression von p21, p53, CDK4, Cyclin D3 und B-Aktin-
Ladekontrolle wurden anschlieBend durch Western Blot-Analyse ausgewertet. Hier
wird ein reprasentativer Blot von 3 unabhangig durchgefiihrten Versuchen gezeigt.
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Abb. 11: Effekte von Aspirin auf PARP, ein Apoptose-beteiligtes-Protein, in NET-Zellen
BON1 und NCI-H727. Humane Pankreaszellen BON1 (A) und bronchopulmonale
Zellen NCI-H727 (B) wurden mit den angegebenen Konzentrationen von Aspirin fr 24
und 48 Stunden behandelt. Die Expression von PARP und B-Aktin-Ladekontrolle
wurden anschlieBend durch Western Blot-Analyse ausgewertet. Es ergab sich keine
Aspirin induzierte PARP-Spaltung.
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pH-Wert-Messung des Kulturmediums

Um ausschlieBen zu kénnen, dass die Ergebnisse durch eine pH-Wert-Verschiebung
des Kulturmediums durch Aspirin beeinflusst gewesen sein kdnnten, erfolgten
wiederholte Messungen des pH-Wertes des Kulturmediums mit Aspirin in
verschiedenen Konzentrationen. Wir konnten eine pH-Wert-Verschiebung des
Kulturmediums bei Aspirin-Konzentrationen von 0,1 bis 5 mM ausschlieBen. Es ergab
sich eine relevante pH-Wert-Verschiebung bei Aspirin-Konzentrationen von 15mM im
Medium. In der Tabelle unten werden die Durchschnitt-pH-Werte von 3 verschiedenen
Versuche dargestellt.

Aspirin Konzentration im Medium pH-Wert des Mediums
0 (Kontrolle) 7,86
100 uM 7,82
1mM 7,81
5mM 7,57
15mM 6,74




4. DISKUSSION

Die Mechanismen, durch die Aspirin auf die Karzinogenese wirkt sind noch nicht
abschliessend geklart (Dovizio M et al., Recent Results Cancer Res, 2013; Bruno A et
al., Best Pract Res Clin Gastroenterol, 2012). COX-2 ist ein bekanntes Target von
Aspirin und die Inhibition von COX-2 flihrt zu einer reduzierten Produktion von potentiell
neoplastischen Prostaglandinen (Elwood PC et al., Lancet 2009). Prostaglandine
kénnen in der Tat die Tumorzellproliferation promovieren, durch Aktivierung von
verschiedenen Signalwegen, unter anderem PI3K und MAPK. Des Weiteren kann
Aspirin durch die Hemmung von COX-1 zu einer Dysfunktion der Thrombozyten fiihren,
welche auch zu einer Reduktion der Metastasenbildung und der Angiogenese fiihren
kann (Ma J et al., Biomed Pharmacother 2017; Mehta P, Blood 1984; Xu XR et al.,
Blood 2018). Ein wichtiger Effekt von Aspirin ist in der Tat die Wirkung auf das
Endothel. Mehrere Studien in vitro und in vivo (Mausmodelle), haben gezeigt, wie eine
pro-inflammatorische Mikroumgebung in verschiedenen Tumorentitdten zur Bildung
von Metastasen fiihren kann. Interaktionen zwischen Tumorzellen und
Endothelialzellen, sowie inflamamatorische Zellen spielt eine groBe Rolle in
Metastasenbildung. Aspirin zeigte einen anti-Adhasion-Effekt in vitro in einigen
Tumorentitdten, durch die Inhibition der Adhasion von Tumorzellen auf
Endothelialzellen. Eine Erklarung von dieser Aspirin-Wirkung kdnnte die Regulation der
Tumor-induzierte-Angiogenese durch COX sein. COX kann die Tumor-induzierte-
Angiogenese durch zwei Mechanismen modulieren: 1) durch die COX-2-induzierte
Produktion von Pro-angiogenetische-Faktoren durch Tumorzellen; 2) durch die
Regulation von Angiogenese in Endothelialzellen durch COX-1 (z.B. durch die COX-1
induzierte Produktion von vascular endothelial growth factor — VEGF). Durch diese
zwei Mechanismen wirde die Wirkung von Aspirin auf 2 verschiedene Weisen die
Angiogenese und somit die Tumorproliferation und die Bildung von Metastasen
beeinflussen. Die in vitro Daten, die diese zwei Mechanismen beweisen, wurden auch
in in vivo xenograft-Modellen bestatigt (Ma J et al., Biomed Pharmacother 2017;
Bischofs E et al., Anticancer Res 2012; Tsujii M et al., Cell 1998). Diese Effekte wurden
jedoch noch nie auf NET-Zellen bewiesen. Diese Arbeit fokusiert sich allerdings auf die
Effekte von Aspirin auf die Signalkaskaden PIK3-AKT-mTOR und MAPK, sowie auf die
Effekte von Aspirin auf den Zellzyklus. Es ware interessant in Zukunft zu untersuchen,
ob auch in NET-Zellen Aspirin durch Inhibition von COX-1 und COX-2, die Adhésion
von Tumorzellen an das Endothelium beeinflussen kénnte und somit die Aggregation
von Tumorzellen und die Bildung von Metastasen beeinflussen kdnnte.

