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1. Einleitende Zusammenfassung

Die Behandlungsmoglichkeiten bei neuroendokrinen Tumoren des
gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NET) sind derzeit begrenzt. In der
vorliegenden kumulativen Habilitationsarbeit wurden drei Signalwege naher
untersucht, die fir Proliferation, Wachstum und Uberleben neuroendokriner
Tumorzellen von besonderer Bedeutung sind: der Jak-STAT-Signalweg, der PI(3)K-
Akt-mTOR-Signalweg sowie der Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg. Primares Ziel war es,
durch aktivierende oder hemmende Modulation dieser Signalwege Antitumor-Effekte
in GEP-NET-Zellen zu erzielen und somit neue Therapiestrategien aufzuzeigen.
Durch siRNA-vermittelte Inhibition von SOCS1 konnten Dauer und Starke des Typ |
IFN-induzierten Jak-STAT-Signals erhéht und damit die Antitumor-Wirkung von IFN-
a und IFN-B verstarkt werden. Pharmakologische Inhibitionen verschiedener
aktivierender Komponenten des PIl(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-
Signalwegs wie Akt, mTOR und Raf bewirkten in GEP-NET-Zellen starke Antitumor-
Effekte, wobei ,multi-targeted“-Ansatze bezlglich ihrer antiumoralen Wirksamkeit
,Single-targeted“-Ansatzen Uberlegen waren. Einige der hier vorgestellten
Therapieansatze sind bereits im Rahmen klinischer Studien an GEP-NET-Patienten
Uberpruft worden. Herausragend waren dabei die Ergebnisse mit dem mTOR
Inhibitor Everolimus, der inzwischen flr die Behandlung metastasierter NET des
Pankreas, sowie nicht funktioneller NET gastrointestinalen- oder pulmonalen

Ursprungs zugelassen ist.
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2. Einleitung

2.1 Neuroendokrine Tumore des gastroenteropankreatischen Systems

Bei neuroendokrinen Tumoren (NET) handelt es sich um eine heterogene Gruppe
bdsartiger Erkrankungen. NET sind selten. In Deutschland werden ein bis zwei
Neuerkrankungen auf 100.000 Menschen pro Jahr diagnostiziert. Etwa ein Viertel der
NET entfallen auf das bronchopulmonale System. Weitere zwei Drittel der NET sind
im gastroenteropankreatischen System lokalisiert und werden als GEP-NET
bezeichnet (Modlin, Lye & Kidd, 2003). Neben der Tumorlokalisation wird nach WHO
Klassifikation 2017 zwischen gut differenzierten neuroendokrinen Tumoren (G1-G3)
und gering differenzierten neuroendokrinen Karzinomen (G3) unterschieden (Lloyd,
Osamura, Kloppel & Rosai, 2017). "Neuroendokrin" werden die Tumore genannt, weil
sie sich von Zellen ableiten, welche einerseits die funktionellen und morphologischen
Charakteristika von endokrinem Gewebe zeigen, gleichzeitig aber Proteine
exprimieren, die sonst nur in Nervenzellen vorkommen (z.B. Chromogranin A,
Synaptophysin und Neuron-spezifische Enolase). Knapp die Halfte aller NET
verursacht hormonelle Hypersekretionssyndrome mit typischer Symptomatik - diese
Gruppe wird als "funktionell aktiv" bezeichnet (Begum, Maasberg & Pape, 2017). Die
restlichen NET sind funktionell inaktiv. Sie prasentieren sich mit einer unspezifischen
Symptomatik und bleiben oft GUber Jahre unerkannt. Klinisch werden sie haufig erst
durch lokale Tumorausbreitung oder hepatische Metastasen manifest.

Eine vollstandige operative Entfernung des NET stellt die bislang einzige potentiell
kurative Therapie dar. Die palliative Therapie bei inoperablen NET umfasst
lokalablative Malnahmen zur Reduktion der Tumormasse bei ausschlief3licher
Lebermetastasierung sowie die peptidrezeptorvermittelte Radiotherapie (PRRT) bei
Tumoren, die Somatostatinrezeptoren exprimieren. In der medikamentdsen Therapie
metastasierter GEP-NET kommen, - je nach Primariuslokalisation, - konventionelle
Chemotherapeutika, Somatostatinanaloga und Interferon-a ("Biotherapien") sowie
der Multi-Tyrosin-Kinase Inhibitor Sunitinib und der mTOR Inhibitor Everolimus zum
Einsatz (Auernhammer, 2018; Aristizabal Prada, 2018; Auernhammer, 2019).
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2.2 Interferone und der Jak-STAT-Signalweg

Interferone (IFNe) sind eine grofle Familie von Zytokinen, deren antivirale
Eigenschaften 1957 erstmals beschrieben wurden (Isaacs & Lindenmann, 1957). In
den darauffolgenden Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass sie zusatzlich
antitumorale und immunmodulatorische Wirkung haben (Stark & Darnell, 2012). IFNe
werden als korpereigene Gewebshormone vor allem von Leukozyten und
Fibroblasten gebildet. Anhand verschiedener Eigenschaften wie Rezeptorspezifitat,
Aminosauresequenzhomologie und Genlocus werden sie aktuell in 3 Hauptgruppen
eingeteilt: Typ | IFNe (IFN-q, B, w, € und k), Typ Il IFNe (IFN-y) und Typ Il IFNe (IFN-
As: IL-28A, IL-28B und IL-29) (Fish, 2014; Sheppard, 2003). Therapeutische
Bedeutung haben bislang IFN-a und IFN-B. IFN-a wird neben seiner Anwendung in
der Therapie chronischer Hepatitis B und C Infektionen, bei zahlreichen
Tumorerkrankungen, so auch bei NET eingesetzt. Das symptomatische Ansprechen
von NET auf eine Therapie mit IFN-a ist vergleichbar mit dem der
Somatostatinanaloga, es liegt bei etwa 60% (Uri & Grozinsky-Glasberg, 2018). In
einer Reihe unkontrollierter Studien wurden im Durchschnitt eine Stabilisierung des
Tumorleidens in 40-50% sowie eine partielle Tumorremission in 11% der Falle
beschrieben (Pavel, 2012). Da das Nebenwirkungsprofil im Vergleich zu
Somatostatinanaloga deutlich ungunstiger ist, gilt IFN-a allgemein als Mittel der 2.
Wahl.

Die Aminosauresequenzidentitat zwischen IFN-a und Typ llI-IFNen betragt lediglich
15-19%. Dennoch stimulieren Typ |- und Typ Il IFNe nahezu identische
Genexpressionsmuster. lhre biologische Wirkung entfalten sie Uber Bindung an
spezifische Rezeptoren und nachfolgende Aktivierung des ,Just another kinase“
(Jak)- ,Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)-Signalwegs
(Doyle, 2006; Kotenko, 2003). Der Typ | IFNR besteht aus den
Rezeptoruntereinheiten IFNAR1 und IFNAR2 und ist ubiquitar exprimiert. Dagegen
wird der Typ Ill IFNR aus den Untereinheiten IL-28R1 und IL-10R2 gebildet, welche
keinerlei Homologie zu IFNAR1 oder IFNAR2 aufweisen. Die Expression von IL-
28R1 beschrankt sich zudem auf Zellen epithelialen Ursprungs sowie bestimmte
Immunzellen (NK cells, pDCs, and DCs; Stanifer, Pervolaraki & Boulant, 2019). Nach
Bindung der entsprechenden Liganden erfolgt zunachst eine Dimerisierung der

Rezeptor-Untereinheiten. Im  Folgenden werden die rezeptorassoziierten
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Januskinasen Jak1 und Tyk2 durch Autophosphorylierung aktiviert und
phosphorylieren ihrerseits Tyrosinreste an den Rezeptorketten. Diese fungieren als
Bindungsstellen fur ,Src-homology® 2 (SH2)-Domanen zytoplasmatischer STAT-
Proteine, welche im weiteren Verlauf durch Jak1 und Tyk2 tyrosinphosphoryliert
werden (Abb. 2). Nach Dissoziation vom Rezeptor bilden sie Homo- oder
Heterodimere, welche unmittelbar in den Nukleus wandern und dort die Transkription
von Zielgenen aktivieren bzw. unterdricken. Die Weiterleitung des Typ |- bzw. Typ
[lI-IFN-Signals erfolgt zu einem grof3en Teil durch STAT1-STAT2-Heterodimere,
welche im Kern einen trimolekularen Komplex mit ,IFN-regulatory factor® 9 bilden.
Dieser, auch ,IFN-stimulated gene factor* 3 (ISGF3) genannte Komplex, bindet an
spezifische DNA-Sequenzen, sog. ,IFN-stimulated response elements® (ISREs;
consesus sequence TTCNNNGAA). Zusatzlich kommt es durch Typ | und Typ I
IFNe zur Bildung anderer STAT-Dimere (hauptsachlich STAT1- und STAT3 Homo-
und Heterodimere), welche im Kern an das sog. ,Gamma Activated Sequence”
(GAS) Element binden (Platanias, 2005).

Insgesamt wurden bislang ca. 2000 IRGs identifiziert, von denen viele mit den
typischen IFN-assoziierten Eigenschaften in Verbindung gebracht werden kénnen
(Samarajiwa, Forster, Auchettl & Hertzog, 2009).

