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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Neuroendokrine Tumoren des Gastrointestinaltrakts

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren (GEP-NET) stellen Tumo-
ren dar, die sich aus dem diffusen endokrinen System des Gastrointestinaltrakts
heraus entwickeln. Dieses stellt das grofdte endokrine System des gesamten
menschlichen Organismus dar und geht auf mindestens 13 verschiedene Typen
neuroendokriner Zellen mit GUber 50 verschiedenen bioaktiven Peptiden und Ami-
nen zurlck [1, 2]. Letztere Substanzen, wie etwa Serotonin, Somatostatin sowie
Gastrin werden nach ihrer Produktion in verschiedenen Vesikeln gespeichert. Im-
munhistochemisch sind diese Vesikel durch spezielle Proteine charakterisiert,
insbesondere durch Chromogranin A und Synaptophysin. Die Expression dieser
Proteine spiegelt in gewisser Weise eine Ahnlichkeit mit herkdmmlichen Nerven-
zellen wider. Diese Ahnlichkeit sowie ihre Fahigkeit, Proteine zu sezernieren,
fuhrte zu der Bezeichnung "neuroendokrine Zellen" [3].

Das Vorhandensein neuroendokriner (NE)-Zellen ist jedoch nicht auf den Gast-
rointestinaltrakt beschrankt. Vielmehr finden sich diese auch in vielen anderen
Organen wie etwa Lunge, Thymus, Schilddrise und Hypophyse [2]. In den Jah-
ren 1999 bis 2010 erfasste das NET-Register Berlin 2009 gesicherte NET, wo-
nach sich die haufigsten Primarlokalisationen innerhalb des Pankreas (34,2 %)
sowie innerhalb des Dinndarms (25,8 %) fanden (vgl. Abbildung 1) [4].

m Pankreas

3% 1% m Dinndarm

Abbildung 1: Primartumorlokalisation neuroendokriner Tumoren, n=2009 (CUP = Cancer

of unknown primary; modifiziert nach [4])
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Die NE-Zellen des Gastrointestinaltrakts stammen nach heutigem Wissen von
lokalen multipotenten gastrointestinalen Stammzellen ab und sind nicht — wie fru-
her vermutet — Folge einer Migration aus der Neuralleiste [1]. Das zentrale Ereig-
nis um die Differenzierung dieser Stammzellen, welches schlussendlich zur un-
gehemmten Proliferation und Tumorbildung fuhrt, ist bis heute nur unzureichend
verstanden (vgl. Kapitel 1.2.2). Tabelle 1 soll einen Uberblick tiber die wichtigsten

Arten von NE-Zellen, deren Lokalisation und zugehérigen Tumoren verschaffen.

Tabelle 1: Uberblick iiber die wichtigsten NE-Zellen, deren Eigenschaften sowie iiber die

sich aus ihnen ableitenden Tumoren [1, 2, 5]

A-Zelle Glukagon Pankreas Glukagonom
B-Zelle Insulin Pankreas Insulinom
D-Zelle Somatostatin Gesamter Gl-Trakt Somatostatinom
EC-Zelle Serotonin u.a. Gesamter Gl-Trakt Karzinoid
G-Zelle Gastrin Magen, Duodenum Gastrinom
VIP-Zelle  VIP Gesamter Gl-Trakt VIPom

NE: neuroendokrin GI: Gastrotinestinaltrakt

EC: enterochromaffin VIP: vasoaktives intestinales Peptid

NET weisen eine ausgepragte biologische Heterogenitat auf. Diese reicht von
einem langsam wachsenden Verhalten bis zu sehr aggressiven Formen mit
schnellem Voranschreiten der Krankheit und schlechter Prognose. Die WHO-
Klassifikation von 2010 flhrte den Ausdruck der neuroendokrinen Neoplasien
(NEN) als Oberbegriff fir NET unterschiedlicher Differenzierungsgrade ein. Im
Speziellen unterteilt diese die GEP-NEN in gut differenzierte neuroendokrine Tu-
moren G1 und G2 sowie schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome G3
(vgl. Tabelle 2) [5]. Zur Bestimmung des Gradings werden neuerdings entweder
der Ki67-Index, ein Proliferationsmarker, oder der MIB-1-Index, eine Angabe der
Mitoserate, erfasst [4, 6, 7]. Wahrend ersterer immunhistochemisch bestimmt
werden kann, erfolgt die Bestimmung der Mitosen manuell, indem diese i.d.R. in
einem 10-fach vergroRerten Sichtfeld (entspricht 2 mm?) mikroskopisch ausge-

zahlt werden [6].
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Tabelle 2: WHO-Klassifikation gastroenteropankreatischer neuroendokriner Neoplasien
2010 (modifiziert nach [6, 7])

Klassifikation Ki67-Index | MIB-1-Index*

Neuroendokriner Tumor (Karzinoid) Grad1 <2 %
Neuroendokriner Tumor Grad 2 3-20 % 2-20

Neuroendokrines Karzinom Grad 3 >20 % > 20
*in 10 HPF = 10 high power field = Sichtfeld in 10-facher VergréBerung

Inzidenz sowie Pravalenz neuroendokriner Tumoren erlebten in den letzten Jahr-
zehnten einen extremen Zuwachs. Daten hierzu schwanken zwischen 2,5-6 Neu-
erkrankungen/100.000 pro Jahr [1, 6]. Laut des US-amerikanischen Surveillance-
Epidemiology-and-End-Results (SEER)-Registers stellt dies bezogen auf die
Jahre 1975 bis 2005 einen Anstieg auf 460 % der Dinndarm-NET sowie 720 %
der gesamten GEP-NET dar (vgl. Abbildung 2) [1].
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Abbildung 2: Inzidenz verschiedener neuroendokriner Tumoren in der US-Bevélkerung in
den Jahren 1975 bis 2005 [1]

Mégliche Grinde hierflr sind zum einen die verbesserten diagnostischen Mog-
lichkeiten, ihr verbreiteter Gebrauch sowie eine erhdhte Pravalenz von Diabetes
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mellitus und Adipositas [6]. Da die letzten beiden Faktoren in Zukunft vermutlich
nicht an Bedeutung abnehmen, vielmehr sogar eher an Bedeutung gewinnen
werden, ist weltweit eine stetige Steigerung der Inzidenzraten zu erwarten.

Neben dem meist sporadischen Auftreten neuroendokriner Tumoren finden sich
zudem vereinzelt GEP-NET innerhalb genetischer Syndrome, wie u.a. im MEN1-
Syndrom, im von Hippel-Lindau-Syndrom sowie im Rahmen der Neurofibroma-
tose Typ 1 [1]. Dies sei nur am Rande erwahnt, da jene familidren NET sich au-
Rerst selten im lleum manifestieren und dartber hinaus fur diese Arbeit nicht von

Relevanz waren.

1.2 Neuroendokrine Tumoren des lleums

1.2.1 Klinik

Neuroendokrine Tumoren des Dunndarms stellen nach NET des Pankreas die
zweithaufigste Gruppe an neuroendokrinen Neoplasien dar. lhre Lokalisation be-
schrankt sich hauptsachlich auf das distale lleum. Proximales lleum sowie Je-
junum sind nur auferst selten betroffen [6].

Die Klinik ilealer NET steht deren biologischer Heterogenitat in nichts nach. Ihre
Bandbreite beinhaltet einen komplett asymptomatischen Verlauf wie auch
schwerste Beeintrachtigungen. lhre Symptomatik hangt zum einen von ihrer Lo-
kalisation, zum anderen von ihrer hormonellen Aktivitat ab.

Funktionelle NET sind Tumoren, die exzessiv Hormone oder Neuropeptide se-
zernieren und Uber die dadurch angesto3enen Signalkaskaden hormon- bzw.
peptidspezifische Symptome hervorrufen. Bei den funktionellen ilealen NET han-
delt es sich Uberwiegend um serotoninproduzierende Tumoren, die den
enterochromaffinen Zellen des diffusen endokrinen Systems entspringen. Ver-
mittelt durch eine Hypersekretion an Serotonin — basierend auf einer gesteigerten
enzymatischen Umwandlung von Tryptophan in Serotonin — stehen klinisch chro-
nische Durchfalle sowie eine Endokardfibrose im Vordergrund [8]. Zusatzliche
Symptome wie Flushsymptomatik und Asthmaanfalle werden durch weitere an-
fallende Substanzen, insbesondere durch Bradykinin, ausgelost. Die klinische
Trias aus Flush, Durchfallen und kardialen Symptomen wird auch Karzinoid-Syn-
drom genannt [1]. Da Serotonin einem ausgepragten hepatischen Metabolismus
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unterliegt, sammelt es sich erst dann an, wenn das Leberparenchym bereits be-
schadigt ist, die Leber also metastatisch durchsetzt ist [1]. Die Karzinoidkrise
stellt eine lebensbedrohliche Exazerbation des Karzinoid-Syndroms dar. Sie ma-
nifestiert sich in der Regel durch akut auftretende Hitzewallungen, Durchfalle und
Asthmaanfalle, komplettiert durch extreme Blutdruckschwankungen sowie Herz-
rhythmusstorungen [9]. Die Karzinoid-Krise folgt nicht selten als Reaktion des
Korpers auf eine Narkose oder eine Operation [6].

Den weitaus grofReren Teil neuroendokriner Tumoren des lleums stellen nicht-
funktionelle NET dar. Diese fallen in der Regel erst sehr spat auf, da sich ihre
Symptomatik aufgrund ihrer Hormoninaktivitat auf sehr unspezifische Beschwer-
den wie Gewichtsverlust und Durchfalle beschrankt. Erstsymptom ist oftmals eine
Darmverengung, bisweilen auch ein kompletter Darmverschluss. Gelegentlich
werden im Rahmen einer Ultraschalluntersuchung Lebermetastasen festgestellt,
deren Primartumor sich in der Folge als NET herausstellt.

Die Metastasierung ilealer NET erfolgt verhaltnismaRig frih und unabhangig von
der GroRRe des Primartumors. Zielorgane stellen insbesondere Leber und Peri-

toneum dar.

1.2.2 Pathogenese

Das gegenwartige Wissen bezuglich der Pathogenese sporadischer ilealer NET
zeigt sich als aulderst unergiebig. Unumstritten stellt sich diesbezlglich jedoch
die Bedeutsamkeit des Chromosom 18 dar [10-16].

Copy Number Variations

Copy Number Variations (CNV) stellen eine Art Veranderung im Erbgut dar, die
auf einem Gewinn oder einem Verlust einer genetischen Region beruhen. Die
Spannbreite reicht von veranderten Segmenten im Genom bis hin zum Gewinn
oder Verlust eines gesamten Chromosoms. CNV werden regelmafig im Genom
von Tumorzellen beobachtet, weshalb ihnen eine Bedeutung in der Tumorge-

nese zugeschrieben wird.
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Der Chromosom 18-Verlust stellt lediglich eine von vielen CNV dar, die sich in
ilealen NET finden lassen. Tatsachlich fand sich in Untersuchungen durch An-
dersson et al. keine Tumorprobe ohne CNV-Nachweis [14]. So fand seine For-
schungsgruppe im Durchschnitt 7,1 dieser Variationen pro Tumor mit einer
Spannbreite von 1-22 CNV, wobei Chromosomenverluste gegenuber Chromoso-
mengewinnen Uberwogen (Ratio = 1,4). Im Vergleich von Primartumoren und Le-
bermetastasen fiel sodann auf, dass die CNV-Menge in Metastasen in etwa dop-
pelt so hoch war wie die CNV-Menge im Primartumor, sich das Verhaltnis von
Chromosomengewinnen zu Chromosomenverlusten jedoch im Wesentlichen un-
verandert darstellte. Tabelle 3 und Abbildung 3 zeigen die Haufigkeiten verschie-
dener CNV in NET des lleums.

Tabelle 3: Haufigkeiten einzelner CNV in NET des lleums [13-15]

Chromosomenverluste Chromosomenzugewinne

18 (74-100 %) 20 (17-33 %)
9p*  (14-50 %) 4 (30-33 %)
119 (21 %) 14q (17-23 %)
16q (16 %) 5 (17-28 %)
13* (16 %) 7* (17 %)
3p (14 %) 12,13,16 (5 %)

*nur in Lebermetastasen vorkommend

Hinsichtlich ilealer NET zeigen zahlreiche Voruntersuchungen als haufigste CNV
Verluste des Chromosom 18, ungeachtet dessen, ob der Verlust das gesamte
Chromosom betrifft oder lediglich Teile davon (durchschnittlich in 74-100 % der
untersuchten Proben) [13-15]. Interessanterweise findet sich eben diese CNV in
ahnlicher Haufigkeit in Primartumoren wie auch in Lebermetastasen wieder, so-
dass diese eher in der fruhen Pathogenese ilealer NET von Bedeutung zu sein
scheint [14].

Die Amplifikation von Chromosom 14q stellt gleichermalien eine regelmalige
CNV dar und stand bereits im Zentrum von Forschungen mit Bezug zur Patho-

genese ilealer NET. Grundlage hierfir war die Beobachtung, dass eine bei der
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Amplifikation entstehende Region auf Chromosom 14 ein Kontrollelement um-
fasst, welches die Expression von DAD1 (Defender against Cell Death 1) steuert
[17, 18]. Die Uberexpression jenes antiapoptotischen Proteins wiederum stellt
einen Indikator fur schlechtes Therapieansprechen bestimmter Tumorarten (u.a.
M. Hodgkin, Leberzellkarzinom, Prostatakarzinom) dar [15]. In Untersuchungen
durch Kulke et al. Zeigte DAD1 eine deutlich erhdhte Expression in Tumorzellen

ilealer NET im Vergleich zur normalen Mukosa [17, 18].
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Abbildung 3: Prozentuale Haufigkeiten von CNV-Gewinnen (blau) und CNV-Verlusten (rot)
pro Chromosom in neuroendokrinen Tumoren des lleums ohne Unterscheidung zwischen
segmentalen oder komplett chromosomalen CNV [13]: untersucht wurden 24 Primartumoren,

1 Lebermetastase und 27 Mesenterialmetastasen.

Chromosom 7-Gewinne sowie Verluste der Chromosomen 9 und 13 wurden le-
diglich in Lebermetastasen gefunden, was auf eine mdgliche Rolle dieser gene-
tischen Aberrationen in der Tumorprogression und Ausbildung von Metastasen

hinweist.
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Genmutationsanalysen

Lollgen et al. untersuchten bereits vor zehn Jahren das auf Chromosom 18 loka-
lisierte Gen Smad4/DPC4 in Bezug auf NET des lleums. Eine Mutation des in
Pankreas- und Kolonkarzinomen regelmafig mutierten Tumorsuppressorgens
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [12]. Aus seinen Analysen schlief3t
das Team um Lollgen weiterhin, das fur die Pathogenese ilealer NET relevante
Tumorsuppressorgen befande sich in einem Gencluster weiter distal der Chro-
mosomen-Region 18g21.