Andere Mechanismen mittels denen Aspirin  Entzlindung, Apoptosis und
Karzinogenese beeinflussen kénnte, umfassen die Inhibition des Transkriptionsfaktors
NFkB und die Hochregulation von Tumorsuppressorgenen wie Tumor Protein 53 Gen
(TP53-Gen), Inhibitor vom Cyclin-abhangige Kinase 1A (CDKN1A) und B-Zell-
Lymphom (BCL)-assoziertes X (BAX) (Elwood PC et al., Lancet 2009).

Din et al (Din FV et al., Gastroenterology 2012) zeigten, dass Aspirin durch die
Hemmung der mTOR-downstream Mediatoren S6K1 und 4EBP1 die Signalkaskade
von mTOR in Kolorektalkarzinomzelllinien hemmte.

Die regelmaBige Einnahme von Aspirin nach der Diagnose von Kolorektalkarzinom in
Patienten mit einer Mutation des Polypeptidgens PIK3CA - welche eine Hochregulation
von der Signalkaskade PISK/AKT/mTOR haben - war mit einem besseren
Kolorektalkarzinom-spezifischen Uberleben assoziiert (Liao X et al., NEJM 2012).
Aspirin kénnte somit das Tumorwachstum mdglicherweise durch die Inhibition der
PI3K-Akt-mTOR Signalkaskade hemmen (Liao X et al., NEJM 2012).



Der Signalweg PI3K/AKT/mTOR ist auch kritisch fir das Tumorwachstum der
neuroendokrinen Zellen (Zitzmann K et al., Neuroendocrinology 2007; Grozinsky-
Glasberg S et al., Neuroendocrinology 2008; Yao JC et al., N Engl J Med 2011; Pavel
ME et al., Lancet 2011). Viele NET weisen eine Uberaktivierung des PIBK/AKT/mTOR
Signalwegs auf (Meric-Bernstam F et al., Clin Cancer Res 2012) und deswegen ist
die mTOR Hemmung ein attraktives therapeutisches Target in NETs (Oberg K, Semin
Oncol 2013; Pavel M et al, Neuroendocrinology, 2013; Zitzmann K et al.,
Neuroendocrinology, 2007; Elwood PC et al., Lancet 2009; Zitzmann K et al., Endocr
Relat Cancer 2012; Weber HC, Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes 2013).

Der mTOR Inhibitor Everolimus wurde, aufgrund seiner signifikanten Verbesserung
des progressionsfreien Uberlebens, fir die Therapie von fortgeschrittenen NETs des
Pankreas zugelassen (Yao JC et al., N Engl J Med 2011) als auch von NETs des Gl-
Trakts und der Lunge (Yao JC et al., Lancet 2016).