Eine unkontrollierte Aktivierung der Jak-STAT-Signalkaskade fuhrt zu chronischer
Entzindung und begunstigt die Entstehung von Tumoren. Um die toxischen
Wirkungen der Interferone zu begrenzen, sind negative regulatorische Mechanismen
auf mehreren Ebenen der Signaltransduktionskaskade notwendig. ,Suppressor of
Cytokine Signalling“ (SOCS) Proteine gehdren zu den wirkungsvollsten Inhibitoren
des Jak-STAT-Signalwegs. Die Familie umfasst 8 Mitglieder (SOCS1-7 und CIS).
Alle SOCS Proteine besitzen ein konserviertes SOCS-,box“-Motiv. am C-Terminus,
eine zentrale SH2-Domane und eine spezifische N-terminale Region variabler Lange.
SOCS1 und SOCS3 besitzen zudem eine Kinase-inhibierende Doméne. Typ | IFNe
induzieren primar die Expression von SOCS1 und SCOS3, welche auf mehreren
Ebenen der Jak-STAT-Kaskade in die Signalweiterleitung eingreifen: Durch Bindung
ihrer SH2-Domane an den phosphorylierten Zytokinrezeptor blockieren sie kompetitiv
Bindungsstellen fur STATs (1), durch Bindung ihrer Kinase-inhibierenden Doméane an
JAKs hemmen sie deren Kinase-Aktivitat (2) und schlieRlich initiieren sie durch
Bindung ihrer SOCS-,box“-Domane an JAKs (3) und Zytokinrezeptoren (4) deren
proteasomalen Abbau (Croker, Kiu & Nicholson, 2008).
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Zahlreiche Studien zeigen die Bedeutung von SOCS1 und SOCS3 als negative
Feedback-Regulatoren der IFN-stimulierten Jak-STAT-Signalkaskade auf. So
bewirkte eine erhdhte SOCS1- und SOCS3 Expression eine Inhibition der IFN-
vermittelten antitumoralen und antiviralen Effekte (Vlotides, 2004; Brand, 2005).
Zudem konnte eine Korrelation zwischen erhdhter SOCS1- bzw. SOCS3 Expression
und einem schlechten Ansprechen auf IFN-a in chronischer myeloischer Leukamie
und HCV in vivo nachgewiesen werden (Roman-Gomez, 2004; Walsh, 2006).
Aufgrund seiner Bedeutung fur die Zytokin-vermittelte Regulation essentieller
Zellfunktionen wie Proliferation und Apoptose, birgt der Jak-STAT-Signalweg ein
grol3es therapeutisches Potential fir die Behandlung maligner Tumorerkrankungen,
einschliel3lich GEP-NET.
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2.3 Der PI(3)K-Akt-mTOR-Signalweg

Der Phosphoinositid-(3)-Kinase (PI(3)K)-Akt-mTOR-Signalweg spielt eine zentrale
Rolle bei der Regulierung essentieller, zellularer Funktionen wie Zellwachstum,
Proliferation, Uberleben, Protein-Synthese und Angiogenese.

Die Auslésung der PI(3)K-Akt-mTOR-Signalkaskade erfolgt in der Regel durch die
Bindung von Wachstumsfaktoren an spezifische Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKSs).
Im Folgenden kommt es zur Aktivierung der Phosphoinositid-(3)-Kinase (PI(3)K),
welche die Bildung von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphaten (PIP3) aus
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphaten (PIP2) induziert.

Diese Lipide dienen an der Plasmamembran als Andockstellen fur Proteine mit
Pleckstrin-Homologie (PH)-Domanen, zu denen auch die Serin/Threoninkinase Akt
(PKB) und ,Phosphoinositide-dependent kinase“-1 (PDK1) zahlen. Sind beide
Proteine an PIP3 gekoppelt, kann Akt durch PDK1 am Thr308 phosphoryliert und
damit partiell aktiviert werden (Cantley, 2002). Durch Phosphorylierung an Ser473, u.
a. durch mTORC2, erhalt Akt nachfolgend die volle enzymatische Aktivitat (Roux &
Topisirovic, 2018).

Gegenspieler von PI(3)K und damit negativer Regulator der PI(3)K-Akt-mTOR-
Signalkaskade ist Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN), indem es PIP3 in
seine inaktive Form, PIP2, umwandelt.

Der Kernregulator des PI(3)K-Akt-mTOR-Signalwegs ist Akt, eine Familie eng
verwandter Serin/Threonin-Kinasen (Abb. 1).

In  Saugetieren existiert Akt in drei Isoformen mit stark variierenden
Expressionsmustern. Wahrend Akt1 ubiquitar exprimiert wird, kommt Akt3
hauptsachlich in neuronalem Gewebe vor. Die Expression von Akt2 variiert stark
zwischen verschiedenen Organen, wobei hohe Expressionsraten vor allem in
insulinsensitiven Geweben (Leber, Muskel, Fettgewebe) zu finden sind (Stambolic,
2006; Mendoza, 2007). Weit Uber 100 Akt-Substrate sind bislang charakterisiert,
darunter viele mit wichtigen Funktionen im Hinblick auf Apoptose, Proliferation und
Zellwachstum (Abb. 1). Akt hemmt direkt pro-apoptotische Proteine wie Bad und Bax
sowie apoptosefordernde Signale, die von Transkriptionsfaktoren wie den ,Forkhead-
Box“ (Fox)-Proteinen erzeugt werden. Gleichzeitig erhoht Akt die Transkriptionsrate
anti-apoptotischer Gene wie Bcl-2 und Bcl-XL und wirkt antagonistisch zur p53-

vermittelten Apoptose, indem es die E3 Ubiquitin-Protein-Ligase ,Mouse double
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minute 2 homolog“ (Mdm2) phosphoryliert (Gottlieb, Leal, Seger, Taya & Oren,
2002).

Als wichtiger Regulator der Zellproliferation phosphoryliert und inaktiviert Akt
Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK-3), was die Phosphorylierung und Degradierung
von Cyclin D1 verhindert und somit die Zellzyklusprogression vorantreibt. Ebenfalls
proliferationsfordernd wirkt die Akt-vermittelte Phosphorylierung der ,cyclin-
dependent kinase“ (CDK)-Inhibitoren p21CIP1 und p27kip1 (Mundi, Sachdev,
McCourt & Kalinsky, 2016).

Uber Phosphorylierung und Hemmung des ,Tuberous Sclerosis Complex (TSC)
kommt es zur Aktivierung der kleinen GTPase ,Ras-homolog-enriched-in-brain®
(Rheb) welche wiederum ,mechanistic target of rapamycin“ (mTOR) aktiviert. Unter
allen Akt Substraten kommt dieser Serin/Threonin Kinase eine Schlusselrolle zu.
mTOR ist Bestandteil mindestens zweier Multi-Protein-Komplexe, welche sich
sowohl hinsichtlich ihrer Zusammensetzung als auch ihrer ,Inputs® und Zielproteine
unterscheiden. So besteht mTORC1 aus den Untereinheiten mTOR, ,regulatory-
associated protein of mTOR" (Raptor), ,mammalian lethal with SEC13 protein® 8
(mLST8) sowie den 2 endogenen Inhibitoren des Komplexes, 40kDa ,Proline-rich Akt
substrate® (PRAS40) und ,DEP domain-containing mTOR-interacting protein®
(DEPTOR) (Peterson, 2009; Kim, 2003; Brown, 2017; Abb. 1). mTORC1 wird als
zentrale Schaltstelle der Zelle betrachtet, welche durch Integration von Signalen
unterschiedlicher Netzwerke die Protein-Translationsrate den aufden
vorherrschenden Bedingungen in Bezug auf die Verfugbarkeit von Energie,
Sauerstoff und Wachstumsfaktoren anpasst. Auf diese Weise reguliert mTORCA1
wichtige Funktionen wie Zellwachstum, Proliferation und Apoptose.

4EBP1 und p70S6K sind die am besten charakterisierten Substrate von mTORC1. In
unphosphoryliertem Zustand bindet und inhibiert 4EBP1 elF4E, einen wichtigen
Faktor fur die Initiation cap-abhangiger Translation. p70S6K wird durch die
mTORC1- vermittelte Phosphorylierung aktiviert und phosphoryliert daraufhin das
ribosomale Protein S6 (rpS6), einen wichtigen Faktor fur die Translation von ,5'
terminal oligopyrimidine tract (TOP) mRNAs.

Neben mTORC1 bildet mTOR den mTORC2, bestehend aus mTOR, Rictor, mLSTS,
mSin1, Protor1/2 und Deptor (Abb. 1). Wahrend mTORC1 durch Rapamycin
gehemmt wird, ist mMTORC2 weit weniger empfindlich gegenuber Rapamycin und

seinen Derivaten (Roux & Topisirovic, 2018). Wie bereits erwahnt, ist eine wichtige
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Funktion von mTORC2 die vollstandige Aktivierung von Akt durch Phosphorylierung
an Ser473.

Regulierungsstorungen des PI(3)K-Akt-mTOR-Signalwegs werden mit zahlreichen
Krankheiten in Verbindung gebracht. So wird geschatzt, dass aktivierende
Mutationen innerhalb des PI(3)K-Akt-mTOR Signalwegs fur bis zu 30% aller
Krebserkrankungen beim Menschen verantwortlich sind. Dartber hinaus korrelieren
solche Mutationen mit einer schlechten Prognose (Luo, 2003; Sawyers, 2006).