TP53 sowie p16'NK4a  zwei in multiplen Tumoren veranderte Tumorsuppressor-
gene auf Chromosom 9, wurden innerhalb weiterer Forschungsprojekte moleku-
larbiologisch analysiert. Auch sie zeigten keine Mutation [10].

Die haufigste, allerdings in gastrointestinalen NET im Gesamten detektierte Mu-
tation, stellt die des B-catenin-Gens auf Chromosom 3 dar. Das Genprodukt (3-
catenin kann mutationsbedingt fortan nicht mehr phosphoryliert sowie degradiert
werden und transloziert in den Kern, um hier in Kombination mit Cofaktoren die
Transkription bestimmter fur Zelldifferenzierung und Zellproliferation relevanter
Gene zu induzieren [19]. In Untersuchungen durch Fujimori et al. konnte diese
Mutation in 38 % aller GI-NET beobachtet werden [20]. Interessanterweise zei-
gen neuere Forschungsergebnisse, dass 30 % der GI-NET eine Translokation
von B-catenin in den Kern aufweisen ohne eine entsprechende Mutation nach-

weisen zu konnen [19].

Hypermethylierte Gene

Viele Gene, hierunter p16/NK4a APC, MEN1, HIC1 und RASSF1a, zeigen inner-
halb neuroendokriner Tumoren des lleums Auffalligkeiten in der CpG-Methylie-
rung [21, 22]. Diese hypermethylierten und dadurch stillgelegten Gene kdnnen
ihrer eigentlichen Funktion nicht nachkommen, sodass hier eine mogliche Rolle
in der Tumorgenese diskutiert werden kann. Dennoch muss im Auge behalten
werden, dass bestimmte Gene — so etwa das MEN1-Gen — in bestimmten Tumo-
ren nachweislich Bedeutung finden, ihre Methylierung in der Tumorgenese aber

keine Rolle spielt [21].
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1.2.3 Diagnostik

Laborchemische Diagnostik

Die laborchemische Diagnostik umfasst die sogenannten Tumormarker. Chro-
mogranin A (CgA) ist ein sehr sensitiver und daher der mitunter bedeutendste
Marker fur NET, gibt jedoch keinen Anhaltspunkt tber die zugrunde liegenden
entarteten NE-Zellen. Weitere klinisch weniger relevante Tumormarker stellen
das pankreatische Polypeptid und Untereinheiten an HCG dar [23]. Fur alle Bio-
marker gilt, dass sie neben ihrem diagnostischen Nutzen vor allem in der Ver-
laufskontrolle natzlich sind. CgA wird in der Literatur sogar als mdglicher prog-
nostischer Biomarker beschrieben, der eine Korrelation mit Tumorlast sowie kur-
zerem Uberleben aufweisen konnte [24].

Ein spezifischer Biomarker fur serotonin-produzierende NET stellt die 5-Hydro-
xyindolessigsaure (5-HIES), ein Abbauprodukt des Serotonins, im 24h-Sam-
melurin dar. Zusatzliche Marker stellen das Neuropeptid K, Substanz P und an-
dere Tachykinine dar [23].

Bildgebende Diagnostik

In der Lokalisationsdiagnostik ilealer NET stellen Kernspintomografie und Com-
putertomografie die Routine dar. Weniger Bedeutung haben aufgrund schwieri-
ger endoskopischer Zuganglichkeit sowie eingeschrankter Verfugbarkeit Verfah-
ren wie die lleokoloskopie, die Ballonenteroskopie und die Kapselendoskopie [6].
Die Ganzkoérper-Somatostatinrezeptorszintigrafie sowie das PET/CT stellen nuk-
learmedizinische Verfahren dar, bei denen dem Korper radioaktiv markierte
Stoffe zugefuhrt werden, um danach deren Verteilung im Korper detektieren zu
konnen [25]. Sie stltzen sich auf die Tatsache, dass NET des lleums meist eine
erhdhte Expression an Somatostatinrezeptoren aufweisen und sind von grofder

Hilfe in der Primariussuche bei vorbestehenden Lebermetastasen.

Histologie
Zur Diagnosesicherung muss stets eine Biopsie erfolgen, deren histologische
Aufarbeitung eine genaue Aussage Uber Art des Tumors und den Differenzie-

rungsgrad ermdglicht. Immunhistochemische Untersuchungen bezlglich CgA,
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Synaptophysin sowie Ki-67 und MIB-1 sind verpflichtend und kdnnen bei spezi-

eller Fragestellung durch andere Untersuchungen erweitert werden [26].

Erweiterte Diagnostik

Bei jedem serotoninproduzierenden NET sollte eine Echokardiographie durchge-
fuhrt werden, um eine etwaige Endokardfibrose so frih wie moglich diagnostizie-
ren sowie therapieren zu konnen.

Jeder Tumordiagnose folgt ein Staging zur Bestimmung von Tumorausbreitung
sowie zum Ausschluss bzw. zum Nachweis von Lymphknoten- und Fernmetasta-

sen, um eine dem Tumorstadium adaquate Therapie einleiten zu kénnen.

1.2.4 Therapie

Operative Therapie des Primartumors

Therapie der Wahl stellt aufgrund ihres kurativen Ansatzes die operative Entfer-
nung des Tumors dar. Ein lokoregionares, nicht-metastasiertes Tumorgeschehen
wird daher reseziert, sofern die individuelle Situation des Patienten dies zulasst.
Bezuglich der Resektion eines fortgeschrittenen Geschehens Uberwiegt, wenn
auch nicht unumstritten, die Idee einer palliativen Operation, da sie das Risiko an

Tumorblutung und Obstruktionssymptomen senkt [1, 2, 25, 27, 28].

Biotherapie

Biotherapeutika zeigen vornehmlich einen tumorstatischen, weniger einen tumo-
riziden Effekt und zeigen sich aulierst wirkungsvoll gegenuber Hypersekretions-
symptomen [8, 9]. Somatostatinanaloga (Octreotid®/Lanreotid®) stellen hierbei
die Therapie der ersten Wahl dar, unter welcher bei 40-80 % der Patienten eine
Besserung der Symptome beobachtet werden konnte [2, 9]. Das Tumorwachs-
tum stabilisiert sich unter dieser Therapie in 24-57 % aller Falle, bei etwa 10 %
der Patienten kann ein komplettes Ansprechen beobachtet werden [9]. Neben-
wirkungen beinhalten abdominelle Beschwerden, Steatorrh6 und die Ausbildung
von Gallensteinen [29].

Bleibt eine Besserung unter Somatostatinanaloga aus, sollte auf Interferon a um-

gestellt werden. Trotz der den Analoga ahnelnder Wirksamkeit stellt Interferon a
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aufgrund der ausgesprochen gefahrlichen Nebenwirkungen (Depression, Kno-
chenmarks- und Hepatotoxizitat u.a.) nur Mittel der zweiten Wahl dar [8, 9]. Im
Gegensatz zu den Somatostatinanaloga kommt Interferon a nicht zur Therapie

einer Karzinoidkrise zum Einsatz [9].

Chemotherapie

Obwonhl Studien zu diesem Thema fehlen, stellt die Chemotherapie doch den
Standard in der Behandlung schlecht differenzierter neuroendokriner Karzinome
(NEC) dar. In bis zu 70 % der Falle kann ein Ansprechen des Tumors beobachtet
werden. Eine Chemotherapie mit den Substanzen Etoposid und Cisplatin halt je-
doch oft nur die ersten 8-10 Monate an, danach kann haufig ein Tumorprogress
beobachtet werden [25].

Peptidrezeptor-Radionuklidtherapie (PRRT)

Die PRRT stellt eine weitere Behandlungsmadglichkeit metastasierter NET des
lleums dar. Voraussetzung ist die Expression von Somatostatinrezeptoren im Tu-
mor, so dass sich radioaktiv markiertes Somatostatin gekoppelt an zytotoxischen
Substanzen im Tumorgewebe anreichern kann [1]. Aufgrund einer dosisabhan-
gigen Nephro- sowie Knochenmarkstoxizitat stellte dieses Verfahren in der Ver-
gangenheit eine kontrovers diskutierte Therapiemdglichkeit dar. Neuste Studien
belegen jedoch fir die PRRT ein im Vergleich mit anderen nicht-chirurgischen
Therapiemoglichkeiten vorteilhafteres Abschneiden mit nur geringem Schadi-

gungspotenzial [30].

Therapie der Lebermetastasen

Finden sich in der Leber wenige, gunstig lokalisierte Herde, so kdnnen diese bei
Abwesenheit extrahepatischer Metastasen und ausreichendem Restgewebe ku-
rativ reseziert werden [31]. Stellt dies keine Moglichkeit dar, kommen u.a. die
Radiofrequenzablation (RFA) sowie die transarterielle Chemoembolisation
(TACE) zum Einsatz. Erstere verwendet Wechselstrom zur gezielten Hitzenek-
rose der Tumorzellen. Bei der TACE wird ein den Tumor versorgendes arterielles

Gefall embolisiert. Die Folge stellt eine Ischamie der Tumorzellen dar, was diese
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sensibler gegenuber der in der gleichen Sitzung verabreichten Chemotherapeu-
tika macht [25].

Eine palliative Resektion von Lebermetastasen im Sinne einer zytoreduktiven
Therapie kann sich positiv auswirken auf tumorbedingte Beschwerden, Gesamt-
uberleben und Ansprechen der pharmakologischen Therapie [32-34].

Nicht zuletzt stellt die Lebertransplantation einen kurativen Ansatz zur Behand-
lung von Lebermetastasen dar. Sie setzt eine R0-Resektion des Primartumors

sowie den Ausschluss extrahepatischer Metastasen voraus.

1.2.5 Prognose

Die Prognose neuroendokriner Tumoren des lleums hat sich in den letzten Jah-
ren stetig verbessert. Dies liegt u.a. an den nunmehr besseren diagnostischen
Maoglichkeiten, deren verbreiteteren Anwendung sowie am Vorhandensein neuer
therapeutischer Ansatze. Dem deutschen NET-Register zufolge lag das tumor-
spezifische 2-, 5- und 10-Jahresuberleben bei Diagnose eines neuroendokrinen
Tumors des Verdauungstraktes in den Jahren 1999 bis 2010 bei 94 %, 85 % und
70 % [4]. Dies sind jedoch lediglich durchschnittliche Werte, die individuell extrem
variieren und sich u.a. abhangig zeigen von Tumorgrading und TNM-Klassifika-

tion (vgl. Kapitel 2.1).

1.3 Voruntersuchungen durch die Arbeitsgruppe

Vorarbeiten durch Joachim Brix beschaftigten sich insbesondere mit der Rolle
des Chromosoms 18 in der Pathogenese ilealer NET. Grundlagen hierfiir bildeten
immunhistochemische Untersuchungen sowie FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybri-
disierung)-Analysen. Eine vertiefende Darstellung folgender Ergebnisse findet
sich in dessen medizinischer Dissertationsschrift [35].

In 65 % aller untersuchten Tumorproben ilealer NET konnte mittels FISH-Technik
ein Chromosom 18-Verlust nachgewiesen werden, lediglich 24 % der Falle wie-
sen diesen nicht auf. Die restlichen 11 % der untersuchten Proben stellten Mo-
saike dar, also Tumorproben, die sowohl Zellen mit unveranderten Chromoso-

men wie auch Zellen mit Chromosom 18-Verlust enthielten (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zum Nachweis von Chromosom 18 inner-
halb eines ilealen neuroendokrinen Tumors (1000-fache VergroBerung): Zwei Signale pro
Zellkern représentieren zwei Chromosomen 18 im Kern, ein Signal pro Zellkern représentiert ei-
nen Chromosom 18-Verlust.

Weiterhin erfolgten immunhistochemische Analysen hinsichtlich der Expression
der Chromosom 18-Tumorsuppressorgene DCC, Smad2, Smad4/DPC4 und Ma-
spin/SerpinB5. In den Tumorproben ilealer NET konnte jedoch keine verminderte

Expression von DCC und Smad2 beobachtet werden. Lediglich drei von 87 Pro-

ben wiesen einen Smad 4-Verlust auf (vgl. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Smad4-Verlust in einem neuroendokrinen Tumor des lleums (TU) bei hoher

Expression von Smad4 in der umliegenden Mukosa

Maspin konnte in keiner der Tumorproben, jedoch in normaler Mukosa nachge-

wiesen werden. Weitere Analysen zeigten sodann, dass dieses per se nicht in
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neuroendokrinen Zellen exprimiert ist, sodass hier keine verminderte Expression

in den Tumorproben zu erwarten sein konnte.

1.4 Uberblick iiber ausgewihlte Targets

Die in dieser Arbeit durchgeflihrte Mutationsanalyse setzte eine vorherige Aus-
wahl zu untersuchender Targets voraus. Grundlage hierfur stellte die Exomse-
quenzierung funf neuroendokriner Tumoren des lleums dar, welche mehr als 590
Mutationen detektierte. Um die Auswahl moglichst vielversprechender Targets
hieraus zu gewahrleisten, erfolgten Literaturrecherchen hinsichtlich der einzelnen
Targets. Im Folgenden wird auf relevante Vorkenntnisse hinsichtlich ausgewahl-

ter Targets, insbesondere auf deren Kontext in der Tumorgenese, eingegangen.