Die Effekte von Aspirin auf Tumorzellwachstum und auf den Proliferations-
Signalwegen in NET sind nicht bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war die Wirkung von
Aspirin auf neuroendokrinen Tumorzellregulation zu untersuchen. Es wurden die
Effekte von Aspirin in humanen pankreatischen neuroendokrinen Tumorzellen BON1,
in humanen bronchopulmonalen Tumorzellen NCI-H727 sowie in Darmtumorzellen
GOT1 untersucht und ausgewertet. Die geprtften Aspirinkonzentrationen waren im
Bereich von 0,001 bis 5 mmol/l. Laut Literatur, liegen die therapeutischen Peak-
Serumspiegel von Aspirin zwischen 0,003 bis 5,2 mmol/l. Die oralen Aspirin-
Dosierungen in vivo variieren in der Tat von 75 mg Gesamttagesdosis bis 25 mg/kg
Kérpergewicht jede 8 Stunden (Gajula R et al., Sci Phaarm 2012; Cerletti C et al., Clin
Pharmacokinet 2003; Kershaw RA et al., J Clin Pharmacol 1987; Nordt SP et al., West
J Emerg Med 2011; Juérez Olguin H et al., Biopharm Drug Dispos 2004).

Aspirin supprimierte die Zellproliferation in allen 3 getesteten NET Zellinien in einer
zeit- und dosisabhangigen Weise, ab Konzentrationen von 0,5-1 mmol/l, welche
innerhalb des therapeutischen Serum-Peaks von Aspirin nach oraler Einnahme sind.

Die Hemmung der Zellproliferation wurde durch SYBR green DNA-Markierungsassays
in BON1 und NCI-H727 sowie durch Cell Titer Proliferationsassays in allen 3 Zelllinien
bestatigt. Um die Mechanismen der Aspirin-vermittelten Hemmung des Zellwachstums
zu untersuchen, wurde hier die Wirkung von Aspirin auf wichtige intrazellularen
Signalwege Uberprift. Es ergab sich die Suppression von 4EBP1 und (in geringerem
MaBe) von P70S6K Phosphorylierung (Abb. 5 und 12). Beides sind Substrate von
mTOR-Signalwegen. Die Phosphorylierung von S6 - einem Substrat von P70S6K -
wurde stark gehemmt (Abb. 5 und 12). Das zeigt die zentrale Rolle von mTOR
,2Downstream signaling® in der Aspirin-vermittelte Hemmung von NET Zellwachstum.
Dieser Effekt ist &hnlich zu den in Kolorektalkarzinomzellinien gezeigten Effekten (Din
FV et al, Gastroenterol 2012). S6 und 4EBP1 férdern normalerweise die
Zellproliferation. Die Dephosphorylierung von 4EBP1, p70S6K und S6 kénnte die
Hemmung von Zellproliferation und Zelltberleben vor allem mittels einer Reduktion der
Proteinsynthese verursachen (Hay N et al., Genes Dev 2004).

In dieser Arbeit wird auch eine Uberaktivierung von AKT und eine (gegebenenfalls
AKT-vermittelte (Manning BD et al., Mol Cell 2002) Tuberin Phosphorylierung bei Thr
1462 (pTSC2) gezeigt. Aus diesem Grund, kdnnte die Aspirin-vermittelte Inhibition von
S6 und 4EBP1 Aktivitdt die TSC1/TSC2-vermittelte Hemmung von mTORCH1
Signalwegen reflektieren (Huang J et al., Biochem J 2008; Nobukini T et al., Novartis
Found Symp 2004). Trotz der erhéhten Phosphorylierung von TSC2 wurde nur ein
minimaler Effekt auf die mTOR Phosphorylierung bei Serin 2448 gezeigt. Eine
reduzierte Phosphorylierung von mTOR an anderen Stellen (und die assozierte
Hemmung von mTORC1 Aktivitat) oder ein kompensatorisches mTORC2-vermitteltes