Im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten sind Mutationen in Komponenten des
PI1(3)K-Akt-mTOR-Signalwegs bei GEP-NET eher selten (z. B. PTEN in 7- bzw. 9%
der Falle; Missiaglia, 2010; Jiao, 2011; Han, 2013; Perren, 2000). Trotzdem weist die
Mehrheit untersuchter GEP-NET eine konstitutive Aktivierung des PI(3)K-Akt-mTOR-
Signalwegs auf (Shah, 2006; Ghayouri 2010). In jungster Zeit wurden in NET einige
epigenetische Modifikationen, darunter die Methylierung des SEMA3F-Gens und der
damit einhergehende Verlust von Semaphorin 3 beschrieben. Es gibt Hinweise, dass
Semaphorin 3 mMTORC2 hemmt und die Herunterregulation seiner Expression eine
Rolle bei der Resistenzentwicklung gegeniber mTOR-Inhibitoren spielt (Nakayama,
2015; Bollard, 2015).

Haufig sind in GEP-NET auch Wachstumsfaktoren und/oder ihre Rezeptoren
uberexprimiert (Briest & Grabowski, 2014). Von besonderer Bedeutung sind hierbei
IGF-I und TGF-alpha, die von neuroendokrinen Tumorzellen vermehrt sezerniert
werden. Die hohe Expressionsdichte der entsprechenden Rezeptoren IGF-IR und
EGFR legt die Existenz autokriner Mechanismen nahe (Hépfner, 2006; von Wichert,
2000; Krishnamurthy, 1997; Nilsson, 1995). Somit kdnnte die gezielte Hemmung von
aktivierenden Komponenten des PI(3)K-Akt-mTOR-Signalwegs eine erfolgreiche

Strategie gegen die Proliferation von GEP-NET sein.
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Wachstumsfaktoren T

Zellwachstum/

Proteinsynthese Uberleben 1

Proliferation +

Abbildung 1: Durch koordinierte Phosphorylierung zahlreicher Zielproteine reguliert Akt Proliferation,
Zellwachstum/Proteinsynthese und Uberleben der Zelle. Modifiziert nach Cantley, 2002; Mundi, 2016;
Luo, 2003.
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2.4 Der Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg

Wie der PI(3)K-Akt-mTOR-Signalweg spielt auch der ,Rat sarcoma“ (Ras)-,rapidly
accelerated fibrosarcoma“ (Raf)-Mek-,extracellular signal-regulated kinase 1 and 2°
(ERK1/2)-Signalweg eine grol3e Rolle bei der Regulation wesentlicher Zellfunktionen
wie Wachstum, Proliferation und Differenzierung.

Auch der Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg beginnt in der Regel mit der Aktivierung von
RTKs durch Wachstumsfaktoren (Abb. 2). Der aktivierte Rezeptor rekrutiert das
Adapter-Protein ,Growth factor receptor bound protein® 2 (Grb2), welches daraufhin
den GTP-Austauschfaktor ,Son of sevenless® (SOS) bindet. Die Bildung dieses
Komplexes an der Plasmamembran hat die Aktivierung des membranassoziierten G-
Proteins Ras zur Folge. Dies wiederum bewirkt, dass Raf-Proteine zur Zellmembran
wandern und aktiviert werden. Die Serin/Threonin Kinase Raf kommt bei Saugern in
drei Isoformen vor. Dabei ist C-Raf (Raf-1) ubiquitar exprimiert, A-Raf und B-Raf sind
gewebespezifisch, mit hohen Konzentrationen in urogenitalem bzw. neuronalem
Gewebe (O'Neill & Kolch, 2004). Im weiteren Verlauf wird MEK von A-Raf, B-Raf
oder C-Raf an 2 Serinresten phosphoryliert. MEK wiederum phosphoryliert Erk,
welches durch direkte und indirekte Aktivierung zahlreicher Transkriptionsfaktoren
vor allem die Expression proliferationsfordernder Gene steuert. Fehlregulationen
innerhalb der Ras-Raf-MEK-Erk-Ubertragung gehen haufig mit ungehindertem
Wachstum und Apoptose-Resistenz einher. So wurden in ca. 30% aller
Krebserkrankungen beim Menschen aktivierende Punktmutationen der Ras-Gen-
Familie gefunden (McCubrey, 2007). Einige Krebsarten wie Melanom, Schilddrisen-
und Eierstockkrebs, weisen B-Raf Mutationen zu einem hohen Prozentsatz auf (30 —
60%; Davies, 2002). In GEP-NET sind aktivierende Mutationen in Komponenten des
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs selten (Tannapfel, 2005). Vermutlich sind auch hier
autokrine Sekretionsmechanismen von Wachstumsfaktoren dafir verantwortlich,
dass die Ras-Raf-MEK-Erk-Kaskade in der Mehrheit der untersuchten GEP-NET
konstitutiv aktiviert ist (Shah, 2006; Kidd, 2013). Demnach konnte eine gezielte
Hemmung von aktivierenden Komponenten des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs eine
erfolgreiche Strategie in der Behandlung von GEP-NET-Erkrankungen darstellen.
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2.5 Fragestellung und Zielsetzung

Innerhalb des komplexen Netzwerks der intrazellularen Signaltransduktion kénnen
der Jak-STAT-, der PI(3)K-Akt-mTOR- und der Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg als
herausragende Pfade gesehen werden, die allgemein in Tumoren, so auch speziell
in GEP-NET, haufig Defekte zeigen. Zentrales Ziel des Habilitationsprojektes war es,
durch gezielte Hemmung bzw. Modulation einzelner Komponenten dieser
Signalwege, individualisierte Therapiekonzepte fur GEP-NET-Erkrankungen anhand
geeigneter Zellmodelle zu entwickeln bzw. zu evaluieren. Folgende Ansatze wurden

hierbei verfolgt:

l. Jak-STAT-Signalweg
- Evaluierung des Antitumor-Potentials von Typ Il IFNen, welche in ihrer
biologischen Wirkung Typ | IFNen ahneln, jedoch aufgrund limitierter
Rezeptorexpression weniger Nebenwirkungen erwarten lassen.
- Untersuchung der Wirksamkeit von IFN-B, welches in zahlreichen
Studien ahnliche, aber starkere Effekte als IFN-a gezeigt hatte.
- Herunterregulation der SOCS1/SOCS3 Expression, um die Dauer und

Starke der Interferon-Antwort zu erhohen.

Il. P1(3)K-Akt-mTOR-Signalweg

- Evaluierung des Antitumor-Potentials des Akt Inhibitors Perifosin. Da
Perifosin Akt unspezifisch hemmt, sollte weiterfUhrend eine
differenzierte Analyse der Effekte Isoform-spezifischer Akt-Inhibition
mittels siRNA durchgefuhrt werden.

- Untersuchung der antitumoralen Effekte von Metformin.

- Untersuchung des Antitumor-Potentials von Everolimus (RADO001),
einem effektiven mTORC1 Inhibitor.

Il. Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg
- Evaluierung des Antitumor-Potentials von Raf265, einem effektiven

Inhibitor der Raf-Kinase.
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Funktionell und biochemisch lassen sich die betrachteten Signalwege nicht
vollstandig voneinander abgrenzen. Vielmehr gibt es zahlreiche aktivierende und
hemmende Querverbindungen (Abb. 2).

FUr die Zelle sind derartige Verflechtungen Uberlebenswichtig, bieten sie doch die
Mdglichkeit, Stérungen innerhalb einzelner Signalwege auszugleichen. Die
Krebstherapie mit neuartigen ,small-molecule“-Inhibitoren stellt dies jedoch vor neue
Herausforderungen, da sich Zellen einem Angriff auf einzelne tumorférdernde
Proteine durch kompensatorische Hochregulation nicht-gehemmter Signalwege
entziehen koénnen. Die genaue Beobachtung der Therapieantwort auf molekularer
Ebene und individuelles Reagieren auf madglicherweise auftretende
Kompensationsmechanismen konnten der Schlussel zum Erfolg einer Therapie von
Tumorerkrankungen inklusive NET sein.

Vor diesem Hintergrund sollte im letzten Abschnitt des Habilitationsprojektes
versucht werden, durch duale vertikale Hemmung innerhalb der PI(3)K-Akt-mTOR-
Signalkaskade bzw. durch duale horizontale Hemmung der PI(3)K-Akt-mTOR- und
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalkaskade mogliche Ausweichmechanismen der Zelle zu
umgehen und die Effektivitat der zielgerichteten Therapien zu steigern. Hierzu

wurden folgende ,dual“- bzw. ,multi-targeted“-Ansatze verfolgt:

- Untersuchung der antitumoralen Wirksamkeit einer gleichzeitigen Hemmung
von PI(3)K und mTOR.

- Evaluierung des Antitumor-Potentials einer gleichzeitigen Hemmung von
PI(3)K/mTOR und Raf.

- Untersuchung der antitumoralen Effekte von NVP-AEW541, einem selektiven
IGFIR-Inhibitor.

- Sensibilisierung gegentber ,TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL)
durch Inhibition verschiedener Komponenten des PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-
Raf-MEK-Erk-Signalwegs.

- Evaluierung des Antitumor-Potentials der neuartigen Hitzeschockprotein
(HSP)90-Inhibitoren AUY922 und HSP990.