141 CABYR
Das CABYR (calcium binding tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated)-Gen befin-

det sich auf Chromosom 18. Sein Protein war in der Literatur zunachst als ho-
denspezifisches Protein bekannt [36]. Uber die Jahre konnte dann mehr und
mehr eine Uberexpression einzelner CABYR-Isoformen in bestimmten Tumoren
wie Gehirntumoren, Pankreastumoren, Osophaguskarzinomen, Lungentumoren

sowie Leberzellkarzinomen beobachtet werden [36, 37] (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4: Expressionsfrequenz der CABYR-mRNA-Isoformen in Leber-, Lungen- und Oso-

phaguskarzinomen, modifiziert nach [37]

Tumortyp | CABYR-a/-b CABYR-c/-d CABYR-e
TG (%) NG (%) |TG (%) NG (%) |TG (%) NG (%)
0

Lunge 12 0 80 38,5
Leber 43,8 6,3 87,5 93,8 0 0
Osophagus 16,6 6,3 59,5 31,3 4,8 6,3

TG: Tumorgewebe
NG: Normalgewebe

Des Weiteren zeigte sich eine Interaktion der Isoform CABYR-a mit dem glykoli-
sierenden Enzym a-Enolase, welches insbesondere in der Tumorgenese von

Bronchialkarzinomen eine Rolle spielt, aber auch in Tumoren von Mamma und
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Prostata Uberexprimiert ist [37-39]. Die Anwendung eines spezifischen Antikor-
pers gegen a-Enolase, welche sich auf der Tumorzelloberflache von grof3zelligen
Bronchialkarzinomen findet, senkt nachweislich die Zellinvasion und die Zellde-

gradation der extrazellularen Matrix [38].

1.4.2 ERBB2

Auch bekannt als HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) nimmt das
auf Chromosom 17 lokalisierte ERBB2-Gen eine wichtige Rolle in Therapie und
Prognose des Mammakarzinoms ein. Die Immunotherapie mittels des HER2-An-
tikdrpers Trastuzumab ist im Falle eines HER2-positiven Karzinoms mittlerweile
Teil der Standardtherapie.

Zudem sind Uberexpression und Amplifikation dieses Proteins in vielen anderen
Krebsarten zu verzeichnen, so beispielsweise beim Magenkarzinom, bei Karzi-
nomen des gastrodsophagealen Ubergangs, Urothelkarzinomen, bei Lungen-

und Dickdarmkrebs sowie in wenigen Adenokarzinomen des Dinndarms [40-43].

1.4.3 ERCCH4
Aufgrund seiner Funktion innerhalb des DNA-Reparatursystems steht ERCC4

(excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation
group 4) im Zentrum vieler Krebsforschungen. Aktuelle Arbeiten berichten dabei
jedoch stimmig Uber protektive Effekte einiger DNA-Veranderungen bezlglich
dieses auf Chromosom 16 befindlichen Gens, deren Vorhandensein mit einem
geringeren Risiko bezuglich der Ausbildung bestimmter Krebsarten (insbeson-
dere Magenkarzinome und oropharyngeale Karzinome) einhergehen [44, 45].
Eine Genmutationsanalyse innerhalb von Brust- und Ovarialkarzinomen konnten
im Vergleich zum Normalkollektiv ebenfalls keine erhdhte Pravalenz von Mutati-
onen in ERCC4 nachweisen [46].

1.4.4 MSH6

Analog zu ERCC4 stellt auch MSH6 (mutS homolog 6) ein Protein des DNA-
Reparatursystems dar, welches als Heterodimer mit MSH2 an der DNA wirkt.

Bekannt ist es vor allem aus dem Kontext des Lynch-Syndroms. Man nimmt an,
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dass bis zu 20 % der Lynch-Syndrome eine Mutation im MSH6-Gen aufweisen
[47, 48]. Aufgrund dieser nicht zu vernachlassigenden Anzahl stellt dieses auf
Chromosom 2 befindliche Gen mdglicherweise ein vielversprechendes Target in-
nerhalb anderer Tumorarten dar. Eine grof3e Studie von 2010 beschaftigte sich
mit dem Tumorrisiko von Tragern eines mutierten MSH6-Gens. Letztere weisen
eine im Vergleich zu Wildtyp-Tragern achtfach erhdhte Inzidenz von Kolorektalen
Karzinomen auf. Unter weiblichen Tragerinnen einer MSH6-Mutation fand sich
eine 26-fach erhdhte Inzidenz an Endometriumkarzinomen sowie eine sechsfach
erhohte Inzidenz von mit dem Lynch-Syndrom assoziierten Karzinomen (u. a.

Ovarial und Magenkarzinome, Hirn-, Dinndarm und Nierentumoren) [49].

1.4.5 NFATC1
Ein besonderer Fokus dieser Arbeit liegt auf dem Chromosom 18-Gen NFATC1,

so vereinnahmten dessen Analysen einen verhaltnismalig groen Anteil der Ge-

samtanalysen. Entsprechend fallt auch dessen Darstellung ausfuhrlicher aus.

NFAT (nuclear factor of activated T cells)-Proteine

Bereits 1988 riickte NFAT in das Interesse der Wissenschaft, als seine Bedeu-
tung fur die Aktivierung von T-Lymphozyten ergriindet wurde [50]. Daneben er-
streckt sich der Einfluss besagter Proteine Uber Signalgebung in der muskulos-
keletalen Entwicklung hinweg bis hin zu Funktionen in der Entwicklung des kar-
diovaskularen Systems [51]. Heute weild man um das ubiquitare Vorkommen der
NFAT-Proteine und ihrer Rolle als Transkriptionsfaktoren in der Regulation von
Zellwachstum und Zellentwicklung [52, 53].

Die NFAT-Familie umfasst funf Proteine (NFAT1-NFATS). Die Primarstruktur der
verschiedenen NFAT-Proteine ahnelt sich stark. Bis auf NFAT5 weist jedes Pro-
tein der Familie zwei Domanen auf. Zum einen die sog. RHR (Rel Homology Re-
gion), welche als Andockstelle fur transkriptionelle Bindungspartner dient. Zum
anderen die NHR (NFAT Homology Region), wo sich die Calcineurin-Bindestelle
befindet [53]. Eine weitere Stelle an der NHR bindet NFAT-responsive Elemente
anderer Gene. Der Aktivierung dieser Proteine — ausgenommen NFAT5 — liegt

ein Kalziumeinstrom in die Zelle zugrunde. In einer komplexen biochemischen
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Reaktion resultiert aus dem Binden von Substraten an Immunrezeptoren eine
Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum sowie ein Kalzium-

einstrom von extrazellular (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Aktivierung von NFAT [53]: Das Andocken von Substraten an Rezeptortyrosin-
kinasen (RTK) und Immunrezeptoren fiihrt zur Aktivierung von Phospholipase Cy (PLCy), welche
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphonat (PtdIns(4,5)P2) zu Inositol-1,4,5-triphosphat (InsP3) und
Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. InsP3 fiihrt zu einer Kalziumfreisetzung aus dem endoplasma-
tischen Retikulum (ER), woraufhin sich Kalziumkanéle (CRACs) 6ffnen und fiir einen kontinuier-
lichen Kalziumeinstrom sorgen. Das Kalzium wird von Calmodulin (CAM), Calmodulin wiederum
von der Phosphatase Calcineurin (CaN) gebunden. Eine von Calcineurin freigesetzte autoinhi-
bierende Sequenz férdert die Dephosphorylierung von NFAT und damit dessen Translokation in
den Kern. FK506 und Cyclosporin A (CsA) hemmen in Kombination mit weiteren Faktoren Calci-
neurin [63]. TCR: T-Zellrezeptor; STIMI1: stromal interaction molecule 1; CK1: Casein-Kinase-1;
DYRK2: dual-specificity tyrosine-phosphorylation regulated kinase 2; GSK-3: Glykogensynthase-

kinase, DSCR: Downsyndrome Candidate region 1.
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Kalzium wiederum prapariert die Phosphatase Calcineurin, die NFAT dephos-
phoryliert und damit dessen Translokation in den Kern férdert, wo es bevorzugt
an GGAAA-reiche DNA-Bereiche bindet [53, 54]. Letztere sind in vielen Promo-
tor- und Enhancerregionen von Immunantwort-Genen wie z.B. IL-2, IL-4, TNFa
und IFNy zu finden [54].

Diese komplexe Signalkaskade zur Aktivierung von NFAT ist insofern von gro-
Rem Interesse, als dass in der Klinik bereits Immunsuppressiva zur Anwendung
kommen, die hier intervenieren. Dies sind insbesondere Ciclosporin A und FK506,

welche in Zusammenspiel mit anderen Faktoren Calcineurin hemmen.

NFATC1-Expression in Tumoren

In der Familie der NFAT-Proteine scheint insbesondere das auf Chromosom 18
lokalisierte NFATC1 (nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic, calcineurin
dependent 1) (auch NFAT2) wichtige Prozesse auf zellularer Ebene, wie etwa
Proliferation und Apoptose, zu koordinieren [54]. Bereits 2003 beobachteten Neal
und Clipstone, dass ein konstitutiv aktiviertes NFATC1 die Differenzierung im-
mortalisierter Praadipozyten in reife Adipozyten inhibiert. Vielmehr fordert es des-
sen Transformation in einen Phanotypen, welcher schlussendlich Wachstums-
faktorautonomie erhalt [52]. Nicht zuletzt beobachteten sie, dass konstitutiv akti-
viertes NFATC1 in Mausen zur Ausbildung von Tumoren fahrt und trugen somit
einige Belege fur das onkogene Potenzial des NFATC1-Proteins zusammen [52].
Zahlreiche weitere Forschungsergebnisse weisen auf eine Uberexpression von
NFATC1 in Tumorzellen hin, die sie als Folge einer konstitutiven Aktivierung se-
hen. Betroffen hiervon zeigen sich insbesondere Pankreaskarzinome, Kolorek-
tale Karzinome, das Hepatozellulare Karzinom sowie Krebserkrankungen der ha-
matopoetischen Zelllinien [54-57]. Diese NFATC1-positiven Tumorzellen zeigten
sich in weiteren Analysen stark positiv fur Calcineurin, was zu der These fuhrte,
dass der Ca?*Calcineurin-Signalweg in diesen Tumorzellen hochaktiv ist.

Nicht zuletzt resultiert ein Knockdown von NFATC1 in Tumorzellen von Hepato-
zellularen Karzinomen in einer signifikant reduzierten Proliferationsrate der Zel-
len, die u.a. durch einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase der Zellen erklart wer-
den konnte [55]. AuRerdem konnte beobachtet werden, dass aktiviertes NFATC1
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zur Suppression von E-Cadherin, einem in der Wissenschaft allseits bekannten
Protein mit der Funktion den Zell-Zell-Kontakt zu erhalten, und somit gleichsam

zu einer erhéhten Invasivitat der Tumorzellen fuhrt [58].

NFATC1 und c-myc

C-myc stellt ein bedeutsames Protoonkogen dar, welches in vielen transformier-
ten Zellen konstitutiv erhoht ist [59]. Dereguliertes myc-Protein hat nachweislich
einen Einfluss auf Zellwachstum, Vaskulogenese und reduzierte Zelladhasion
und fordert daneben Metastasenbildung sowie Genominstabilitat [60].

Im Jahr 2006 zeigte die Arbeit eines Forschungsteams aus Ulm ein konstitutiv
aktiviertes NFATC1 in Pankreaskarzinomen, welches c-myc vermittelt unge-
hemmtes Zellwachstum auslost [54]. Des Weiteren gelang ihnen, das direkte Bin-
den von NFATC1 an ein Serum-responsives Element des myc-Promotors nach-
zuweisen, was zu einer transkriptionellen c-myc-Aktivierung fuhrt [54]. Mittler-
weile ist bekannt, dass dieses Binden eine p300'-abhangige Histonacetylierung
initiiert und dem Ets-like gene (ELK-1) ermdglicht, den Promotorbereich ebenso
zu binden, um eine maximale Aktivierung des c-myc-Gens erreichen zu kénnen
[61]. Auch in Forschungen bezuglich Hepatozellularen Karzinomen fand man ein
konstitutiv aktiviertes NFATC1, dessen Expression stark mit der von c-myc zu-

sammenhing [55].

NFATC1 und COX-2

Eine Expression von Cyclooxygenase 2 (COX-2) istin Tumorzellen von Lungen-,
Kolon- und auch Brustkrebs zu finden [62]. Zudem zeigen Daten von 2001, dass
eine gesteigerte Expression von COX-2 in transgenen Mausen Mammakarzi-
nome induzieren kann [63].

NFATC1 scheint dem Mechanismus der COX-2-vermittelten Tumorgenese Bei-
trag zu leisten. Nach aktueller Datenlage bindet dieses nach seiner Aktivierung
zwei spezielle Bindungsstellen in der Promotorregion des COX-2-Gens und sorgt
somit fur dessen Induktion. Die Aktivierung des NFATC1 Uber eine Dephospho-

rylierung durch Calcineurin folgt einer Stimulation durch Bombesin, ein Gastric

' transkriptioneller Cofaktor
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release-Peptid-(GRP)-Analogon, dessen Uberexpression in Tumorzellen des Ko-
lonkarzinoms bereits vorbeschrieben ist [64].

Die Rolle von COX-2 in der Tumorgenese wird gegenwartig ausfihrlich erforscht.
Erste Studien weisen darauf hin, dass selektive COX-2-Inhibitoren bei Patienten
mit familiarer adenomatdser Polyposis (FAP) fur einen Regress bestehender Ko-

lonpolypen sorgen [65].

1.4.6 PIEZOZ2

PIEZO2 (piezo-type mechanosensitive ion channel component 2) stellt ein in mul-
tiplen Geweben des menschlichen Organismus vorkommendes Chromosom 18-
Gen dar, welches Uberdies auch in Tieren und Pflanzen zu finden ist. Es spielt
eine Rolle in der Aktivierung von mechanisch aktivierten Kationenkanalen [66].
Neben seiner Funktion in der Mechanotransduktion im menschlichen Organis-
mus beschaftigen sich gegenwartige Forschungen mit einer mdglichen geneti-
schen Anfalligkeit von nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen bezlglich des
PIEZO2-Gens [67].