positives feedback Signal kénnen jedoch nicht ausgeschlossen werden (Wolin EM et
al., Cancer Lett 2013). Die Behandlung mit Aspirin und die Hemmung des mTOR
Signalwegs waren auch mit einer Uberaktivierung des Raf/MEK/ERK1/2 Signalwegs
verbunden. Dies wurde aufgrund einer erhéhten Phosphorylierung von ERK1/2 und
CREB gezeigt (Abb. 7 und 12). Ahnlich zu den beobachteten Effekten auf AKT, kénnte
die Aktivierung von ERK/CREB einen kompensatorischen Mechanismus reflektieren.
Es bleibt unklar, ob diese kompensatorische Effekte als Antwort auf mMTOR-Hemmung,
ein Zeichen von klinischer Resistenz (Svejda B et al., Cancer 2011; Zitzmann K et al.,
Cancer Lett 2010) oder im Gegenteil von Wirksamkeit der Behandlung sind (Meric-
Bernsam F et al., Clin Cancer Res 2012). Die Aktivierung von ERK wurde in der
Literatur schon mit Inhibition des Zellwachstums von gastrointestinalen Karzinoiden
(Cook MR et al.,, Mol Cancer Ther 2010) sowie mit der Regulation des ,G2/M
checkpoint® assoziiert (Nam HJ et al., Cell Signal 2008). Die gleichzeitige Hemmung
von mTOR und die kompensatorische Aktivitdt von AKT (und/oder ERK) kénnten die
Inhibition von NET Zellwachstum verstarken (Zitzmann K et al., Cancer Letter 2010).
Diese Ausgleichs-Effekte auf AKT und ERK sind wahrscheinlich nicht durch die
Induktion von upstream-Signalwegen verursacht. Aspirin hemmte in der Tat die
Phosphorylierung von EGFR und c-MET in einer dosisabh&ngigen Weise. Beide
Rezeptoren sind wichtige Wachstumsfaktoren, die in der Tumorgenese beteiligt sind
und als zielgerichtete Therapie betrachtet werden (Puri N et al., J Carcinog 2008; Gan
HK et al., Cancer Res 2012; Robinson KW et al., Oncologist 2013). Es wurde schon in
der Literatur gezeigt, dass Aspirin specifity proteins (Sp)-regulierten Genprodukte wie
c-MET in Kolonkrebszellen hemmen kann (Pathi S et al., PLoS One 2012). Das kénnte
einen Teil der potentiellen antitumoralen Effekte von Aspirin erklaren.

In allen 3 gepriften Zelllinien verursachte Aspirin die Phosphorylierung von GSKS3 in
einer zeit- und dosisabhangigen Weise (Abb. 7). GSK3 ist eine Serin/Threonin Protein
Kinase, welche von AKT oder MAP Kinase Signalwege phosphoryliert werden kann
(Carter Y et al., Neuroendocrinology 2013). Die Phosphorylierung von GSKS3
verursacht die Hemmung von GSK3 selbst und das ist der primare Weg durch den
diese Protein-Kinase die Hemmung von Zellwachstum verursachen kann (Rayasam
GV et al., Br J Pharmacol 2009). Die Inhibition von GSK3 spielt eine groe Rolle in
Uberleben-Signalwegen: die transgene Uberexpression von GSK3 verursacht in der
Tat proapoptotische Effekte (Woodgett JR, Sci STKE 2001). Trotzdem, bleibt die
genaue Rolle von GSKS3 in der Tumorgenese schwer definierbar und GSKS3 Inhibitoren
wurden als eine neue Klasse von therapeutischen Mitteln gegen Kolonkarzinom
vorgeschlagen (Shakoori A et al., Cancer Sci 2007).

Die Aspirin-vermittelte Inhibition von Zellproliferation war nicht mit Induktion von
Apoptosis in BON 1 und NCI-H727 Zellen assoziiert. In dieser Arbeit wurden in der Tat
keine Steigerung im Prozentsatz der Zellen in sub-G0/1-Phase oder eine PARP-
Spaltung beobachtet (Abb. 11), sondern Veranderungen in der Verteilung der Zellen
im Zellzyklus und einen reduzierten Eingang in der S-Phase.