- Untersuchung der antitumoralen Wirksamkeit Somatostatin/Dopamin-chimarer

Substanzen.
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Abbildung 2: Der Jak-STAT-, PI(3)K- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg sind Giber zahlreiche aktivierende- und hemmende Querverbindungen miteinander
vernetzt. Rot markiert sind Proteine, welche zur Evaluierung zielgerichteter Therapieansatze im Rahmen des Habilitationsprojektes aktiviert oder gehemmt
wurden. Modifiziert nach Roux, 2018; Hervas-Stubbs, 2011; Zimmermann, 1999; Suire, 2002.
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4. Ergebnisse

4.1 Aktivierung und zielgerichtete Modulation des Jak-STAT-Signalwegs

IFN-a wird in der Biotherapie neuroendokriner Tumore eingesetzt. Die Wirksamkeit
von |IFN-a st aufgrund haufig zu beobachtender Interferon-Resistenzen
eingeschrankt (Kaltsas, 2004; Plockinger, 2005). Zudem besitzt IFN-a ein relevantes
Nebenwirkungsprofil, welches durch Fieber, Muskelschmerzen, Mudigkeit und

Myelosuppression gezeichnet ist.

4.1.1 IFN-As zeigen signifikante Antitumor-Wirkung in neuroendokrinen Tumorzellen

Bei IFN-A (IL-28A/B und IL-29) handelt es sich um eine 2003 entdeckte Gruppe von
Interferonen. Aufgrund limitierter Rezeptorexpression lassen IFN-As im Vergleich zu
IFN-a ein gunstigeres Nebenwirkungsspektrum erwarten und konnten, im Falle
vergleichbarer Wirksamkeit, IFN-a in der NET-Therapie ersetzen. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, die Effekte von IFN-As auf neuroendokrine
Tumorzellen anhand des gut etablierten humanen pankreatischen NET Zellmodells
BON1 zu untersuchen. Zunachst wurde mittels RT-PCR die Expression der beiden
IFN-A Rezeptor-Untereinheiten IL-28R1 und IL-10R2 nachgewiesen. Eine Inkubation
von BON1 Zellen mit physiologisch erreichbaren IL-28A und IL-29-Konzentrationen
(10ng/ml) bewirkte die Phosphorylierung von STAT1, STAT2 und STAT3 sowie eine
signifikante Reduktion der Zellviabilitdt. Durch den Nachweis von PARP- und
Caspase-3-Spaltprodukten mittels ,Western Blot* konnte eine IL-28A- und IL-29-
vermittelte Apoptose-Induktion nachgewiesen werden. Bestatigt wurden diese
Ergebnisse durch FACS-Analysen, die einen signifikanten Anstieg der subG1-Phase
in IL-28A- und IL-29-behandelten BON1-Zellen zeigten, sowie durch Luciferase-
Assays, die einen Anstieg der Promoter-Aktivitat des proapoptotischen Proteins 2°,5'-
OAS aufzeigten. Durch stabile Uberexpression von SOCS1 und SOCS3 konnten alle
beschriebenen Effekte von IL-28A- und IL-29 verhindert werden. Dies beweist, dass
SOCS1 und SOCS3 potente negative Regulatoren der [IFN-A-induzierten
Signalkaskade sind. Insgesamt war die antitumorale Wirkung der IFN-As,
insbesondere die von IL-29, ausgepragter als bei IFN-a. So kdnnten langfristig IFN-
As IFN-a in der Biotherapie von GEP-NET ersetzen.
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(Zitzmann, K., Brand, S., Baehs, S., Goke, B., Meinecke, J., Spéttl, G., Meyer, H., &

Auernhammer, C. J. (2006). Novel interferon-lambdas induce antiproliferative effects

in __neuroendocrine  tumor _ cells. Biochemical —and  biophysical research
communications, 344(4), 1334-1341.)

Entwicklung und aktueller Status

Pegyliertes IL-29 hat inzwischen mehrere Phase Il und llI-Studien an Patienten mit
chronischer Hepatitis B-, C- und D durchlaufen. Dabei hatte IL-29, im Vergleich zu
IFN-a, bei gleicher oder besserer antiviraler Wirkung, deutlich weniger
Nebenwirkungen (Muir, 2014; Hamid, 2017; Nelson, 2017; Phillips, 2017). Klinische
Studien zur Uberpriifung der antitumoralen Wirksamkeit von IFN-A wurden bislang,
trotz vielversprechender praklinischer Daten in verschiedenen Tumorentitaten, nicht
durchgefuhrt (Lasfar, Zloza, Silk, Lee & Cohen-Solal, 2019).
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4.1.2 SOCS1 silencing verstarkt die Antitumor-Wirkung von Typ | IFNen durch

Apoptoserequlation

Neben Typ Il IFNen konnte das Typ I-IFN IFN-B bei GEP-NET-Erkrankungen ein
hohes therapeutisches Potential besitzen. Aufgrund seiner immunmodulatorischen
Eigenschaften wird IFN-B bislang primar zur Behandlung der Multiplen Sklerose
eingesetzt. Eine Studie von Vitale et al. konnte zeigen, dass IFN-B das
Zellwachstums von BON1 Zellen hemmt (Vitale, 2006). Im Rahmen dieses Projektes
wurden BON1- und zusatzlich CM-Zellen mit IFN-a und IFN-B in steigenden
Konzentrationen behandelt. Beide Zytokine bewirkten in beiden Zelllinien eine rasche
Tyrosin-Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 sowie eine Reduktion der
Zellviabilitat. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Vitale et al. (Vitale, 2006)
waren dabei die Effekte von IFN-B signifikant starker. Auf der Suche nach den
zugrundeliegenden Mechanismen des Zellviabilitatsverlustes konnte durch den
Nachweis von Caspase-8-, Bid- und Caspase-9-Spaltprodukten gezeigt werden,
dass IFN-B in GEP-NET-Zellen den intrinsischen Apoptose-Signalweg initiiert.

Eine stabile Uberexpression von SOCS1 konnte die apoptotischen Effekte beider
Typ | IFNe vollstandig unterbinden. Umgekehrt hatte die siRNA-vermittelte
Herunterregulation von SOCS1 eine massive Verstarkung des Interferon-Signals zur
Folge. Dies konnte eindrucklich durch starkere und langer andauernde STAT-
Phosphorylierung sowie durch starkere Apoptose-Induktion gezeigt werden. Durch
die Transfektion von SOCS1 siRNA in GEP-NET-Zellen reduzierte sich die basale
Expression von Bcl-2- und Bcl-XL, gleichzeitig war die basale Expression von Bak
und Bax erhoht. Dies legt den Verdacht nahe, dass eine verminderte SOCS1
Expression die Ausloseschwelle fir Apoptose herabsetzt, indem sie das Verhaltnis
zwischen antiapoptotischen und proapoptotischen Proteinen reduziert.
Zusammenfassend konnte diese Arbeit aufzeigen, dass

) IFN-B, im Vergleich zu IFN-a, ein hoheres therapeutisches Potential besitzt.

) durch Herunterregulation von SOCS1 ein mdglicher Resistenzmechanismus
uberwunden und das therapeutische Potential beider Typ-I IFNe erheblich gesteigert

werden kann.

(Zitzmann, K., Brand, S., De Toni, E. N., Baehs, S., Goke, B., Meinecke, J., Spdttl,
G., Meyer, H. H.,, & Auernhammer, C. J. (2007). SOCS1 silencing enhances
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antitumor activity of type | IFNs by requlating apoptosis in neuroendocrine tumor
cells. Cancer research, 67(10), 5025-5032.)

Entwicklung und aktueller Status

Obwohl IFN-B in vorliegender Studie, wie schon in der Studie von Vitale et al. (Vitale,
2006), verglichen mit IFN-a, wesentlich starkere Antitumor-Effekte in GEP-NET-
Zellen hervorrief, wurde seine Wirksamkeit in GEP-NET-Erkrankungen bislang nicht

klinisch untersucht.
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4.2 Inhibierung und zielgerichtete Modulation des PI(3)K-Akt-mTor-

Signalwegs

4.2.1 Die Rolle spezifischer Akt-lsoformen bei Perifosin-vermittelter Akt Inhibition

Drei Viertel aller GEP-NET weisen eine konstitutive Akt Phosphorylierung auf (Shah
et al., 2006). Ziel dieser Arbeit war es zunachst, die Auswirkungen einer Akt-
Blockade auf humane GEP-NET-Zellen heterogenen Ursprungs zu untersuchen.
Bronchiale NCI-H727-, intestinale GOT1- und pankreatische BON1 Zellen wurden
mit Perifosin, einem pan-Akt-Inhibitor aus der Gruppe der Alkylphospholipide,
behandelt. In allen untersuchten Zelllinien bewirkte Perifosin eine Inhibierung der
Akt-Phosphorylierung sowie eine signifikante Reduktion der Zellviabilitat. AuRerdem
wurde die Phosphorylierung zahlreicher Akt-Effektor-Proteine wie GSK3a/p, MDM2
und p70S6K verhindert. Dabei hatte Perifosin keinen signifikanten Einfluss auf den
Zellzyklus, induzierte aber Apoptose, wie die Zunahme der subG1-Fraktion, die
Spaltung von PARP sowie die Abnahme von Bcl-2 und Bcl-XL zeigte.

Perifosin wirkt als pan-Akt-Inhibitor und erfasst alle 3 vorkommenden Akt-Isoformen.
Um eine differenzierte Untersuchung der verschiedenen Akt-Isoformen und deren
Bedeutung fur die Vitalitdt neuroendokriner Tumorzellen zu ermdglichen, wurde
Isoform-spezifische siRNA eingesetzt.