1.4.7 PIK3C3
Das auf Chromosom 18 lokalisiere PIK3C3 (phosphatidylinositol 3-kinase, cata-

lytic subunit type 3) findet sich in der Literatur insbesondere im Zusammenspiel
mit dem Mechanismus der Autophagie wieder. Letzterer scheint in vielen Krebs-
zellen m odifiziert zu sein. So deutet vieles darauf hin, dass die Autophagie einen
Tumorsuppressor-Pfad darstellen kdnnte [68].

Als gesichert gilt ein Zusammenhang von PIK3C3 mit der Autophagie in Hefen
und Drosophila, wobei dieser mittlerweile auch fir die Autophagie der Saugetiere
angenommen wird [69]. Dennoch gilt es den genaueren Mechanismus bezuglich
einer durch PIK3C3 modifizierten Autophagie noch zu erforschen [70].
Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass PIK3C3 womaoglich eine Regulation des

mTOR-Signalwegs ausuben kdnnte [69].
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die Pathogenese neuroendokriner Tumoren des lleums stellt einen bis dato nur
unzureichend verstandenen Vorgang dar, den es in den nachsten Jahren und
Jahrzehnten genauer zu erforschen gilt. Nichtsdestotrotz ergeben sich aus dem
bisherigen Kenntnisstand Anhaltspunkte, deren vertiefende Analyse sich als viel-
versprechend erweisen konnte. Hierzu zahlt im Besonderen der Chromosom 18-
Verlust innerhalb entsprechender Tumorproben.

Ziel dieser Arbeit soll es sein, ein genaueres Verstandnis der Pathogenese neu-
roendokriner Tumoren des lleums zu erhalten. Hierfur erfolgte die Mutationsana-
lyse acht ausgewahlter Targets an einem Tumorkollektiv ilealer neuroendokriner
Tumoren. Nachdem der auffallend haufige Chromosom 18-Verlust eine Rolle der
auf Chromosom 18 lokalisierten Gene innerhalb der Pathogenese impliziert, spie-
gelten sich Uberwiegend Chromosom 18-Gene in den ausgewahlten Targets wi-
der. Literaturrecherchen stuften insbesondere das NFATC1-Gen als besonders
vielversprechend ein, was unter anderem auf vorbeschriebene Interaktionen mit
c-myc und COX2 zuruckzufuhren ist. Weiterhin kommen in der Klinik bereits Sub-
stanzen zum Einsatz, welche im NFATC1-Pathway intervenieren und dessen Ak-
tivierung hemmen. Dies macht eine Rolle von NFATC1 in der Pathogenese neu-

roendokriner Tumoren des lleums umso wiinschenswerter.

Ein Mutationsnachweis innerhalb der hier analysierten Targets ware als grofRer
Fortschritt in der bis dato nur sparlich verstandenen Pathogenese neuroendokri-

ner Tumoren des lleums zu bewerten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Chemikalien und Reagenzien

6 x Loading Dye
Agencourt® AMPure®XP
Agencourt® CleanSEQ®
AmpliTaq Gold®

Biozym LE Agarose
dNTP-Mix

Ethanol absolute for analysis
EMSURE®

Gel Red™ Nucleic Acid Stain
GeneRuler™ 1 kb plus DNA Ladder
Isopropanol

MgCl22,0 mM

Xylol

2.1.2 Puffer

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Beckman Coulter (Krefeld, DE)
Beckman Coulter (Krefeld, DE)
Applied Biosystems (Darmstadt, DE)
Biozym (Hessisch Oldendorf, DE)
Qiagen (Hilden, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Biotium (Hayward, USA)
Fermentas (St. Leon-Rot, DE)
Merck (Darmstadt, DE)

Qiagen (Hilden, DE)

VWR International (Darmstadt, DE)

Tabelle 6: Uberblick iiber die verwendeten Puffer

1 x Tris-Borat-EDTA-(TBE)-Puffer
54 g Tris ultrapure
28,4 g Borsaure EMSURE®
3,7 g Titriplex® llI
ad 51 ddH20

10 x PCR Buffer

GenomelLab™ Separation Buffer

Applichem (Darmstadt, DE)
Merck (Darmstadt, DE)
Merck (Darmstadt, DE)

Applied Biosystems (Darmstadt, DE)
Beckman Coulter (Krefeld, DE)
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2.1.3 Primer
Tabelle 7: Uberblick iiber die verwendeten Primer

NFATc1 Exon 2.1 For GCGGGCTACTTCCTCTCCT 221 bp
Rev AGGCACGAGGGGTCTCTGTA

NFATc1 Exon 2.2  For GTCCTCCCTAGCTCCAAACG 206 bp
Rev GGAGACACGCAGGGAGACT

NFATc1 Exon 2.3  For GAGGCCTCCTCCTACGAGTC 203 bp
Rev AGCCAGCTCTCCTCAGTGAC

NFATc1 Exon 2.4  For TGCACACTGCTGGGTTCC 248 bp
Rev GAGCTGGTGTACTGGGTGGT

NFATc1 Exon For CTACTCACCCCACCACTCG 222 bp

2.5alt Rev ACCTTGAGCGCCACTGAG

NFATc1 Exon For ACCACCCAGTACACCAGCTC 140 bp

2.5neu Rev ACCTTGAGCGCCACTGAG

NFATc1 Exon2.6 For AGATGGCGTCCCTGTCAAGT 179 bp
Rev CCAGGTACTGGTCGCAGAAG

NFATc1 Exon 2.7  For CCTCTTTCCAGCACATCAGG 227 bp
Rev TGACTCTCGTCCCCAGACAC

NFATc1 Exon 3 For TCCTCTGCTCTGTTCCCTTC 233 bp
Rev TTTGACCACAAAAGCACCAA

NFATc1 Exon 4.1 For TGCTGAGCAGGTGTTTTCTG 195 bp
Rev GGACTTTGGTGTTGGAGAGG

NFATc1 Exon 4.2 For GGAAGACCGTGTCCACCAC 228 bp
Rev GGCTGTTAAACCAAAAGTGTCC

NFATc1 Exon 5 For AGCTGTGGGCTTTTGTTTTG 238 bp
Rev  GACGGTTTCCTCCCCTGT

NFATc1 Exon 6 For ACTGCCCCTCTCCTTCTGAT 190 bp
Rev AGATGGCCCCTGGTGAAG

NFATc1 Exon 7 For CCCACCACACAGAGTCACAG 175 bp
Rev CAGTGGCTCCAGCAGACC

NFATc1 Exon 8 For CTGATTGTGCCTCCTGTGTG 199 bp
Rev TTCACGGCTTACGGTTAGAAA

CABYR For TGTGCCTGTGACTGAAGGAG 138 bp
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Rev  TTGGGACTAACTCGTGGTGA

PIK3C3 For TTTCCTTGCTTGTGTAATAATTGTA
Rev TGGTTGGTGGATAACTCACA
ERCC4 For GCTCGAGCAAGGGTTTATCA
Rev  TGCACTTTAAATTTCCATACCAAA
PIEZO2 For CATTGTCTCTGGTGAGCGATA
Rev  TGGGAAATTTGTCCGTGAAT
ERBB2 For CCTGCCCTCTGAGACTGATG
Rev GTGTCTCTGCCACTCCCTCT
MSH6 For AGGGGGTGATGGTCCTATGT
Rev  GCTCCTCTTCCTCACAGCCTA
NFATCA For AGGAAGAACACACGGGTACG
Rev  ACGAACGAAAAGCTGAGAGC
B-Actin For CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT
Rev AGCACTGTGTTGGCGTACAG
M13 For TGTAAAACGACGGCCAGT
Rev  CAGGAAACAGCTATGAC
AF4/X3U GGAGCAGCATTCCATCCAGC
AF4/X3L CATCCATGGGCCGGACATAA
AF4/X11U CCGCAGCAAGCAACGAACC
AF4/X11L GCTTTCCTCTGGCGGCTCC
PLZF/X1U TGCGATGTGGTCATCATGGTG
PLZF/X1L CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC
RAG1/X2U TGTTGACTCGATCCACCCCA
RAG1/X2L TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA
TBXAS1/X9U GCCCGACATTCTGCAAGTCC
TBXAS1/X9L GGTGTTGCCGGGAAGGGTT

2.1.4 Gebrauchsfertige Kits

Tabelle 8: Uberblick iiber die verwendeten Kits

GenomeLab™ DTCS-Quick Start Kit

MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il
(Tissue)

Beckman Coulter (Krefeld, DE)
Roche (Grenzach-Wyhlen, DE)

150 bp

157 bp

187 bp

153 bp

161 bp

188 bp

116 bp

35 bp

600 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp
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2.1.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 9: Uberblick iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Thermowell® 96 Well PCR Plate

ART Aerosol Resistant Tips 20E,
100E

SafeGuard Filter Tips 10 ul, 1000 pl
Safe Seal-Tips professional 10pl
PCR SingleCap 8er-Soft Strips 0,2 ml
Multiply®-uStrip pro 8-strip

Safe-lock Tubes 1,5 ml/2,0 ml

Ultratip 10 pl, 200 pl

2.1.6 Gerate

Corning Incorporated (Corning, USA)

Molecular BioProducts (San Diego,
USA)

PEQLAB (Erlangen, DE)

Biozym (Hessisch Oldendorf, DE)
Biozym (Hessisch Oldendorf, DE)
SARSTEDT (Nimbrecht, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)

Greiner bio-one (Frickenhausen, DE)

Tabelle 10: Uberblick iiber die verwendeten Gerite

Genetouch Thermal Cycler
GeneAMP® PCR System 9700
Eppendorf Thermomixer comfort
FlexCycler

Gelkammer Midi

MagNA Pure LC 2.0
Magnetplatte
Nanodrop 2000
GenomeLab™ GeXP

Biozym (Hessisch Oldendorf, DE)
Applied Biosystems (Darmstadt, DE)
Eppendorf (Hamburg, DE)
Analytikjena (Jena, DE)

Armin Baack Labortechnik (Schwerin,
DE)

Roche (Grenzach-Wyhlen, DE)
Alpaqua (Beverly, USA)

Thermo Scientific (Waltham, USA)
Beckman Coulter (Krefeld, DE)
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufarbeitung der Gewebeproben

Als Untersuchungsmaterial dienten formalinfixierte in Paraffin eingebettete
(FFPE) Gewebeproben neuroendokriner Tumoren des lleums. Diese stammen
aus den Universitatskliniken Dusseldorf, Marburg, Munchen und Tubingen.
Grundlage der Tumorsammlung bildeten 65 sporadische neuroendokrine Tumo-
ren des lleums. Aufgrund deren teilweise bereits erfolgter Metastasierung stan-
den fir die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen weitere 51 Tumor-
proben aus Lymphknoten- sowie Fernmetastasen zur Verfigung, sodass sich
insgesamt ein Tumorkollektiv von 116 Tumorproben ergab.

Die Unterteilung der Tumorproben in drei Kohorten erfolgte anhand einer TNM-
Klassifikation. Hierunter versteht man die Stadieneinteilung maligner Neubildun-
gen nach Tumorgrolde (T), Befall von Lymphknoten (N) und Fernmetastasen (M)
(vgl. Tabellen 11 und 12).

Tabelle 11: Vorschlag einer TNM-Klassifikation fiir NET des Diinndarms [8]

Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primartumor

T1  Tumor infiltriert Mukosa oder Submukosa und < 1 cm
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria oder > 1 cm

T3 Tumor infiltriert die Subserosa (bei Jejenum- und lleum-NET) bzw. Pan-
kreas oder Retroperitoneum (bei Duodenum- und Papille-NET)

T4  Tumor infiltriert Peritoneum oder andere Organe

Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 regionare Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
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Tabelle 12: Einteilung der 65 Primartumoren in Kohorten anhand der TNM-Klassifikation

TNM-Klassifikation | Fallanzahl

T1-T3
1 NO 23 m Kohorte 1 m Kohorte 2 = Kohorte 3
MO
T1-T4 m
2 NX, N1 22
MO
T1-T4
3 NX, N1 20
M1

Zusatzlich lagen 62 entsprechende Normalgewebsproben vor, aus denen eben-
falls DNA extrahiert wurde.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Aus den 116 Tumorgeweben sowie den dazugehorigen 62 Normalgeweben er-
folgte die Anfertigung 3 um dicker Schnitte, welche mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
gefarbt wurden. Hamatoxylin farbte dabei die Kerne blau, wahrend Eosin das
Zytoplasma rot farbte. Zur Gewinnung von Tumor- bzw. Normalgewebe wurden

die Tumorareale bzw. entsprechend das Normalgewebsareal markiert.

Leerschnitte

Fir jede der Proben wurden 8 pym dicke Leerschnitte angefertigt. Die Anzahl der
Anfertigungen war abhangig von der Gré3e des Tumor- bzw. Normalgewebeare-
als des HE-Schnittes und lag zwischen finf und 20. Diese konnten im nachsten
Schritt mit dem markierten HE-Schnitt in Kongruenz gebracht werden, um so das

Tumor- bzw. Normalgewebeareal identifizieren zu kdnnen.

2.2.2 Nukleinsaureextraktion

Aus den 116 Gewebsproben wurde im folgenden Schritt die DNA extrahiert, um

weitere Untersuchungen an dieser zu ermdglichen.
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Fir einen Teil der untersuchten Falle war dies bereits von Kirsten Oppek im Rah-

men derer medizinischen Promotionsarbeit durchgefuhrt worden [71].

Makrodissektion der Leerschnitte und Verdau

Zuerst wurden alle Leerschnitte entparaffiniert, indem diese zweimal fur jeweils
zehn Minuten in 100 % Xylol und darauffolgend zweimal fur jeweils drei Minuten
in 100 % Isopropanol eingelegt wurden. Nach deren vollstandiger Trocknung er-
folgte ihr Abgleich mit den HE-Schnitten. Das zu extrahierende Gewebe war da-
bei mithilfe eines mit Alkohol befeuchteten Skalpells vom Objekttrager abzukrat-
zen und in ein Tube mit 100 % Ethanol zu geben. Durch Zentrifugation bei 13.000
rpom entstanden Pellets am Boden der Tubes, der Uberstand wurde abpipettiert.
Der Restalkohol kondensierte wahrend Inkubation bei 55°C.