Die Behandlung mit Aspirin induzierte die Expression von Protein p21 (p21) und
reduzierte die Expression von CDK4 und Cyclin D3. p21 kénnte die
Zellzyklusprogression durch Bindung mit Cyclinen und CDK Komplexen hemmen,
sowie durch Verhinderung der Aktivierung der Apoptose (Coqueret O, Trends Cell Biol
2003). Deswegen kénnte die Aspirin-vermittelte Hemmung von NET Zellproliferation
auch durch eine erhhte Aktivitat von p21 erklart werden. Diesbezlglich wurde eine
Suppression der Zellproliferation durch Uberaktivierung der p21 Signalwegen in
hepatozellularen Karzinomzellen HepG2 schon beschrieben (Feng X et al., Int J Mol
Med 2011).

Interessanterweise untersuchten Fendrich V et al. (Fendrich V et al., Endocr Relat
Cancer 2014) vor kurzem die Wirkung von Aspirin in Rip 1-Tag 2 Mause. Die Rip 1-
Tag 2 Maus ist ein Modell von spontaner multistep Tumorigenese von soliden



pankreatischen NEN. Aspirin wurde mit einer taglichen Dosis von 20 mg/kg
Kérpergewicht verabreicht. Die mediane TumorgréBe von den entwickelten
pankreatischen NEN in den Rip 1-Tag 2 Mausen reduzierte sich signifikant nach
Behandlung mit Aspirin (67%). Aspirin fihrte auch zu einer Reduktion der mittleren
Tumorzahl um 45%.

Die Studie von Fendrich et al. ergab eine deutliche antiproliferative Wirkung von Aspirin
auf Inselzelltumoren in vivo in einem transgenen Mausmodell. Daher zogen die
Authoren die Schlussfolgerung, dass Aspirin ein wertvolles chemopréaventives Mittel
bei Patienten mit einem hohen Risiko flir pNENs sein kdnnte.

Immer mehr Studien zeigen wie Aspirin ein potentieller antitumoraler Effekt in Patienten
mit verschiedenen Tumorentitdten haben kann. Eine sehr aktuelle Meta-Analyse von
observationellen Studien zeigt interessanterweise, wie die Einnahme von Aspirin, unter
anderem Krebsentitaten, auch mit einer Reduktion von NET des Dinndarms assoziert
ist (Qiao Y et al., BMC Cancer 2018). In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt wie Aspirin
die Inhibition von NET Zellwachstum und von NET intrazellularen Signalwegen
vermitteln kann. Angesichts der fehlenden etablierten pharmakologischen adjuvante
Therapien nach vollstandiger (R0) Resektion von NETSs, sind weitere préklinische und
klinische Studien erforderlich, um die potentielle Verwendung von Aspirin in
neuroendokrinen Tumorerkrankungen zu etablieren. Als wichtiges Forschungsausblick
wirden insbesondere randomisierte kontrollierte Studien wichtige Daten ergeben, um
in der Klinik mit gréBerer Validitat Aspirin als antitumorelles Mittel einsetzen zu kénnen
(Elwood et al., Plos One 2016).
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Abb. 12: Effekte von Aspirin auf intrazellularen Signalwegen in neuroendokrinen
Tumor-Zellen. Die ausfihrlichen Effekte sind in den Ergebnissen und in der Diskussion
beschrieben.

Legende:

AKT: Proteinkinase B

CREB: cAMP response element-binding protein
4EBP1: 4E-bindendes Protein 1

EGFR: Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
ERK: extracellular-signal regulated Kinase
GSKa3: Glykogensynthase-Kinase 3

MEK: Mitogen-activated protein kinase kinase
MET: Mesenchymal-epithelialer Transitionsfaktor
mTOR: Mammalian target of rapamycin
P70S6K: P70 ribosomale Protein S6 Kinase
PDK1: protein 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1
PI3K: Phosphoinositol-3-Kinase

RAF: rapid accelerated fibrosarcoma

RAS: Rat sarcoma

S6K: ribosomale Protein S6 Kinase

TSC: Tuberdses Skleroseprotein
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es in vitro an humanen neuroendokrinen
Tumorzelllinien die potentiellen Effekte von Aspirin auf das Zellwachstum, auf die
intrazellularen Signalwege, sowie auf den Zellzyklus zu untersuchen.