Die Transfektion von Akt1- bzw. Akt3 siRNA hatte eine massive Reduktion der
Zellviabilitat sowie des koloniebildenden Potentials zur Folge. Dagegen waren
Zellviabilitdt und koloniebildendes Potential in Akt2 siRNA-transfizierten NET-Zellen
stark erhoht. Nur die Herunterregulation von Akt1 bzw. Akt3, nicht aber von Akt2
bewirkte die Dephosphorylierung von GSK3a/, MDM2, und p70S6K. Im Einklang mit
diesen Ergebnissen hatte die gleichzeitige Inhibierung aller drei Akt Isoformen einen
signifikant geringeren Antitumor-Effekt als die gleichzeitige, selektive Inhibierung von
Akt1 und Akt3. Die Transfektion von Akt3 siRNA I6ste Apoptose aus, wahrend alle 3
Isoform-spezifischen Akt siRNAs zu einer Verschlechterung der Invasionsfahigkeit
fUhrten.

Insgesamt ist die Inhibierung von Akt ein vielversprechendes Therapiekonzept flr
GEP-NET, welches sich durch den Einsatz selektiver Akt-Inhibitoren, unter

Umgehung einer Akt2-Inhibition, optimieren lasst.
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(Zitzmann, K., Vlotides, G., Brand, S., Lahm, H., Spétll, G., Goke, B., &

Auernhammer, C. J. (2012). Perifosine-mediated Akt inhibition in _neuroendocrine

tumor cells: role of specific Akt isoforms. Endocrine-related cancer, 19(3), 423—-434.)

Entwicklung und aktueller Status

Trotz vielversprechender in vitro Ergebnisse, wurde die klinische Entwicklung von
Perifosin in GEP-NET bisher nicht weiterverfolgt. Der Akt Inhibitor MK-2206 erzielte
in GEP-NET-Zellen in vitro vergleichbare Antitumor-Effekte (Somnay, 2013) und
wurde im Rahmen zweier klinischer Studien untersucht. In einer klinische Phase 1
Studie zu MK-2206 in Patienten mit soliden Tumoren, hatten 2 Pankreas-NET-
Patienten eine geringflgige Tumorantwort (Yap, 2011). Eine klinische Phase 2
Studie, welche acht Patienten mit metastasierten NET einschloss, wurde vorzeitig
beendet. Es gab keine komplette oder partielle Remission, jedoch wurde in vier der
acht Patienten eine Stabilisierung der Tumorerkrankung fir 4.2 — 10.2 Monate
erreicht (Reidy, Pietanza, Segal, Capanu & Saltz, 2013). In beiden Studien zeigte
MK-2206 eine gute Vertraglichkeit.
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4.2.2 Antitumor-Effekte von Metformin in GEP-NET-Zellen in vitro

Das orale Biguanid Metformin ist eines der wichtigsten Medikamente zur Behandlung
von Typ-2-Diabetes. Seine Einnahme wird mit einem reduzierten Krebsrisiko in
Verbindung gebracht (Yu, 2019). Metformin wirkt dabei vor allem Uber die Inhibition
von mTORC1. Die Hemmung kann hierbei Uber AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK)-abhangige und AMPK-unabhangige Mechanismen erfolgen. Ziel dieser
Arbeit war es, die Effekte von Metformin auf GEP-NET-Zellen zu untersuchen. Die
Behandlung pankreatischer BON1-, bronchialer NCI-H727-, sowie intestinaler GOT1-
Zellen mit steigenden Metformin-Konzentrationen (0.1-10 mM) flhrte zu einer
dosis-abhangigen Reduktion von Zellviabilitat und Zellzahl. Metformin induzierte
dabei in BON1- und GOT1-Zellen die Phosphorylierung von AMPK, inhibierte sie
jedoch in NCI-H727-Zellen. Die Abnahme der Phosphorylierungspiegel von
4EBP1, pP70S6K, und rpS6 unter Metformin in allen 3 untersuchten NET-
Zelltypen deutet auf eine effektive Hemmung von mTORC1 hin. Dies zeigt, dass
in NET-Zellen die Beteiligung von AMPK bei der Metformin-vermittelten
mTORC1-Hemmung zelltypabhangig ist. In allen 3 untersuchten Zelllinien kam es
unter der Metformin-Behandlung zu einer kompensatorischen Aktivierung von Akt
und GSK3. Zudem reagierten BON1- und NCI-H727-Zellen auf Metformin mit
einem Anstieg der Erk-Phosphorylierung, wahrend es in GOT1-Zellen zu einer
Reduktion von pErk kam. Die Heterogenitat der molekularen Metformin-Antwort
setzte sich in nachfolgenden Zellzyklusanalysen fort. In GOT1-Zellen kam es
unter Metformin zu einem Anstieg der subG1-Fraktion sowie zu einem Anstieg
von PARP-Spaltprodukten. In BON1- und NCI-H727-Zellen konnte keine Apoptose-
Induktion, jedoch eine leichte GO0/G1-Phasen-Akkumulation bei gleichzeitiger
Abnahme der S-Phasen-Fraktion, beobachtet werden. Zusammenfassend kann
gesagt werden, dass Metformin, zelltypabhangig, unterschiedliche molekulare
Mechanismen in Gang setzt, die jedoch bei allen untersuchten NET-Zellen in
mTORC1-Inhibition und einer Abnahme der Zellviabilitdt resultierten. Wie die
Ergebnisse dieser praklinischen Arbeit zeigen, konnte Metformin als gutvertragliches
Therapeutikum zuklnftig eine Rolle in der Therapie von GEP-NET spielen.

(Vlotides, G., Tanyeri, A., Spampatti, M., Zitzmann, K., Chourdakis, M., Spéttl, C.,
Maurer, J., NoOlting, S., GOke, B., & Auernhammer, C. J. (2014). Anticancer effects of
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metformin on neuroendocrine tumor cells in vitro. Hormones (Athens, Greece), 13(4),
498-508.)

Entwicklung und aktueller Status

In der Folge konnte eine weitere praklinische Studie, die viablitdtshemmenden
Effekte von Metformin auf GEP-NET-Zellen bestatigen (Herrera-Martinez, 2019).
Eine retrospektive Analyse von 445 Patienten mit fortgeschrittenen neuroendokrinen
Tumoren des Pankreas ergab eine signifikante Verlangerung des progressionfreien
Uberlebens durch Metformin (Pusceddu, 2018).

Derzeit sind drei klinische Studien zur Wirksamkeit von Metformin bei der
Behandlung von GEP-NET-Erkrankungen aktiv (www.clinicaltrials.gov). Neben einer
Phase 2-Studie, die die Wirkung von Metformin als Einzelsubstanz an Patienten mit
metastasierten,  gut-differenzierten = GEP-NET  untersucht (NCT02279758),
analysieren die MetNET-1 — und MetNET-2-Studien (NCT02294006 und
NCT02823691) den antiproliferativen Effekt von Metformin in Kombination mit
Everolimus und Octreotide LAR (MetNET-1) bzw. Lanreotide (MetNET2) an
Patienten mit metastasierten, gut-differenzierten Pankreas-NET (MetNET1) bzw. GI-
oder Lungen-NET (metNET-2).


http://www.clinicaltrials.gov/
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4.2.3 Der mTOR Inhibitor Everolimus (RADQOO01) induziert antiproliferative Effekte in
GEP-NET-Zellen

Im Gegensatz zu Metformin bewirkt das makrozyklische Lacton Rapamycin eine
direkte Inhibition des mTORC1, indem es, gebunden an das intrazellulare Protein
FKBP12, die Konformationsanderung und allosterische Hemmung von mTOR
bewirkt. Rapamycin wurde erstmals 1972 aus dem Bodenbakterium Streptomyces
hygroscopicus isoliert und bereits in den 1980er Jahren in einem Screening
Programm des National Cancer Instituts als ein Agens mit zytostatischer Aktivitat
eingestuft (Vignot, Faivre, Aguirre & Raymond, 2005). Aufgrund seiner schlechten
Wasserldslichkeit und chemischen Instabilitat wurden zahlreiche Rapamycin-Analoga
mit verbesserten pharmakokinetischen Eigenschaften entwickelt. Eines davon ist
Everolimus (Rad001), welches zum Zeitpunkt dieser Arbeit bereits einige Phase Il
Studien in verschiedenen Tumorentitaten, darunter NET, durchlief. Jedoch lagen
damals keinerlei praklinische Daten Uber die Wirksamkeit von Everolimus in NET vor.
In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass Everolimus, dosis-abhangig,
die Viabilitat pankreatischer BON1-Zellen senkt. Wie die Zunahme der subG1-
Fraktion und der Anstieg an PARP- und Caspase-3-Spaltprodukten zeigte, kam es
wahrend der Behandlung mit Everolimus zur Induktion von Apoptose. Zusatzlich
bewirkte Everolimus einen signifikanten GO0/G1-Zellzyklusphasenarrest. Wahrend
RADO0O01 die Phosphorylierung des mTORC1 targets p70S6K wirkungsvoll hemmte,
kam es durch negative Rickkopplung zu einer Aktivierung von Akt und GSK3a/.
Insgesamt lieferte diese Arbeit erste in vitro-Daten Uber die Wirksamkeit von

Everolimus in NET und stutzte die Notwendigkeit klinischer Studien.

(Zitzmann, K., De Toni, E. N., Brand, S., Goke, B., Meinecke, J., Spéttl, G., Meyer,
H. H., & Auernhammer, C. J. (2007). The novel mTOR inhibitor RADOO1 (everolimus)

induces antiproliferative effects in human pancreatic neuroendocrine tumor

cells. Neuroendocrinology, 85(1), 54—60.)