Es folgte die Zugabe von 100 ul Lysepuffer und 25 ul Proteinase K sowie die
Inkubation Uber Nacht im Thermomixer bei 55°C und 300 rpm. Am nachsten Tag
erfolgte erneut die Zugabe von 10ul Proteinase K, sowie eine erneute Inkubation
im Thermomixer fir zwei Stunden. Der danach durch Zentrifugation gewonnene
Uberstand konnte im MagNA Pure LC weiterverarbeitet werden.

Ein Sonderfall stellten die sogenannten Dickschnitte dar. Dies sind Gewebs-
schnitte, welche keine Makrodissektion erfordern, da der ganze Schnitt aus-
schliel3lich das gewilinschte Gewebe enthalt. Zur Entparaffinierung erfolgte die
zweimalige Zugabe von 100 % Xylol und 100 % Ethanol, wobei die Proben nach
den einzelnen Zugaben gevortext, abzentrifugiert sowie der Uberstand abgenom-
men wurde. AnschlieRend wurden die Gewebepellets im Thermomixer bei 55°C
getrocknet. Es folgte der Verdau der Proben mit Proteinkinase K, der dem der
makrodissezierten Proben entsprach.

MagNA Pure LC 2.0

Alle 178 Proben wurden mithilfe des MagNA Pure LC 2.0 extrahiert. Dessen Prin-
zip basiert auf der Anwendung spezieller Magnetbeats, an deren Oberflache die
DNA bindet. Es folgen verschiedene Waschschritte zur stetigen Erhdhung des
Reinheitsgrades der DNA und die Elution in Puffer (vgl. Abbildung 7) [72].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der DNA-Extraktion mit dem MagNA Pure LC 2.0

mit einem internen Verdau im Gerit [72]

2.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Da bei der Qualitats-Polymerasekettenreaktion (Q-PCR) sowie der anschlie3en-
den PCR eine determinierte Menge an genomischer DNA eingesetzt wurde,
stellte der nachste Schritt die Bestimmung der DNA-Konzentration der extrahier-
ten Proben mittels des Nanodrop 2000 dar. Dieser sogenannte UV/Vis-Spektro-
meter detektiert die konzentrationsabhangige Absorption elektromagnetischer
Wellen, die bei Bestrahlung von Nukleinsauren mit Licht unterschiedlicher Wel-

lenlange beobachtet wird.

2.2.4 Qualitats-Polymerasekettenreaktion und Gelbild

Da aus FFPE-Gewebe extrahierte DNA erfahrungsgemal einen hohen Grad an
Degradierung aufweist, galt es bei der Qualitats-Polymerasekettenreaktion (Q-
PCR) diesen Degradierungsgrad zu ermitteln. Der erste Schritt bestand hierbei
aus der Durchflhrung einer PCR, gefolgt von einer Auftrennung der Produkte
mittels Gelelektrophorese.

Die PCR stellt eine Methode zur Amplifikation — der gezielten Vervielfaltigung von

DNA - dar, welche auf einem immerzu wiederkehrenden Zyklus beruht. Die
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Durchfuhrung einer PCR erforderte die Herstellung eines Reaktionsgemisches.

Dies entsprach fur die Qualitats-PCR pro Gewebeprobe

ddH:20 16,20 pl
Primer-Mix 2,00 pl
dNTP 0,2 mM 1,00 pl
MgCl, 2,0 mM 2,00 pl

10 x PCR-Puffer 2,5 ul
Tag-Polymerase 0,3 ul,

wobei der Primer-Mix die folgenden Primer enthielt: AF4/X3U bzw. AF4/X3L (2,5
pmol), AF4/X11U bzw. AF4/X11L (1,25 pmol), PLZF/X1U bzw. PLZF/X1L (1,25
pmol), RAG1/X2U bzw. RAG1/X2L (1,25 pmol) und TBXAS1/X9U bzw.
TBXAS1/X9L (1,25 pmol) [73].

Die Tag-Polymerase stellt ein Enzym dar, welches bei einer bestimmten Tempe-
ratur unter Zuhilfenahme der Desoxynukleotide (ANTPs) einen komplementaren
Strang zur initialen DNA bildet. Sie beginnt dabei am Ende des sogenannten Pri-
mers. Ein Primer stellt ein unter Kenntnis des zu amplifizierenden Bereichs aus-
gewahltes Oligonukleotid dar, das die DNA aul3erhalb der Enden des zu sequen-
zierenden Bereiches komplementar bindet.

Das Reaktionsgemisch lief unter dem folgenden PCR-Programm:

95 °C 45 min

60 °C 45 sek ¢ 37 Zyklen
72 °C 60 sek

72 °C 7 min

12 °C hold.

Der Zyklus einer PCR besteht im Wesentlichen aus drei Schritten [74]:

1. Denaturierung: Durch Erhitzen auf 95°C trennen sich die komplementaren
DNA-Strange im Reaktionsgemisch

2. Annealing: Durch Herabsetzen der Temperatur auf 55-60 °C (je nach ver-
wendetem Primer) beginnen die Primer die komplementaren Bereiche der

Einzelstrange zu binden
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3. Elongation: Bei 72°C verlangern die Polymerasen den Matrizenstrang vom

Primerende aus; zugleich brechen falsch verknupfte Basenpaare auf

Die neu entstandenen DNA-Strange kénnen wiederum Primer binden und der
Zyklus beginnt von neuem, sodass je nach Zyklusanzahl n 2" DNA-Fragmente
entstehen. Die Anzahl der Zyklen kann frei gewahlt werden und bewegt sich in
den meisten Fallen zwischen 35 und 45 Zyklen.

Je nach verwendeten Primern mussen diesen die einzelnen Annealing-Tempe-

raturen angepasst werden.

Im nachsten Schritt wurden die PCR-Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese

aufgetrennt. Zu Beginn erfolgte die Herstellung eines 1,5 %-igen Agarosegels.
Fir 150 ml Gel wurden dabei 2,25 g Agarose in 150 ml 1 x TBE-Puffer aufgekocht
und mit 15 pl Gel Red, einem Fluoreszenzfarbstoff, versetzt. Dieses Gemisch lief3
man anschliefend im Gelschlitten ausharten. Im Folgenden wurden die Proben
mit 6 x Loading Dye gemischt und in die Geltaschen gegeben. Der Loading Dye
bewirkt, dass die DNA-Proben sich nach unten in die Taschen senken und nicht
in den das Gel umgebenden 1 x TBE-Puffer diffundieren. Nach Anschluss an den
Stromkreis wanderte die DNA, bedingt durch ihre negative Ladung, im elektri-
schen Feld in Richtung der Kathode. Je kleiner die DNA-Fragmente waren, desto
hoher erwies sich die Laufgeschwindigkeit. Bei UV-Bestrahlung fluoreszierte der
Gel-Red-DNA-Komplex. Der Marker an erster Stelle des Fluoreszenzbildes gibt

hierbei Aufschluss Uber die Grolle der amplifizierten DNA-Fragmente.

2.2.5 DNA-Sequenzierung

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das hierflr notwendige Reaktionsgemisch entsprach pro Probe

ddH:20 18,7 pl
10 x PCR-Buffer 2,5l
dNTPs (10 mM) 0,5 pl
Forward-Primer 0,5 pl
Reverse-Primer 0,5 ul

Taqg-Polymerase 0,3 pl.
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Dieses wurde sodann mit 50 ng DNA gemischt und lief hauptsachlich unter dem

folgenden PCR-Programm (alle weiteren Programme finden sich im Anhang):

95 °C 5 min

94 °C 45 sek

56 °C 45 sek 40 Zyklen
72 °C 45 sek

72 °C 10 min

12 °C hold

Gelelektrophorese

Im Folgenden wurden die PCR-Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese aufge-
trennt. Hiermit konnte zum einen gezeigt werden, dass die PCR funktionierte.
Zum anderen konnte mithilfe der Negativkontrolle eine etwaige Verunreinigung
ausgeschlossen werden. Zusatzlich sollten anhand der Bandenstarke fur jede

einzelne Probe die Volumina fiir die weiteren Schritte bestimmt werden.

Aufreinigung mit Agencourt® AMPure® XP

Als nachstes wurden die PCR-Produkte mithilfe des Agencourt® AMPure® XP
Reagenz aufgereinigt. Diese Losung enthalt spezielle Magnetbeads, welche die
PCR-Amplikons binden. Im magnetischen Feld konnten die Amplikons sodann
von den restlichen Bestandteilen der DNA-Produkte wie beispielsweise nicht in-
tegrierten dNTPs, Primerdimeren, Salzen und anderen Bestandteilen separiert
und weiterhin konzentriert werden. Es folgte ein Waschen der PCR-Amplikons
und deren Elution in bidestilliertem Wasser [75] (vgl. Abbildung 8). Die einzuset-
zenden Volumina an PCR-Produkt und Agencourt® AMPure® XP ergaben sich
aus der zuvor durchgeflhrten Elektrophorese. Bei gewohnlich dicken Banden im
Gelbild waren dies 10 yl DNA und 18 pl AMPure® XP. Bei sehr dinnen Banden
konnten die Reagenzien — entsprechend eines Verhaltnisses von 1:1,8 — auf bis
zu 20 pl DNA und 36 pl AMPure® XP erhdht werden.
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Abbildung 8: Aufreinigung mit Agencourt® AMPure® XP im Detail [75]: Zugabe von Agen-
court® AMPure® XP zum PCR-Produkt (1). Wéhrend flinfminditiger Inkubation Binden der PCR-
Amplikons an die Magnetbeads (2). Trennen der PCR-Amplikons von den anderen Bestandteilen
durch waagerechtes Auflegen auf die Magnetplatte (3). Die gesammelten Beads mithilfe des
magnetischen Felds weiter in Richtung Cupéffnung schieben, Uberstand entfernen. Zweimaliges
Waschen mit jeweils 200 ul Ethanol 70 % fiir drei Minuten (4). Wiederabnahme des Uberstandes,
Entfernung der Tubes von der Magnetplatte. Beads trocknen lassen. Elution der PCR-Amplikons

von den Magnetbeats in 40 ul ddH->O (5), Transfer in ein neues Tube (6).

Sequenzierreaktion

Der nachste Schritt stellte die eigentliche Sequenzierreaktion dar. Die in dieser
Arbeit angewandte Technik entspricht einer modifizierten Sanger-Methode: Um
den Umstand zu umgehen, vier unterschiedliche Reaktionsansatze herstellen zu
mussen, werden die unterschiedlichen dNTPs fluoreszenzmarkiert. Somit muss
lediglich ein Reaktionsgemisch hergestellt werden. Letzteres setzte sich pro

Probe wie folgt zusammen:

DTCS-Mix 2 ul
Primer (Forward oder Reverse) 1l
aufgereinigte DNA 10 pl.

Das PCR-Programm stellte sich wie folgt dar:

96 °C 20 sek
50 °C 20 sek » 40 Zyklen
60 °C 4 min.

Anstelle einer konventionellen Gelelektrophorese erfolgte die Analyse der Ba-

sensequenz mittels automatisierter Kapillarelektrophorese (siehe unten).
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An dieser Stelle der Arbeit verdoppelte sich das Spektrum an durchzufihrenden
PCRs. Jede Probe wurde in diesem Schritt einmal mit einem Forward- und ein
weiteres Mal mit einem Reverse-Primer versetzt, sodass schlussendlich jede Se-
quenz in beide Richtungen — also sowohl von 3' nach 5' wie auch von 5' nach 3'
— vorlag. Etwaige Artefakte oder Mutationen konnten daher mithilfe der jeweils

anderen Sequenz verifiziert oder falsifiziert werden.

Aufreinigung mit Agencourt® CleanSEQ®

Der Sequenzierreaktion folgte eine erneute Aufreinigung (vgl. Abbildung 9) [76].
Unter Zugabe von Agencourt® CleanSEQ® und Ethanol band die DNA die Mag-
netbeads. Mithilfe eines magnetischen Feldes konnten die Sequenzierprodukte
von den Ubrigen Bestandteilen separiert werden. Erneutes Waschen mit Ethanol
sowie folgend eine Elution in einer Sample Loading Solution (SLS) stellen die

letzten Schritte dar. Anschlief3end wurde die Losung in eine 96-Well-Platte trans-

feriert.
{ Agencourt
CleanSEQ
Ethanal {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer  Transfer
&Y . 39 Py v w 5
prove 3 shihg stihig ? A
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Abbildung 9: CleanSeq-Aufreinigung im Detail [76]: Zugabe von 10 ul Agencourt®
CleanSeq®-Reagenz und 42 ul Ethanol 85 % (1). Binden der Sequenzierprodukte an die Mag-
netbeads (2). Ubertragung der Tubes in die Magnetplatte. Separation der Sequenzprodukte von
anderen Bestandteilen wéhrend dreiminiitiger Inkubation (3). Entfernung des Uberstands. Wa-
schen mit 100 ul Ethanol 85 % (4), erneut Uberstand entfernen, sofortige Elution der Magnetbe-
ads in Sample Loading Solution (5). Transfer in 96-Wellplatte (6). Beschichtung mit Tropfen Ol.
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Sequenzierung am GeXP®-Sequenzer

Die 96-Wellplatte wurde in den GeXP®-Sequenzer Uberfuhrt und die einzelnen
DNA-Fragmente mit ihren fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide (ddNTPs)
mittels Kapillarelektrophorese separiert. Letztere wurden hierbei mittels Laser an-
geregt und emittierten Licht einer bestimmten Wellenlange. Diese unterschiedli-
chen Wellenlangen konnten nun detektiert werden und wurden von der Software

direkt als DNA-Sequenz widergegeben [77, 78].

2.2.6 Exomsequenzierung funf ausgewahlter Tumoren

Parallel zur DNA-Gewinnung aus Proben des Kollektivs spielte sich die Exomse-
quenzierung funf ausgewahlter neuroendokriner Tumoren des lleums durch die
CeGaT GmbH ab. Im Gegensatz zum FFPE-Gewebe des Tumorkollektivs stellte
hierbei Kryogewebe das Untersuchungsmaterial dar. Die Sequenzierung erfolgte
mittels Next Generation Sequencing auf dem SOLID 5500 xI. Die Eigenschaften
der flr die Exomsequenzierung ausgewahlten Tumorproben finden sich in Ta-
belle 13 aufgefuhrt.