Es wurde herausgefunden, dass die Behandlung von BON1-, NCI-H727- und GOT1-
Zellen mit Aspirin in verschiedenen gepriften Konzentrationen die Proliferation der
NET Zellen in vitro hemmte. Signifikante Effekte wurden ab einer beginnenden Aspirin-
Dosis von 0,5 bis 1,0 mmol/l gezeigt und wurden am stérksten bei der hdchsten
getesteten Dosis von 5,0 mmol/l beobachtet.

Aspirin hemmte den Signalweg von mTOR. Dies wurde mit der Hemmung der
Phosphorylierung von den mTOR Substraten 4EBP1, p70S6K und S6 gezeigt, sowie
auch mit der Inhibition der GSK3-Aktivitat. Des Weiteren wurden auch eine Aspirin-
vermittelte (am ehesten kompensatorische) Aktivierung von TSC2 und AKT und eine
Suppression von c-MET und EGFR-Phosphorylierung beobachtet. In Assoziation mit
diesen Effekten zeigte sich ein reduzierter Eingang der Zellen in Phase S des
Zellzyklus, die Induktion von dem Zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitor p21, und die
reduzierte Expression von der Zyklin-abhangigen Kinase 4 und von der Zyklin D3.

In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit scheint eine Behandlung mit
Aspirin in vitro eine potentielle antitumorale Wirkung in NET zu haben. Weitere
praklinische in vivo Studien und klinische Untersuchungen als Bestatigung sind
erforderlich.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

AKT Proteinkinase B

BAX B-Zell-Lymphom-assoziertes X

BCL-2 B-cell lymphoma 2

BON1 Humane neuroendokrine pankreatische
Tumorzellen

BSA Bovine serum albumin

CDK4 Cyclin-abhangige Kinase 4

CDK6 Cyclin-abhangige Kinase 6

CDKN1A Cyclin-abhangige Kinase 1A

| CgA Chromogranin A

CREB cAMP response element-binding protein

CT Computertomographie

COX-2 Cyclooxigenase 2

DMEM/F12 Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture
F12

4EBP1 4E-bindendes Protein 1

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ENETS European Neuroendocrine Tumor Society

ERK extracellular-signal regulated Kinase

FKS Fetales Kélberserum

GEP Gastroenteropankreatisch

GOT1 Humane Mitteldarmkarzinoidzellen

GSK3 Glykogensynthase-Kinase 3

5-HIES 5-Hydroxyindolessigsdure

HPF High Power Field

MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase

MEN 1 Multiple Endokrine Neoplasie Typ 1

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase

MET Mesenchymal-epithelialer Transitionsfaktor

MRT Magnetresonanztomographie

mTOR Mammalian target of rapamycin

mTORC Mammalian target of rapamycin complex

NCI-H727 Humane bronchopulmonale neuroendokrine
Tumorzellen

NEC Neuroendokriner Karzinom

NET Neuroendokriner Tumor

NFkB Nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer” of
activated B-cells

p21 Protein p21, Zyklin-abhéngiger Kinase-Inhibitor

PARP Poly ADP ribose polymerase

PDK1 protein 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1

P70S6K P70 ribosomale Protein S6 Kinase

PBS Phosphat-gepufferte-Salzlésung

PET Positronen-Emissions-Tomogrpahie

Pl Propidiumiodidfarbung

PI3K Phosphoinositol-3-Kinase

PIBKCA Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase

Catalytic Subunit Alpha
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RAF rapid accelerated fibrosarcoma

RAS Rat sarcoma

RFA Radiofrequenzablation

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SDS Natriumdodecylsulfat

SSA Somatostatinanaloga

TACE Transarterielle Chemoembolisation

TNM- Tumor, Lymphknoten, Metastasen-abhangige

Klassifikation

Klassifikation

TP53

Tumor Protein 53

TSC 2 Tuberdses Skleroseprotein vom Typ 2
SIRT Selektive interne Radiotherapie

uicC Union for International Cancer Control
VEGF Vascular endothelial growth factor
VIP Vasoactive intestinal peptide

WHO World Health Organisation
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