In weiterfhrenden Experimenten wurde das therapeutische Potential von Everolimus
an anderen NET-Zellmodellen evaluiert. Sowohl intestinale GOT1- als auch

bronchiale NCI-H727-Zellen reagierten bereits auf Konzentrationen von 10 ng/ml mit


https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_hygroscopicus&action=edit&redlink=1
https://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_hygroscopicus&action=edit&redlink=1
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signifikanten Viabilitatsverlusten, die sowohl durch Apoptose als auch durch G0/G1-
Zellzyklusphasenarrest hervorgerufen wurden. Auch hier kam es durch negative
Ruckkopplung zu einem starken Anstieg von pAkt. Bei GOT1-Zellen konnte

zusatzlich eine Everolimus-vermittelte Aktivierung von Erk nachgewiesen werden.

(Teile aus: Zitzmann, K., Ruden, J. v., Brand, S., Goke, B., Lichtl, J., Spéttl, G., &

Auernhammer, C. J. (2010). Compensatory activation of Akt in response to mTOR

and Raf inhibitors - a rationale for dual-targeted therapy approaches in

neuroendocrine tumor disease. Cancer letters, 295(1), 100-109.)

Entwicklung und aktueller Status

Everolimus durchlief mehrere Phase 2 und 3 Studien bei progredienten
pankreatischen NET. Das progressionsfreie Uberleben lag in der RADIANT-1- bzw.
COOPERATE-2 Studie zwischen 9,7 und 16,6 Monaten (Yao, 2010; Kulke, 2017).
Die randomisierte, Placebo-kontrollierte RADIANT-3 Studie zeigte eine Verlangerung
des progressionfreien Uberlebens von 4,6 Monaten mit Placebo, auf 11 Monate mit
Everolimus, bei einer objektiven Remissionsrate von 5% (Yao, 2011). Seit 2011 ist
Everolimus fur die Behandlung von inoperablen, metastasierten NET des Pankreas
zugelassen, 2016 erfolgte, aufgrund positiver Ergebnisse der RADIANT-4-Studie
(Yao, 2016), die Zulassung fur die Behandlung nicht funktioneller NET

gastrointestinalen- oder pulmonalen Ursprungs.
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4.3 Inhibierung und zielgerichtete Modulation des Ras-Raf-MEK-Erk-

Signalwegs

4.3.1 Der neue Raf Inhibitor Raf265 zeigt signifikante Antitumor-Wirkung

Der kompensatorische Anstieg von pErk als Antwort auf mTORC1-Inhibition in
GOT1-Zellen fuhrte zu der Einbeziehung des Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs als
potentielles ,target® in GEP-NET-Erkrankungen.

Die Mehrheit neuroendokriner Tumore weist eine konstitutive Erk1/2
Phosphorylierung auf (Shah, 2006). Um die Wirkung einer Blockade innerhalb des
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs zu testen, wurden BON1-, GOT1-, und NCI-H727-
Zellen mit steigenden Konzentrationen des Raf-Inhibitors Raf265 inkubiert. In allen
untersuchten Zelllinien reduzierte Raf265 die Viabilitdt, indem es zum einen
Apoptose, zum anderen einen GO0/G1-Zellzyklusphasenarrest hervorrief. Raf265
inhibierte die Phosphorylierung von Erk1/2, induzierte jedoch einen starken Anstieg
von pAkt. Eine Aktivierung von Akt unter Raf265 wurde zuvor nicht beschrieben und

deutet auf eine geschlossene Rickkopplungsschleife zwischen Akt und Erk hin.

(Teile aus: Zitzmann, K., Ruden, J. v., Brand, S., Goke, B., Lichtl, J., Spottl, G., &

Auernhammer, C. J. (2010). Compensatory activation of Akt in response to mTOR

and Raf inhibitors - a rationale for dual-targeted therapy approaches in

neuroendocrine tumor disease. Cancer letters, 295(1), 100-109.)

Entwicklung und aktueller Status

Klinische Daten zu Raf265 sind rar. Bislang gibt es keine klinischen Studien zu
seiner Wirksamkeit in GEP-NET. In einer Studie zu Raf265 in metastasierten
Melanomen, erfuhren nur 8 von 66 Patienten — unabhangig vom B-Raf-
Mutationsstatus - eine objektive Tumorantwort (Izar, 2017). Hingegen haben sich
inzwischen die beiden BRAF-Inhibitoren Dabrafenib und Vemurafenib in der
Therapie des BRAF V600-positiven, metastasierten Melanoms etabliert. In GEP-
NET-Patienten wurde bislang nur der Raf-Inhibitor Sorafenib getestet. In mehreren
Phase 1/Phase 2-Studien zeigte Sorafenib moderate Wirksamkeit, welche jedoch
evtl. auf seine VEGFR-hemmende Eigenschaft zurtiickzufuhren ist (Fazio, 2014).
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4.4 "multi-targeted"” Therapieansatze in GEP-NET-Zellen

4.4.1 Verhinderung von molekularen Escape-Mechanismen innerhalb des PI(3)K-
Akt-mTOR / Ras-Raf-MEK-Erk-Netzwerks — Uberlegenheit dualer Therapieansétze

In vorangegangenen Versuchen konnte wahrend der Behandlung mit Mono-Kinase-
Inhibitoren eine kompensatorische Aktivierung nicht gehemmter Kinasen innerhalb
des P1(3)K-Akt-mTOR/Ras-Raf-MEK-Erk-Netzwerks beobachtet werden.
Nachfolgende Experimente sollten zeigen, ob durch duale vertikale Hemmung
innerhalb der PI(3)K-Akt-mTOR-Signalkaskade bzw. durch duale horizontale
Hemmung der PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalkaskade mogliche
Ausweichmechanismen der Zelle umgangen und so die Effektivitat der
zielgerichteten Therapien gesteigert werden kann. In einem ersten Ansatz wurden
hierzu pankreatische BON1-, bronchiale NCI-H727-, sowie intestinale GOT1-Zellen
mit dem dualen mTOR/PI(3)K Inhibitor NVP-BEZ-235 behandelt. Dieser hatte —
verglichen mit aquimolaren Dosen Everolimus — eine deutlich starkere Reduktion der
Zellviabilitdat zur Folge. Wie Everolimus bewirkte NVP-BEZ235 einen signifikanten
GO0/G1-Zellzyklusphasenarrest sowie die Induktion von Apoptose. Durch die
zusatzliche Hemmung der PI(3)K konnte eine negative ,feedback®-Aktivierung von
Akt, wie sie durch Everolimus ausgelost wurde, verhindert werden. Allerdings kam es
nun zu einem leichten Anstieg von pErk.

In einem nachsten Ansatz sollte daher durch simultane Inhibierung von mTOR bzw.
PI1(3)K/mTOR und Raf mittels Everolimus bzw. NVP-BEZ235 und Raf265 ein weiterer
Kompensationsmechanismus inhibiert werden. Tatsachlich konnte eine zusatzliche
Behandlung mit Raf265 die antitumorale Wirkung, sowohl von Everolimus als auch
von NVP-BEZ235, massiv verstarken.

Frihere Studien hatten gezeigt, dass die Aktivierung der PI(3)K-Akt-mTOR- und
Ras-Raf-MEK-Erk-Signalkaskade in BON1-Zellen in hohem MalRe von der
Stimulation des IGF-IR abhangt (Hopfner, 2006). Eine Ausschaltung dieser
ubergeordneten Instanz konnte durch die gleichzeitige Verhinderung mehrerer
,feedback“-Schleifen ein hohes Antitumor-Potential bergen. In allen untersuchten
GEP-NET-Zellen (BON1, NCI-H727 und GOT1) bewirkte eine IGFIR-Blockierung
mittels des selektiven IGFIR-Inhibitors NVP-AEW541, eine langanhaltende Inhibition
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der Phosphorylierung von Akt, p70S6K und Erk. Erwartungsgemall kam es unter
NVP-AEWS541 zu einem starken Ruckgang der Zellviabilitat.

(Teile aus: Zitzmann, K., Ruden, J. v., Brand, S., Goke, B., Lichtl, J., Spéttl, G., &

Auernhammer, C. J. (2010). Compensatory activation of Akt in response to mTOR

and Raf inhibitors - a rationale for dual-targeted therapy approaches in

neuroendocrine tumor disease. Cancer letters, 295(1), 100-109.)

Weiterentwicklung/aktueller Status

In nachfolgenden praklinischen Studien, konnten andere Arbeitsgruppen die starke
Antitumor-Wirkung von NVP-BEZ235 auf GEP-NET-Zellen bestatigen (Vandamme,
2016; Valentino, 2014). Jedoch wurden zwei begonnene klinischen Studien vorzeitig
abgebrochen, da der primare Endpunkt nicht erreicht wurde und NVP-BEZ235, im
Vergleich zu Everolimus, eine geringere Wirksamkeit und schlechtere Tolerabilitat
aufwies (Salazar, 2018; Fazio, 2016). Inzwischen wurde die klinische Entwicklung
von NVP-BEZ235 in GEP-NET eingestellt.

Ebenso enttduschend waren die Ergebnisse zweier klinischer Studien zur
Wirksamkeit der monoklonalen IGF-IR-Antikérper Ganitumab und Cixutumumab in
NET. In keiner der beiden Studien konnte ein signifikantes Ansprechen der Tumore
auf die IGF-IR-Hemmung beobachtet werden (Strosberg, 2013; Dasari, 2015).
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4.4.2 Sensibilisierung gegeniiber TRAIL durch Raf265 und NVP-AEW541

Der Todesligand ,, TNF-related apoptosis-inducing ligand“ (TRAIL) wird von NK-Zellen
des Immunsystems exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle in der
Immunabwehr. Durch Andocken an entsprechende Rezeptoren (DR 4 und 5) setzt
TRAIL die Selbstzerstérungsmaschinerie virusinfizierter- oder entarteter Zellen in
Gang. In einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass die externe Gabe
von TRAIL in Tumorzellen Apoptose auslost, ohne gesunde Zellen zu
beeintrachtigen (Chinnaiyan, 2000). Dabei konnte in einigen Fallen ein
Zusammenhang zwischen TRAIL-Resistenz und einer Uberaktivierung von mTOR
hergestellt werden (Panner, James, Berger & Pieper, 2005).