Tabelle 13: Eigenschaften der fiir die Exomsequenzierung ausgewahlten ilealen NET

Probenbezeichnung Staging Chromosom 18-Status

S92.1 T1IN1M1 1
S92.2 Unbekannt Mosaik
S92.3 Unbekannt 1
S92.4 T4N1M1 1
S92.5 T3N1MX 1

Im Verlauf des Projektes schloss sich die Exomsequenzierung der entsprechen-
den funf Normalgewebeproben an, um nicht-somatische Mutationen ausschlie-
Ren zu kdnnen und damit die anschlieRende Validierung per Sanger-Sequenzie-
rung zu erleichtern.

Zur Validierung der ausgewahlten Mutationen mittels Sanger-Sequenzierung

stand wiederum Kryogewebe-DNA zur Verfligung.
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2.2.7 Vorabanalysen an ausgewahlten Targets

Aus dem in der Exomsequenzierung detektierten Pool an DNA-Veranderungen
wurden 8 Targets fir die weiteren Analysen ausgewahlt. Diese ausgewahlten
DNA-Veranderungen wurden sodann zum einen mittels Pradiktionsprogrammen
auf ihre etwaige Auswirkung auf den menschlichen Organismus eingestuft. Ent-
sprechende Programme stellten SIFT? (Scale-invariant feature transform)vund
PolyPhen-23 (Polymorphism Phenotyping v2) dar. Zum anderen schloss sich die-
sem Schritt eine detaillierte Literaturrecherche hinsichtlich jeder der Mutationen,
aber auch zu den entsprechenden Genen an (vgl. Kapitel 1.4).

Weitere Analysen der einzelnen Gene, speziell deren Strukturanalyse, erfolgte
mithilfe der Datenbank NCBI* (National Center for Biotechnology Information)
Insbesondere mit Blick auf die vielversprechende SNV im NFATC1-Gen erfolgte
eine intensive Strukturanalyse eben dieses Gens. Diese lieferte Hinweise uUber
mogliche fur die Tumorgenese relevante Domanen. Hauptaugenmerk lag dabei
auf Phosphorylierungsstellen, DNA-Bindungsstellen, der Calcineurin-Bindungs-
stelle, der Transaktivierungsdomane A, dem Kernlokalisierungssignal sowie dem

Kernexportsignal.

2 http://sift.jcvi.org/
3 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 Ergebnisse

3.1 Praparation der Gewebeproben

3.1.1 HE-Schnitte

Um das Tumorareal der HE-Schnitte mit Gewissheit eingrenzen zu konnen und
damit eine exakte Markierung des fur die Makrodissektion notwendigen Areals
zu gewabhrleisten, wurde jeder der 116 Schnitte mikroskopisch untersucht (vgl.

Abbildung 10). Dabei konnte fur jedes Praparat die Diagnose eines neuroendo-

krinen Tumors verifiziert werden.

Abbildung 10: Hamatoxylin-Eosin (HE)-Schnitt eines neuroendokrinen Tumors des lleums
( * normale Dinndarmschleimhaut, + Tumorzellnester neuroendokriner Zellen)

3.1.2 Konzentrationsbestimmung der extrahierten DNA

Die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen der extrahierten Tumor-DNA
sind in Abbildung 11 dargestellt. Der Grol3teil der Konzentrationen fand sich in-

nerhalb einer Spanne von 21-60 ng/ul. Im Vergleich hierzu stellte sich bei der
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Konzentrationsbestimmung der Normalgewebs-DNA ein hoherer Anteil an Pro-
ben schwacherer Konzentration dar (vgl. Abbildungen 11B und 12), was insbe-
sondere an den stark tumordurchsetzten Gewebsschnitten lag. Nichtsdestotrotz
war der Anteil der Proben innerhalb einer Konzentrationsspanne von 21-60 ng/ul

vergleichbar mit denen der Tumorproben (43,1 % vs. 50,0 %).
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Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung der Tumor-DNA-Konzentrationen, n = 116 (A) und der
Normalgewebs-DNA-Konzentrationen, n = 62 (B)
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Einige DNA-Konzentrationen konnten im Verlauf durch erneute Makrodissektion

sowie den zusatzlichen Verdau von Dickschnitten optimiert werden.

Tumorgewebsproben Normalgewebsproben

1-20 ng/pl P 230 = 120 ngl
21-60 ng/pl

m 21-60 ng/ul

61-200 ng/pl
g 61-200 ng/pl

A

Abbildung 12: Vergleich der Konzentrationshaufigkeiten von Tumorgewebe (A; n = 116)

und Normalgewebe (B; n = 62)

3.2 Ergebnisse der Qualitats-PCR

Die Auswertung der Qualitats-PCR spiegelte ein sehr heterogenes Bild wider (vgl.
Abbildung 13). Mit 64,7 % wies der Groliteil der Tumorgewebsproben eine Qua-
litat von 200 Basenpaaren (bp) oder mehr auf. Ein Drittel der Tumorgewebspro-
ben zeigte eine DNA-Qualitat von 100 bp und wurden aus den weiteren Analysen
ausgeschlossen.

Die Normalgewebsproben verhielten sich ahnlich den Tumorgewebsproben. In
61,3 % der Falle fand sich eine DNA-Qualitat von 200 bp und mehr, indes zeigte
etwas mehr als ein Drittel (37,1 %) lediglich eine 100bp-Bande im Gelbild.
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Qualitdt der Tumor-DNA Qualitdt der Normalgewebs-
DNA
c 60 c 25
% 50 % o0 |
g 30 +— g
= 20 +— = 10 17
© ©
g 10 +— N S
0 <
100 200 300 keine 100 200 300 keine
Bande Bande
A DNA-Qualitat (Basenpaare) B DNA-Qualitat (Basenpaare)
Qualitat der Qualitat der
oo obonroben Normalgewebsproben
= keine Bande m keine Bande
200 bp © 200 bp
= 300 bp =300 bp

Abbildung 13: Vergleich der DNA-Qualitidt von Tumorgewebe (A und C; n = 116) und Nor-
malgewebe (B und D; n = 62)

3.3 Auswahl der zu analysierenden Tumorproben

Die Auswahl der im Weiteren zu analysierenden Tumorproben orientierte sich
insbesondere an DNA-Konzentration und DNA-Qualitat einzelner Proben. Aul3er-
dem sollte die Kohorte sowohl Proben mit Chromosom 18-Verlust als auch Pro-
ben ohne Chromosom 18-Verlust beinhalten. Zuletzt erfolgte das Einbeziehen
einer bestimmten Anzahl von gepaarten Proben aus Primarius und entsprechen-
der Metastase. Aufbauend auf diesen Kriterien ergab sich die Auswahl der in

Tabelle 14 aufgefihrten Tumorproben.
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Tabelle 14: Ubersicht iiber die ausgewihlten Tumorproben

Probe Tumorart DNA-Kon- | DNA-Qualitat | Chromosom | Kohorte
zentration | (maximal sicht-

(ng/pl) bare Bande)

1002a Primarius 67,7 200 bp 1 2
1003 Primarius 50,0 200 bp 2 1
1005b LK-Metastase 46,4 200 bp 1 3
1013b Primarius 39,9 200 bp 2 1
1016b LK-Metastase 20,7 200 bp 2 2
1024a Primarius 47,7 300 bp 1 2
1026¢c Primarius 14,6 200 bp 2 1
1027c LK-Metastase 81,9 200 bp 2 2
1029¢c LK-Metastase 138,9 200 bp 2 2
1030c LK-Metastase 105,2 300 bp 1 2
1032a Primarius 43,7 300 bp 2 2
1052¢c Primarius 65,4 300 bp 30:70* 3
1052f Fernmetastase 20,9 300 bp 30:70* 3
1055a Primarius 63,6 200 bp 1 1
1061b LK-Metastase 39,6 300 bp 1 2
1063c LK-Metastase 113,7 300 bp 1 3
1064a Primarius 51,4 300 bp 1 1
1066a Primarius 55,1 200 bp 1 2
1092 Primarius 23,2 200 bp 2 1
1093a LK-Metastase 37,8 300 bp 1 3
1099b Primarius 86,4 200 bp 2 3
1100c Primarius 35,2 200 bp 1 2
1101 Primarius 40,5 200 bp 2 1
1104b LK-Metastase 46,4 200 bp 1 2
1105a Primarius 37,2 300 bp 1 )
1105b Fernmetastase 40,6 300 bp 1 )
1106a Primarius 75,7 300 bp 60:40* 3
1106d Fernmetastase 47,9 300 bp 60:40* 3
1107a Primarius 42,5 200 bp 1 2
1117a Primarius 16,9 200 bp 1 3
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1117b Fernmetastase 53,7 300 bp 1
1142a Primarius 22,6 200 bp 1
1142c Fernmetastase 27,0 200 bp 1
1169a Fernmetastase 44 .6 200 bp 1
1169b Primarius 89,3 200 bp 1
1185a Fernmetastase 67,0 300 bp NA
1185¢c Primarius 106,7 300 bp NA
1198a Fernmetastase 107,2 300 bp 65:35*
1198b Primarius 117,4 300 bp 65:35*
1198c LK-Metastase 27,8 300 bp 65:35*
LK: Lymphknoten Bp: Basenpaare

* Verhéltnis von Zellen mit einem Chromosom 18 zu Zellen mit zwei Chromosomen 18

3.4 Exomsequenzierung

Der Schwerpunkt dieser zu Beginn der Arbeit durchgeflihrten Exomsequenzie-
rung funf ausgewahlter ilealer NET sowie ihrer entsprechenden Normalgewebs-
proben lag auf single nucleotide variations (SNV). Hierunter versteht man die
Substitution einer einzelnen Base im DNA-Strang durch eine andere. Diese Sub-
stitutionen kénnen synonym sein, d.h. das Basentriplett codiert immer noch fir
dieselbe Aminosaure und hat keinen Effekt auf die Proteintranslation. Sobald die
Basensubstitution jedoch zu einem Aminosaureaustausch fuhrt, kann dies zu ei-
ner negativen Veranderung der Proteineigenschaften flhren; in diesem Fall
spricht man von einem nicht-synonymen Austausch. Letzterer kann dabei entwe-
der zu einem vorzeitigen Kettenabbruch der Aminosaurenkette (Nonsense-SNV)
oder aber zu einem veranderten Protein (Missense-SNV) fihren. SNV scheinen
nach allgemeinem Verstandnis in der Ausbildung von Tumoren vielversprechend,
da sie im Falle einer nicht-synonymen SNV zu einem Funktionalitatsverlust be-

stimmter Proteine fihren konnen.

Die zu Beginn der Arbeit durchgefiihrte Exomsequenzierung lieferte insgesamt
mehr als 590 somatische SNV. Die Auswahl der fortan zu untersuchenden Tar-
gets beruhte auf bisherigen Kenntnissen bezlglich deren onkologischen Zusam-
menhangs sowie auf dem bereits beschriebenen Wissen uber den Mechanismus
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der Tumorgenese ilealer NET. Hauptaugenmerk lag dabei auf Chromosom 18-
Genen. Die Frequenz einzelner SNV innerhalb der funf Tumoren sowie vorbeste-
hende Pradiktionsaussagen Uber deren mdgliche Auswirkungen auf den Orga-
nismus stellten sich als zweitrangig dar. Die basierend auf diesen Merkmalen
ausgewahlten Targets sind Tabelle 15 zu entnehmen. Das PIK3C3-Gen stellte
insoweit eine Besonderheit dar, als dass es zwei direkt hintereinander liegende
SNV aufwies. Im PIEZO2-Gen war in der Exomsequenzierung keine SNV, son-
dern eine Deletion dreier Basen nachgewiesen worden.

Fir die weiteren Analysevorgange standen demzufolge neun zu untersuchende
Genabschnitte zur Verfugung, die gegebenenfalls auf weitere Regionen des

Gens ausgeweitet werden konnten.

Tabelle 15: Ubersicht iiber die fiir die Mutationsanalyse ausgewihlten Targets

CABYR  Chr18:g. 21736417A>G S92.5 Exon 4 p.1318V
ERBB2 Chr17:9.37883791C>T S92.1 Exon 26 p.P1135S
ERCCH4 Chr16:9.14026096 T>A S92.5 Exon 6 p.S352R
MSH6 Chr2:9.48030631C>T S92.5 Exon 5 p.P1082L
NFATC1 Chr18:9.77211057C>T S92.5 Exon 5 p.R552C
PIEZO2  Chr18:9.10671606TTCT>T  S92.2 Exon 52 NA
PIK3C3  Chr18:9.39576604T>A S92.5 Exon 9 NA
PIK3C3  Chr18:9.39576605A> T S92.5 Exon 9 p.1299F
LAMA3 Chr18:9.21407328C>G S92.1,892.2, 5924, p.A907G

jeweils Exon 23

3.5 Validierung der Exomsequenzierung

Mittels Sanger-Sequenzierung konnten flunf der ausgewahlten SNV validiert wer-
den. Hierunter fanden sich die SNV der folgenden Gene: CABYR, ERBB2, MSH6,
NFATC1, PIEZO2. Abbildung 14 zeigt die zu Beginn der Validierung erhaltenen
Gelbilder, welche Auskunft dariber geben, ob die Auswahl der Primer fur die

jeweiligen Targets erfolgreich war.

43



Ergebnisse

Abbildung 14: PCR-Produkte zu Beginn der Validierung der SNV

M:  Marker 2: CABYR Tumorgewebe S92.5
3: CABYR Normalgewebe S92.5 4: Negativkontrolle CABYR
5:  PIEZO2 Negativkontrolle 6: PIEZO2 Tumorgewebe S92.2
7. PIEZO2 Normalgewebe S92.2 8: NFATC1 Tumorgewebe S92.5
9:  NFATC1 Normalgewebe S92.5 10: NFATC1 Negativkontrolle
11: MSHG6 Tumorgewebe S92.5 12:  MSH6 Normalgewebe S92.
13:  MSH6 Negativkontrolle 14: ERBB2 Tumorgewebe S92.1
15: ERBBZ2 Normalgewebe S92.1 16: ERBBZ2 Negativkontrolle

Die SNV p.A907G im LAMA3-Gen war durch Maike Hoffmeister bereits im Vor-

feld validiert worden und erwies sich als Artefakt.

3.6 Analyse der ausgewahlten Targets am Kollektiv

3.6.1 Mutationsanalyse CABYR

Das CABYR-Gen mit seinen sechs Exons ist auf dem langen Arm von Chromo-
som 18 lokalisiert. Die in der Exomsequenzierung detektierte SNV findet sich in
Exon 4 und flhrt zu einem Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Valin an der
Stelle 318 (p.I1318V). Weitere Eigenschaften dieser SNV finden sich in Tabelle 16.
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Tabelle 16: Eigenschaften von p.I1318V im CABYR-Gen

Chromosom 18
Position 21736417
Referenz A
Genotyp G
Heterozygote Mutation? RE]
Funktionelle Konsequenz [\ [« gl =3 alela)%00
Aminosaurenposition 318
Referenz-Aminosaure I
Genotyp-Aminosaure \%
Pradiktion

SIFT Tolerabel

PolyPhen-2 Benigne

Fir das CABYR-Gen sind in der Tumordatenbank COSMIC (Catalogue Of So-
matic Mutations In Cancer®) 55 Mutationen in insgesamt 23.780 Tumorproben
aufgefuhrt (Stand: 24.05.2015). P.1318V ist dort nicht vorbeschrieben. In der Da-
tenbank ebenfalls aufgelistet sind Untersuchungen bezlglich copy number vari-
ations (CNV). Fur CABYR ist eine deutliche Dominanz an Gewinnen (Ratio = 3,0)

im Vergleich zu Verlusten des Gens beschrieben.

Nach erfolgreicher Validierung von p.I318V erfolgte die Analyse des entspre-
chenden Bereiches von Exon 4 an 25 ausgewahlten Tumorproben aus dem Kol-
lektiv (vgl. Abbildung 15 und Tabelle 17), jedoch ohne p.I318V hierin nachweisen

zu kdnnen.

Weitere Sequenzen des CABYR-Gens sowie die in diesem Teil der Arbeit nicht

abgebildeten Sequenzen der restlichen Targets sind dem Anhang zu entnehmen.

5 http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/
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Abbildung 15: Validierung der Mutation p.I318V im CABYR-Gen von Tumor $92.5 in der

reverse-Sequenz: an der cDNA-Stelle c.1104 findet sich ein Basenaustausch von T 2 C.

Tabelle 17: Zusammensetzung der fiir die Analyse des CABYR-Gens ausgewdhliten 25 Tu-

morproben
T1-T3
1 NO
MO
T1-T4
2 NX, N1
MO
T1-T4
3 NX, N1
M1

3.6.2 Mutationsanalyse ERBB2

Das auf Chromosom 17 lokalisierte ERBB2-Gen findet sich auf dessen langem
Arm und umfasst 30 Exons. Die in der Exomsequenzierung detektierte SNV fin-
det sich im Exon 26 und fuhrt zu einem Aminosaureaustausch von Prolin zu Serin
an der Stelle 1135 (p.P1135S). Weitere Eigenschaften von p.P1135S finden sich
in Tabelle 18.

Tabelle 18: Eigenschaften von p.P1135S im ERBB2-Gen

Chromosom 17
Position 37883791
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Referenz C
Genotyp T
Heterozygote Mutation? RE]
FUll e ER G [IEha Nicht-synonym
Aminosaurenposition 1135
Referenz-Aminosaure P
Genotyp-Aminosaure S
Pradiktion
SIFT Schadigend
PolyPhen-2 Variation unbekannt

Laut COSMIC lieRRen sich in bisherigen Studien in insgesamt 46.492 Tumorpro-
ben 602 Mutationen im ERBB2-Gen finden (Stand: 24.05.2015). Die in der

Exomsequenzierung detektierte Mutation p.P1135S ist jedoch nicht aufgelistet.

P.P1135S im ERBB2-Gen liel3 sich im Tumorgewebe per Sanger-Sequenzierung
validieren, allerdings wurde die Variation ebenso im Normalgewebe gefunden
(vgl. Abbildung 16). P.P1135S muss demnach als Keimbahnmutation eingeord-

net werden. Es erfolgten keine weiteren Analysen in Bezug auf das ERBB2-Gen.

A B

TGGG@GCTGC TGGG@GCTGC

ol Ly

TG G G T G G G T G C

Abbildung 16: Validierung der Mutation p.P1135S im ERBB2-Gen von Tumor S92.1 (A) wie
auch im entsprechenden Normalgewebe (B) (jeweils reverse-Sequenz): an der cDNA-Stelle

¢.3403 findet sich ein Basenaustausch von G 2 A.

47



Ergebnisse

3.6.3 Mutationsanalyse ERCC4

Das ERCC4-Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 16 und weist elf
Exons auf. Die mittels Exomsequenzierung nachgewiesene SNV findet sich in
Exon 6 und fuhrt zu einem Aminosaureaustausch von Serin zu Threonin an der
Stelle 352 (p.S352R). Weitere Eigenschaften der SNV finden sich in Tabelle 19.

Tabelle 19: Eigenschaften von Mutation p.S352R im ERCC4-Gen

Chromosom 16
Position 14026096
Referenz T
Genotyp A
Heterozygote Mutation? [BE]
Funktionelle Konsequenz J\I[eal e alela)%00
Aminosaurenposition 352
Referenz-Aminosaure S
Genotyp-Aminosaure R
Pradiktion
SIFT Schadigend
PolyPhen-2 Wahrscheinlich schadigend

Obgleich sich p.S352R nicht in der Tumordatenbank COSMIC wiederfinden Iasst,
sind bis zum jetzigen Zeitpunkt in insgesamt 24.478 Tumorproben 157 Mutatio-
nen innerhalb des ERCC4-Gens beschrieben (Stand 24.05.2015). Im Hinblick auf

CNV sind bis dato deutlich haufiger Gengewinne als Genverluste beschrieben.

P.S352R wurde bei erfolgloser Validierung mittels Sanger-Sequenzierung als Ar-

tefakt interpretiert. Von weiteren Analysen wurde abgesehen.
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3.6.4 Mutationsanalyse MSH6

Das MSH6-Gen, bestehend aus zehn Exons, ist auf dem kurzen Arm des Chro-
mosoms 2 lokalisiert. Die in Exon 5 detektierte Mutation stellt eine SNV dar, die
einen Aminosaureaustausch von Prolin zu Leucin an der Stelle 1082 bedingt
(p.P1082L). Weitere Eigenschaften von p.P1082L finden sich in Tabelle 20.

Tabelle 20: Eigenschaften von p.P1082L im MSH6-Gen

Chromosom 2
Position 48030631
Referenz C
Genotyp T
Heterozygote Mutation? [E!
Funktionelle Konsequenz J\I{¢ gl alela)%
Aminosaurenposition 1082
Referenz-Aminosaure P
Genotyp-Aminosaure L
Pradiktion
SIFT Schadigend
PolyPhen-2 Variation unbekannt

Die Mutation p.P1082L ist in der Tumorbank COSMIC bereits als somatische Mu-
tation in einer Dickdarmkarzinomprobe vorbeschrieben. Insgesamt findet sich im
MSHG6-Gen bis zu diesem Zeitpunkt 391 Mutationen in insgesamt 26.462 Tumor-
proben (Stand 24.05.2015). Bezlglich CNV zeigt sich eine deutliche Dominanz
an Amplifikationen (Ratio = 6,8) im Vergleich zu Genverlusten.

Nach erfolgreicher Validierung war p.P1082L auch im Normalgewebe nachzu-
weisen, sodass sie als Keimbahnmutation eingeordnet werden musste (vgl. Ab-

bildung 17) und keine weiteren Analysen bezuglich dieses Gens stattfanden.
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TG C CTG G A4 AG TG € TCT G G & & G

Abbildung 17: Validierung der Mutation p.P1082L im MSH6-Gen von Tumor S92.5 (A) wie
auch im entsprechenden Normalgewebe (B) (jeweils forward-Sequenz): an der cDNA-Stelle

c.3245 findet sich ein Basenaustausch von C 2 T.

3.6.5 Mutationsanalyse NFATC1

Das NFATC1-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 18 lokalisiert und
beinhaltet acht Exons. Die in der Exomsequenzierung detektierte SNV ist inner-
halb von Exon 5 zu finden und bedingt einen Aminosaureaustausch von Arginin
zu Cystein an der Stelle 552 (p.R552C). Weitere Eigenschaften dieser Mutation

finden sich in Tabelle 21.

Tabelle 21: Eigenschaften von p.R552C im NFATC1-Gen

Chromosom 18
Position 77211057
Referenz C
Genotyp T
Heterozygote Mutation? [RE]
Funktionelle Konsequenz [\« gl =Y aleln)%eg
Aminosaurenposition 552
Referenz-Aminosaure R
Genotyp-Aminosaure C
Pradiktion
SIFT Schadigend
PolyPhen-2 Variation unbekannt
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In COSMIC sind mit Bezug auf NFATC1 238 Mutationen in insgesamt 23.940
Tumorproben aufgefuhrt (Stand: 24.05.2015), wobei p.R552C nicht vorbeschrie-
ben ist. Hinsichtlich CNV zeigen die analysierten Tumorproben deutlich haufiger

einen Genverlust dieses auf Chromosom 18 lokalisierten Gens als eine Genam-

plifikation (Ratio = 8,6).

Nach erfolgreicher Validierung von p.R552C im NFATC1-Gen (vgl. Abbildung 18)

erfolgte die Analyse aller als relevant eingestuften DNA-Regionen des Gens an

30 ausgewahlten Tumorproben aus dem Kollektiv (vgl. Tabelle 22).

C G C

Abbildung 18: Validierung der Mutation p.R552C im NFATC7-Gen in Tumor $92.5 in der

reverse-Sequenz: an der cDNA-Stelle ¢.1720 findet sich ein Basenaustausch von G 2 A.

Tabelle 22: Zusammensetzung der fiir die Analyse des NFATC1-Gens ausgewahlten 30 Tu-

morproben
T1-T3
1 NO
MO
T1-T4
2 NX, N1
MO
T1-T4
3 NX, N1
M1

m Kohorte 1 m Kohorte 2 = Kohorte 3
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Unter Verwendung von 15 Primern (vgl. Tabelle 7) konnten alle im Vorfeld als

vielversprechend eingestuften Domanen im Gen abgedeckt werden (vgl. Kap.
2.2.7). Abbildung 19 stellt dabei ein exemplarisches Gelbild von 28 PCR-Produk-
ten mit den Primern NFATC1 Ex 2.7 und NFATC1 Ex 2.5n dar.

Abbildung 19: Gelbild von 28 PCR-Produkten mit den Primern NFATC1 Ex 2.7 (1-27) und
NFATC1 2.5n (28)

M:  Marker 1: 1003 2: 1013b 3: 1055a 4: 1064a
5: 1092 6: 1101 7: 1099b 8: 1105a 9: 1106a
10: 1005b 11: 1016b 12: 1061b 13: 1063c 14: 1093a
15: 1104b 16: 1030c 17: 1117b 18: 1142a 19: 1142¢
20: 1169b 21: 1169a 22: 1185¢ 23: 1185a 24: 1052f
25: 1198a 26: 1105b 27: 1106d 28: 1101

29: Negativkontrolle NFATC1 Ex 2.7
30: Negativkontrolle NFATC1 Ex 2.5n
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P.R552C fand sich in keiner der 30 Tumorproben wieder. Indessen konnte im
Primartumor 1105a eine weitere Mutation detektiert werden, welche in Exon 2
einen Aminosaureaustausch von Leucin nach Valin an der Stelle 344 bedingt (vgl.
Abbildung 20A). Zwei Wiederholungen bestatigten p.L344V. In der zugehorigen
Fernmetastase konnte p.L344V ebenfalls detektiert werden (vgl. Abbildung 20B).

Abbildung 20: Mutation p.L344V in den forward-Sequenzen von Tumorprobe I105a (A) und
1105b (B) im NFATC1-Gen: an cDNA-Stelle ¢.1030 findet sich ein Basenaustausch von C 2 G.

Im nachsten Schritt erfolgte die Untersuchung des dazugehoérigen Normalgewe-
bes, um eine Einordnung als somatische Mutation oder aber als Keimbahnmuta-
tion treffen zu konnen. Hierbei war p.L344V auch im Normalgewebe nachzuwei-

sen (vgl. Abbildung 21), sodass p.L344V als Keimbahnmutation aufgefasst wurde.

Abbildung 21: Im Normalgewebe 1105 findet sich die Mutation p.L344V im NFATC7-Gen mit

einem Basenaustausch von C - G an cDNA-Stelle ¢.1030 (forward-Sequenz)
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Auffallig zeigte sich in der Mutationsanalyse des NFATC7-Gens die regelmalige
Detektion synonymer Substitutionen. Mehr als die Halfte aller Tumorproben wie-
sen zwei oder mehr synonyme Substitutionen auf. Lediglich vier der 30 Proben

waren ohne synonyme Substitution (vgl. Abbildung 22).

14

12

10

Anzahl an Tumorproben

0 1 2 3 4
Anzahl synonymer Substitutionen

Abbildung 22: Anzahl synonymer Mutationen pro Tumorprobe

SchlieBlich konnten innerhalb der Analysen aller als relevant eingestuften DNA-
Regionen des NFATC1-Gens 61 synonyme Substitutionen detektiert werden, de-

ren Haufigkeiten Abbildung 23 zu entnehmen sind.

Zusammenfassend ergab die Mutationsanalyse des NFATC171-Gens zwei nicht-
synonyme Mutationen und 61 synonyme Substitutionen. Die somatische SNV
p.R552C fand sich in einer aus 35 Tumorproben, darunter 27 Primartumoren und
acht Metastasen. Weiterhin erfolgte der Nachweis der Mutation p.L344V, welche
sich im weiteren Verlauf als Keimbahnmutation herausstellte.

Innerhalb der detektierten synonymen Substitutionen machten p.P249P, p.L399L,
p.S604S sowie p.P649P den grolten Anteil aus.
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Abbildung 23: Uberblick iiber alle im NFATC1-Gen detektierten synonymen Substitutionen
und ihre Haufigkeit

3.6.6 Mutationsanalyse PIEZO2

Das PIEZO2-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 18 lokalisiert und
weist 52 Exons auf. Die in der Exomsequenzierung detektierte Mutation fand sich
im letzten Exon. Diese stellt eine Deletion an den Positionen 10671600-
10671602 dar, die einen Verlust der Aminosaure Glutaminsaure zur Folge hat.
Weitere Eigenschaften dieser Mutation finden sich in Tabelle 23.