Eine Vorbehandlung mit mTOR-Inhibitoren kénnte daher ein vielversprechender
Ansatz sein, um die Sensitivitit von Krebszellen gegenuber TRAIL
wiederherzustellen bzw. zu erhdhen. GEP-NET-Zellen unterschiedlicher Herkunft
zeigten stark unterschiedliche Empfindlichkeiten gegentber TRAIL: Pankreatische
BON1- und CM-Zellen waren besonders empfindlich und reagierten bereits bei
niedrigen TRAIL-Konzentrationen (1 ng/ml) mit signifikant verminderter Zellviabilitat.
NCI-H727-Zellen zeigten eine maRige Sensitivitat, wahrend GOT1-Zellen
unempfindlich gegenuber allen getesteten TRAIL-Konzentrationen waren. Die
Empfindlichkeit gegentber TRAIL korrelierte mit der basalen Expression von
FLIP(S), Caspase-8 und Bcl-2.

Entgegen der Erwartungen, konnte eine Vorinkubation mit RADOO1 oder NVP-
BEZ235 in keiner der getesteten Zelllinien die Sensitivitat erhdhen.

Anders sahen die Ergebnisse einer Kombinationsbehandlung mit NVP-AEW541 und
TRAIL aus. Hier konnten zumindest fur NCI-H727-Zellen synergistische Antitumor-
Effekte beobachtet werden. Ebenfalls synergistisch waren die Antitumor-Effekte einer
Kombinationsbehandlung mit Raf265 und Trail in NCI-H727- und CM-Zellen. In
beiden Fallen korrelierte die Reduktion der Zellviabilitat mit der Aktivierung von
Caspase 3, 8, 9 und PARP und einem Anstieg der subG1-Fraktion. Raf265 bewirkte
in Zellen die fir seine TRAIL-sensitivierenden Eigenschaften empfanglich waren,
eine starke Reduktion der Bcl-2-Expression. In vivo konnten Raf-Inhibitoren,
zusatzlich zu direkten Antitumor-Effekten, die NK-zellvermittelte Immunantwort

verstarken. Zusatzlich stellt die kombinierte, externe Gabe von Raf-Inhibitoren und
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rekombinantem TRAIL ein weiteres vielversprechendes Konzept in der Behandlung
von GEP-NET-Erkrankungen dar.

(Zitzmann, K., de Toni, E., von Ruden, J., Brand, S., Goke, B., Laubender, R. P., &
Auernhammer, C. J. (2011). The novel Raf inhibitor Raf265 decreases Bcl-2 levels
and confers TRAIL-sensitivity to neuroendocrine tumour cells. Endocrine-related
cancer, 18(2), 277-285.)

Weiterentwicklung/aktueller Status

In den letzten Jahren wurde die Wirkung von rekombinantem humanem TRAIL in
einer Vielzahl von Tumorentitdten, nicht aber in NET, untersucht. Vermutlich
aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit (< 60 min) blieb bislang der erhoffte Erfolg in
der Krebstherapie aus (Lim, Greer, Lipkowitz & Takebe, 2019). Zahlreiche DR-
Agonisten wurden entwickelt und befinden sich derzeit in praklinischer/klinischer
Entwicklung. Auch die Antitumor-Wirkung des niedermolekulare TRAIL-Induktors
ONC201 wird derzeit in mehreren Phase 2 Studien, darunter auch in rekurrenten und
metastatierten NET evaluiert (NCT03034200, www.cliniclatrials.gov).

In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass in stark Bcl-2-exprimierenden
NET Zellen (GOT1), durch Bcl-2-Hemmung die Sensitivitat gegentber TRAIL
wiederhergestellt werden konnte. Die Ergebnisse aktueller praklinischer und
klinischer Studien zeigen hohe Ansprechraten von Bcl-2-Inhibitoren wie Venetoclax
bei Tumoren mit hoher Bcl-2-Expression, einschlieBlich  kleinzelliger
Lungenkarzinome (Lim, 2019; Lochmann, 2018). In den USA wurde Venetoclax
bereits im April 2016 Uber ein beschleunigtes Verfahren fur die Behandlung
chronisch lymphatischer Leukamie zugelassen. Noch im selben Jahr erfolgte seine

Zulassung in der EU.


https://de.wikipedia.org/wiki/Chronische_lymphatische_Leuk%C3%A4mie
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4.4.3 Blockierung der Hitzeschockprotein (HSP)90 Funktion

Bei HSP90 handelt es sich um ein wichtiges molekulares Chaperon, welches im
Zusammenspiel mit Co-Chaperonen wie HSP70, die korrekte Faltung, Aktivierung
und Translokation einer Vielzahl tumor-relevanter Proteinkinasen, darunter
zahlreiche Komponenten des PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs,
koordiniert. Die pharmakologische Blockierung seiner Funktion hat die simultane
Degradation solcher ,Klientenproteine“ zur Folge und konnte ein vielversprechender
Ansatz sein, ,escape“-Mechanismen zu umgehen (Isaacs, Xu & Neckers, 2003).

In dieser Arbeit untersuchten wir die Wirkung der HSP90-Inhibitoren AUY922 und
HSP990 auf BON1-, NCI-H727- und GOT1-Zellen. In den untersuchten Zelllinien
bewirkten bereits geringe Konzentration (5 nM) beider Inhibitoren eine signifikante
Reduktion der Zellviabilitat. Unter AUY922 oder HSP990 kam es zu Kkeiner
Verschiebung der Zellzyklusphasenverteilung, jedoch konnte eine Zunahme von
subG1-events und PARP-Spaltprodukten und damit Apoptose-Induktion
nachgewiesen werden. Die Untersuchung einiger Schllusselproteine des PI(3)K-Akt-
mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs, nach Behandlung der Zellen mit AUY922
bzw. HSP990, zeigte eine deutlich verminderte Expression von pAkt, Akt, pErk,
pp70S6K, p70S6K und 4EBP1.

Unter den zahlreichen bekannten Klientenproteinen von HSP90 sind neben
Komponenten des PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs, eine
Vielzahl von Wachstumshormonrezeptoren. So konnte Gilbert et al. in NCI-H727-
Zellen eine reduzierte Expression von EGFR und IGF-I-R nach Behandlung mit dem
HSP90- Inhibitor 17-AAG nachweisen (Gilbert, 2013).

Auch in der vorliegenden Arbeit bewirkte die HSP90-Inhibition mittels AUY922 oder
HSP990 in allen 3 untersuchten NET-Zelllinien eine deutliche Verminderung der
EGFR-Expression. Zusatzlich wurde durch beide HSP90-Inhibitoren die Expression
der zur EGFR-Familie gehdrenden Rezeptorkinasen ErbB2 und ErbB3 sowie von

IGFR wirkungsvoll unterdruckt.
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(Zitzmann, K., Ailer, G., Vlotides, G., Spoettl, G., Maurer, J., Goke, B., Beuschlein,
F., & Auernhammer, C. J. (2013). Potent antitumor activity of the novel HSP90
inhibitors AUY922 and HSP990 in neuroendocrine carcinoid cells. International
journal of oncology, 43(6), 1824—-1832.)

Weiterentwicklung/aktueller Status

Wahrend die klinische Entwicklung von HSP990 bereits im August 2012 aufgrund

mangelnder Effektivitat eingestellt wurde, durchlief AUY922 in den letzten Jahren

eine Reihe klinischer Studien in verschiedenen Tumorentitaten, nicht aber in NET
(Spreafico, 2015). AUY922 gehort dabei zu den HSP90-Inhibitoren mit dem bisher
besten Entwicklungsfortschritt innerhalb klinischer Studien (Schaarschmidt, 2020,

Bendell, 2016). Generell ist aufgrund vergleichsweise hoher Toxizitaten und ,heat
shock response“-bedingter Resistenzen ein zuklnftiger Einsatz von HSP90-

Inhibitoren in der Klinik fraglich.
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4.4.4 Somatostatin-Dopamin Chimare

Im humanen Genom finden sich 5 Gene welche fur 5 transmembrane G-Protein-
gekoppelte Somatostatin-Rezeptoren (SSTR1-5) codieren. Die naturlichen Liganden
SST-14, SST-28 und Cortistatin binden mit hoher Affinitat an alle SSTR, besitzen
jedoch aufgrund ihrer kurzen Halbwertszeiten keine klinische Relevanz. Die
synthetischen Somatostatin-Analoga, Octreotide und Lanreotide, werden in der
Behandlung von GEP-NET eingesetzt. Gegenuber den natirlichen Somatostatinen
besitzen sie ein verbessertes pharmakokinetisches Profil, binden jedoch lediglich
SSTR2 mit hoher Affinitat. Die Effekte von Somatostatin sind teilweise durch direkte
und indirekte Hemmung der PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signal-
kaskade bedingt (Briest, 2014).

Es qilt als gesichert, dass SSTRen mit Dopamin D2 Rezeptoren (D2R) heterodimere
Rezeptorkomplexe mit verbesserter Funktion im Hinblick auf Bindungsstarke und
Signalweiterleitung bilden kénnen (Rocheville, 2000). Da die Mehrheit der GEP-NET
sowohl SSTRen als auch D2R exprimiert, konnte der Einsatz von SSTR/D2R-
chimaren Substanzen erfolgversprechend sein.

Zur Evaluierung dieses Ansatzes wurden zunachst die Effekte der zwei neuen
SSTR2/D2R-chimaren Substanzen, BIM-23A760 und BIM-23A758, auf die Viabilitat
verschiedener GEP-NET-Zelllinien im Vergleich zu den selektiven SSTR2- bzw.
D2R-Agonisten BIM-23023 bzw. BIM-53097 getestet. Wahrend BIM-23A760,
BIM-23023 und BIM-53097 keine oder minimale Effekte auf die Viabilitat der
getesteten NET-Zellen hatten, bewirkte BIM-23A758 in GOT1-Zellen eine signifikante
Abnahme der Zellviabilitat. Genauere Untersuchungen konnten unter BIM-23A758
eine Zunahme der subG1-Fraktion sowie einen Anstieg von Caspase-3-
Spaltprodukten und eine Abnahme von Bcl-2 und Bcl-XL zeigen. Die Apoptose-
Induktion ging mit einer Reduzierung der Phosphorylierungsspiegel von MEK, Erk1/2
und Akt, sowie p70S6K, 4E-BP1 und MDM2 einher.

Um zu verstehen, welche molekularen Voraussetzungen der Wirksamkeit von
BIM-23A758 zugrunde liegen, wurden zunachst die basalen mMRNA-
Expressionsspiegel von SSTR2, SSTR5 und den beiden Splicevarianten
von D2R, D2R-L (long) und D2R-S (short) mittels gRT-PCR analysiert. In allen

untersuchten Zelllinien konnten alle Rezeptortypen nachgewiesen werden. Jedoch
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zeigten GOT1-Zellen — in Ubereinstimmung mit den vorangegangenen Ergebnissen
— die hochste Expression, insbesondere von DR2-S. Eine gleichzeitige Behandlung
mit dem selektiven D2R-Antagonist Sulpiride und BIM-23A758 konnte die zuvor
beobachteten Antitumor-Effekte deutlich abmildern. Insgesamt liefern diese
Ergebnisse Hinweise auf die Notwendigkeit hoher D2R-S-Expression fur das
Ansprechen auf SSTR2/D2R-Chimare. Sie zeigen dabei, einmal mehr, die
Heterogenitat von GEP-NET und die Wichtigkeit einer individuellen Betrachtung und
malfdgeschneiderten Therapie. Bei GEP-NET-Patienten mit positivem D2R-S-
Rezeptor-Status kénnten neuartige SSTR2/D2R-chimare Substanzen in Zukunft eine

Rolle spielen.

(Zitzmann, K., Andersen, S., Vlotides, G., Spéttl, G., Zhang, S., Datta, R., Culler, M.,

Goke, B., & Auernhammer, C. J. (2013). The novel somatostatin receptor

2/dopamine type 2 receptor chimeric compound BIM-23A758 decreases the viability

of human GOT1 midgut carcinoid cells. Neuroendocrinology, 98(2), 128-136.)

Weiterentwicklung/aktueller Status

Trotz vielversprechender Ergebnisse der vorliegenden Studie wurde bisher keine
klinische Entwicklung von BIM-23A758 verfolgt. Hingegen trat BIM-23A760 in
klinische Studien an Patienten mit Karzinoidsyndrom bzw. Akromegalie ein und
zeigte anfanglich gute Wirksamkeit. Diese lieR jedoch mit zunehmender
Behandlungsdauer stark nach, wofur die Akkumulation eines BIM-23A760-
Metaboliten mit dopaminerger Aktivitat verantwortlich gemacht wurde (Culler, 2011).
Mit  BIM23B065  wurde  ein SSTR2/D2R-Chimar  mit  verbesserten
pharmakokinetischen Eigenschaften entwickelt (de Boon, 2019). In vitro hemmt
BIM23B065 effektiv die Sekretion von Serotonin in GEP-NET (Herrera-Martinez,
2019). Eine erste klinische Studien belegte die Bestandigkeit seiner Wirkung (de
Boon, 2019).
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5. Zusammenfassung und Ausblick

In den publizierten Arbeiten wurden Signalwege naher untersucht, die fir
Proliferation, Wachstum und Uberleben neuroendokriner Tumorzellen von
besonderer Bedeutung sind: der Jak-STAT-Signalweg, der PI(3)K-Akt-mTOR-
Signalweg sowie der Ras-Raf-MEK-Erk-Signalweg. Primares Ziel war es, durch
aktivierende oder hemmende Modulation dieser Signalwege Antitumor-Effekte in
GEP-NET-Zellen zu erzielen und somit neue Strategien fir die Behandlung

neuroendokriner Tumore aufzuzeigen.

Die Suche nach Alternativen zu IFN-a bzw. Mdglichkeiten die Jak-STAT-vermittelte
antitumorale Wirkung von IFN-a zu verstarken ergab, dass in GEP-NET-Zellen

- A-IFNe in ihrer Antitumor-Wirkung vergleichbar mit IFN-a sind.

- IFN-B signifikant starkere antitumorale Effekte als IFN-a induziert.

- die Wirkung von IFN-a und IFN- durch siRNA-vermitteltes Silencing von

SOCS1 bzw. SOCS3 massiv verstarkt werden kann.

Innerhalb des PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalwegs wurden

einzelne Komponenten inhibiert und gefunden dass in GEP-NET-Zellen

der pan-Akt-Inhibitor Perifosin eine starke Antitumor-Wirkung zeigt

- die selektive Inhibtion von Akt1 und/oder Akt3 signifikante antitumorale
Effekte hervorruft, wahrend die Inhibiton von Akt2 stark tumorfordernd

ist.

- Metformin tiber AMPK-abhangige und AMPK-unabhédngige Mechanismen
mTORC1 hemmt und damit die Viabilitat stark herabsetzt

- der mTOR-Inhibitor Everolimus und

- der Raf-Inhibitor Raf265 eine starke Antitumor-Wirkung zeigen.
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Der sowohl unter Everolimus als auch unter Raf265, zu beobachtende Anstieg von
pAkt lieferte einen Hinweis auf die Existenz wirkungsvoller
Ruckkopplungsmechanismen. Deshalb wurde versucht, durch duale vertikale
Hemmung innerhalb der PI(3)K-Akt-mTOR-Signalkaskade bzw. durch duale
horizontale Hemmung der PI(3)K-Akt-mTOR- und Ras-Raf-MEK-Erk-Signalkaskade
die Kompensationsmdoglichkeiten flr die Zellen einzudammen. In GEP-NET-Zellen

waren ,multi-targeted“-Ansatze mit

- dem dualen PI(3)K/mTOR-Inhibitor NVP-BEZ235
- Kombinationen von Everolimus + Raf265 bzw. NVP-BEZ235 + Raf265
- dem IGF-IR-Inhibitor NVP-AEW541 sowie

- den HSP90-Inhibitoren AUY922 und HSP990

bezlglich ihrer antiumoralen Wiksamkeit den ,single-targeted“-Ansatzen Uberlegen.

Wahrend die Evaluation und Weiterentwicklung einiger der hier vorgestellten
Therapieansatze (bisher) nicht fortgesetzt wurde, sind andere Ansatze bereits im
Rahmen klinischer Studien an GEP-NET-Patienten Uberpruft worden. Herausragend
waren dabei die Ergebnisse mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus, welcher inzwischen
fur die Behandlung von metastasierter NET des Pankreas, sowie nicht funktioneller
NET gastrointestinalen- oder pulmonalen Ursprungs zugelassen ist (Yao, 2010;
Kulke, 2017; Yao, 2011; Yao, 2016). Dagegen erwies sich die pharmakologische
Inhibition von Akt oder Raf in klinischen Studien an GEP-NET-Patienten als wenig
effektiv (Yap, 2011; Reidy, 2013; Fazio, 2014). Ebenfalls enttduschend war die
klinische Evaluation verschiedener ,multi-targeted“-Ansatze wie PI3K/Akt- oder IGF-
IR-Inhibition (Salazar, 2018; Fazio, 2016; Strosberg, 2013; Dasari, 2015). Kritisiert

werden hier jedoch Schwachen bezuglich des Studiendesigns. So deutet einiges
darauf hin, dass GEP-NET-Patienten mit seltenen B-Raf-Mutationen von einer
Behandlung mit Raf-Inhibitoren (z.B. Raf265) durchaus profitieren kénnten (Allen,
2019; Dizdar, 2019; Klempner, 2016). Ebenso scheinen hohe IGF-lI und IGF-IR-
Expressionsspiegel flr die Wirksamkeit monoklonaler IGF-IR-Antikérper bzw.
pharmakologischer IGF-IR-Inhibitoren zu sprechen (Werner, Sarfstein & Bruchim,
2019). Ebenfalls ein Zusammenhang besteht zwischen hoher Bcl-2-Expression und
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dem Ansprechen auf Bcl-2-Inhibitoren (Lim, 2019), welche allein oder in Kombination
mit TRAIL einen vielversprechenden neuen Therapieansatz fur GEP-NET darstellen.
Diese Beobachtungen zeigen, dass eine strengere Selektion von Patienten, die
aufgrund molekularer Tumorcharakteristika von zielgerichteten Therapien profitieren
konnten, dringend erforderlich ist und verdeutlichen die Notwendigkeit

individualisierter Therapien.
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