Tabelle 23: Eigenschaften der InDel-Mutation an Stelle 10671600-10671602 im PIEZO2-Gen

Chromosom 18

Position 10671600-10671602
Referenz TTCT

Genotyp T

Heterozygote Mutation? RE]
Aminosaurenposition 2727 + 2728
Referenz-Aminosauren ED
Genotyp-Aminosauren D
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Pradiktion
SIFT Deleterious
PolyPhen-2 NA

In der Tumordatenbank COSMIC findet sich im PIEZO2-Gen bislang (Stand
24.05.2015) 28 Mutationen in 23.690 Tumorproben. Deletionen und Insertionen
sind nicht vorbeschrieben. Die in der Exomsequenzierung detektierte Mutation
an Position 10671600-10671602 ist bisher in Bezug auf Malignome nicht bekannt.

Hinsichtlich CNV zeigt sich eine Dominanz an Gengewinnen.

In der Validierung mittels Sanger-Sequenzierung konnte die Deletion an Stelle
10671600-10671602 erneut nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 24). Da es
sich bei dieser Deletion von drei Basen jedoch nicht um eine frameshift-Mutation
handelt, das Leseraster also nicht verschoben wird, und das Gen des Weiteren
bis zu diesem Zeitpunkt in nur sehr vager Weise mit der Pathogenese von Tu-
moren in Zusammenhang gebracht werden kann, wurde die Analyse des
PIEZO2-Gens nicht weiter vertieft.

5 T €6 T T C T T A°

Abbildung 24: Validierung der Deletion Stelle 10671600-10671602 im PIEZO2-Gen im Tu-
mor S92.2 (A) im Vergleich zum Normalgewebe (B) (forward-Sequenzen): im Tumorgewebe

fehlen die Basen TCT, die vom Programm ermittelte Base G stellt ein Artefakt dar.

3.6.7 Mutationsanalyse PIK3C3

Das PIK3C3-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 18 lokalisiert und

weist 25 Exons auf. Beide in der Exomsequenzierung detektierten SNV finden
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sich in Exon 9. Erstere SNV befindet sich direkt an der Splei3stelle. Die zweite

SNV bedingt einen Austausch von Isoleucin zu Phenylalanin an der Stelle 299.

Weitere Eigenschaften dieser Mutationen finden sich in Tabellen 24 und 25.

Tabelle 24: Eigenschaften der an der SpleiRstelle befindlichen Mutation im PIK3C3-Gen

Chromosom 18
Position 39576604
Referenz T
Genotyp A
Heterozygote Mutation? RE]
Funktionelle Konsequenz BSJell=IS Gl
Aminosaurenposition 298
Referenz-Aminosaure -
Genotyp-Aminosaure -
Pradiktion

SIFT tolerabel

PolyPhen-2 NA

Tabelle 25: Eigenschaften von Mutation p.1299F im PIK3C3-Gen

Chromosom 18
Position 39576605
Referenz A
Genotyp T
Heterozygote Mutation? RE]
Funktionelle Konsequenz B\ [lelsle}Yalela)Y gl
Aminosaurenposition 299
Referenz-Aminosaure I
Genotyp-Aminosaure F
Pradiktion
SIFT Schadigend
PolyPhen-2 Wahrscheinlich schadigend
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In COSMIC sind mit Bezug auf das PIK3C3-Gen 191 Mutationen in 24.654 Tu-
morproben aufgefuhrt (Stand 24.05.2015). Beide in der Exomsequenzierung de-
tektierten SNV sind darin nicht vorbeschrieben. Bezliglich CNV zeigt sich ein aus-

geglichenes Verhaltnis von Genamplifikationen zu Genverlusten.

Beide Mutationen im PIK3C3-Gen konnten mittels Sanger-Sequenzierung falsifi-
ziert werden. Der Grund hierfur liegt hochstwahrscheinlich darin, dass die fur die
Exomsequenzierung gewahlte Methode SOLID in der Sequenzierung von ,ad-
Jacent SNPs“ Schwachpunkte aufzeigt. Dadurch, dass bei dieser Technik immer
zwei Basen auf einmal ligiert werden, kann es bei Falscheinbau haufiger zu dem
Phanomen der sog. ,adjacents SNPs" kommen. Letzteres besagt, dass zwei di-
rekt benachbarte Basen falsch eingebaut werden.

Demnach ist anzunehmen, dass beide in der Exomsequenzierung detektierten
SNVs im PIK3C3-Gen Artefakte darstellen, weshalb auf weitere Analysen im
PIK3C3-Gen verzichtet wurde.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Gene zu ermitteln, die flr die Pathogenese
neuroendokriner Tumoren des lleums als relevant eingestuft werden kénnen.
Grundlage hierfur bildete die Exomsequenzierung funf neuroendokriner Tumoren
des lleums, welche mehr als 590 somatische single nucleotide variations (SNV)
ergab. Intensive Literaturrecherchen bezlglich einzelner Chromosomen und
Gene, insbesondere bezuglich ihres bisherigen Kontextes in der Tumorgenese,
konnten den Pool vielversprechender Targets schmalern. Die endgultige Wahl
der zu analysierenden Gene beruhte auf bisher beschriebenen, voneinander un-
abhangigen Forschungsergebnissen, die dem Chromosom 18-Verlust eine nicht
zu unterschatzende Rolle in der Ausbildung neuroendokriner Tumoren des lle-
ums zuschreiben. Daten bezuglich der Haufigkeit eines Chromosom 18-Verlus-
tes in NET des lleums schwanken zwischen 74 % und 100 % aller untersuchten
Tumorproben, wobei hier nicht unterschieden wird zwischen segmentalen Copy
Number Variations (CNV) oder dem Verlust des gesamten Chromosoms [13-15].
Diese hohen Zahlen lassen Chromosom 18 als Trager wichtiger Tumorsuppres-
sorgene vermuten, welche durch ein zweites Ereignis, wie beispielsweise einem
Einzelbasenaustausch, in ihrer Funktion gestort werden kdnnten (vgl. Second hit-
Hypothese von Knudson [79]). In der Literatur finden sich zudem Hinweise darauf,
dass sich eben diese relevanten Tumorsuppressorgene in einem Gencluster wei-

ter distal der Chromosomen-Region 18g21 befinden kdnnten [12].

Diese Arbeit deckt finf aus insgesamt sechs der mittels Exomsequenzierung de-
tektierten SNV innerhalb von Chromosom 18-Genen ab und analysiert darber
hinaus drei weitere, nicht auf Chromosom 18 lokalisierte Gene. Die sechste SNV
innerhalb eines Chromosom 18-Gens, p.A907G im LAMA3-Gen, war in Vorun-

tersuchungen durch die Arbeitsgruppe bereits untersucht worden.

Die in dieser Arbeit analysierten Chromosom 8-Gene stellen PIEZO2, PIK3C3,
CABYR und NFATC1 dar. P.A907G des LAMA3-Gens auf Chromosom 18 war
zu diesem Zeitpunkt bereits im Rahmen von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe durch

Maike Hoffmeister validiert worden und erwies sich als Artefakt.
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Die Deletion an den Positionen 10671600-10671602 im PIEZO2-Gen stellte sich
nach erfolgreicher Validierung zwar als somatisch heraus, aufgrund fehlender o-
der lediglich vager Hinweise auf ein Mitwirken in der Tumorgenese schien eine
weitere Bearbeitung dessen jedoch nicht sinnvoll, zumal es sich bei dieser Dele-

tion nicht um einen sog. frameshift-Deletion handelte [66, 67].

Im Gegensatz hierzu findet sich das PIK3C3-Gen in der Literaturrecherche hau-
figer im Kontext der Pathogenese solider Tumoren wieder. Vielversprechend ist
insbesondere die Tatsache, dass das PIK3C3-Protein eine wichtige Rolle im Me-
chanismus der Autophagie spielt, einem in Tumorzellen haufig modifizierten Me-
chanismus. Daruber hinaus ubt es bei seiner Alteration moglicherweise eine ver-
anderte Regulation des mTOR-Signalwegs aus [68-70]. Pradiktionsprogramme
bezlglich der beiden PIK3C3-Mutationen stuften insbesondere die SNV p.1299F
als potentiell schadigend ein, die an der Spleil3stelle befindliche weitere Mutation
im PIK3C3-Gen dagegen als tolerabel. Die mittels Sanger-Sequenzierung durch-
gefuhrte Validierung konnte keine der beiden Mutationen bestatigen. Der Grund
hierfur liegt hdchstwahrscheinlich in der Art und Weise der bei der Exomsequen-
zierung verwendeten SOLiD-Sequenziertechnik begrindet, bei der es haufiger
zu dem Phanomen der sog. ,adjacents SNPs", dem falschen Einbau zweier be-
nachbarter Basen, kommen kann. Beide in der Exomsequenzierung detektierten

Mutationen sind daher am ehesten als Artefakte zu interpretieren.

Literatur- und Datenbankrecherchen mit Bezug auf das CABYR-Gen lieferten
ambivalente Ergebnisse. So ist CABYR in zahlreichen soliden Tumoren als Uber-
exprimiert beschrieben [36, 37]. Zusatzlich konnte eine Interaktion der Isoform
CABYR-a mit dem glykolysierenden Enzym a-Enolase nachgewiesen werden,
welches insbesondere in der Tumorgenese grolRzelliger Bronchialkarzinome eine
Rolle spielt, aber auch in Tumoren von Brust und Prostata Gberexprimiert ist [38,
39]. Dem gegentber standen zum einen die Tatsache, dass diese Genlokalisa-
tion (18911.2) nicht der durch Ldllgen et. al. beschriebenen tumorrelevanten Lo-
kalisation 18921 entspricht und zum anderen Pradiktionsprogramme diese Mu-
tation Ubereinstimmend als tolerabel einstuften [12]. Nichtsdestotrotz erfolgte
nach erfolgreicher Validierung die Analyse der Mutation p.1318V an weiteren 25
Tumorproben. In keiner dieser Proben konnte die SNV p.I318V nachgewiesen
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werden, sodass fur p.1318V im Gesamten eine Mutation in 30 untersuchten Tu-
morproben zu verzeichnen ist. Mit dieser geringen Haufigkeit scheint p.1318V fur
die Pathogenese neuroendokriner Tumoren des lleums weniger von Bedeutung
zu sein. Dennoch sollte letztere SNV sowie das gesamte CABYR-Gen ob der hier
dargelegten Ergebnisse nicht vollig vernachlassigt werden. So wird beispiels-
weise in der Diagnostik nicht-kleinzelliger Bronchialkarzinome (NSCLC) heute in
vielen Zentren routinemafig die Mutationsanalyse u.a. des anaplastic lymphoma
receptor tyrosine kinase (ALK)-Gens durchgefuhrt, wo sich in 2 bis 5 % der Tu-
morproben ein Rearrangement findet und eine spezielle Behandlung mit Crizoti-
nib, einem Tyrosinkinase-Inhibitor, indiziert ist [80]. Zu beachten gilt ebenso, dass
das in dieser Arbeit untersuchte Tumorkollektiv nur einen geringen Anteil aller
ilealer NET abbildet, sodass sich die Haufigkeitsaussagen in dieser Arbeit schwer
bewerten lassen und dies weitere Analysen notwendig macht.

Des Weiteren wurden die 25 ausgewahlten Tumorproben in dieser Arbeit speziell
auf p.1318V im CABYR-Gen untersucht, sodass weitere Mutationen innerhalb der
nicht analysierten Regionen des Gens auller Acht gelassen wurden. Zukiinftige
Sequenzierungen des gesamten CABYR-Gens sowie Untersuchungen auf eine
mogliche Uberexpression von CABYR in neuroendokrinen Tumoren des lleums
scheinen also zweckmafig. Zudem ist bis zu diesem Zeitpunkt eine Rolle des in
den meisten Geweben exprimierten glykolysierenden Enzyms a-Enolase in der
Tumorgenese ilealer NET nicht vorbeschrieben. Eine Expressionsanalyse dieses
Proteins innerhalb neuroendokriner Tumoren des lleums stellt einen weiteren An-

satz fur zukunftige Projekte dar.

Fir das ebenfalls auf Chromosom 18 lokalisierte NFATC1-Gen finden sich in der
Literatur zahlreiche Hinweise auf ein Mitwirken in der Pathogenese verschiede-
ner Tumoren, so beispielsweise dessen Uberexpression in Pankreaskarzinomen,
Kolorektalen Karzinomen, dem Hepatozellularen Karzinom und in Krebserkran-
kungen der hamatopoetischen Zelllinien [54-57]. Weitere Hinweise Uber Interak-
tionen mit dem Protoonkogen c-myc und dem Enzym COX-2 sowie die Beobach-
tung von durch konstitutiv aktiviertem NFATC1 induzierten Mausetumoren be-
starken diese Annahme [52, 54, 55, 61]. Zusatzlich stuft das Pradiktionspro-
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gramm SIFT (vgl. Kapitel 2.2.7) die in der Exomsequenzierung detektierte Muta-
tion p.R552C als schadigend ein. Interessanterweise liegt p.R552C im NFATC1-
Gen auf Chromosom 18 genau an der Stelle, an der das Team um Ldllgen die
fur die Pathogenese ilealer NET relevanten Gene vermutet, namlich an Stelle
18923 und demnach weiter distal der Region 18921 [12]. Nach erfolgreicher Va-
lidierung von p.R552C mittels Sanger-Sequenzierung erfolgte die Analyse aller
im Gen befindlichen relevanten Regionen an 30 ausgewahlten Tumorproben aus
Primartumor wie auch Metastasen. Diese umfassten Phosphorylierungsstellen,
DNA-Bindungsstellen, Kernlokalisierungssignal und Kernexportsignal, die Calci-
neurin-Bindungsstelle und die Transaktivierungsdomane A. Die durchgefuhrten
Sequenzanalysen konnten p.R552C in keiner weiteren Tumorprobe nachweisen,
detektierten jedoch die Mutation p.L344V in zwei gepaarten Tumorproben — Pri-
marius und Fernmetastase. Bei der Analyse des entsprechenden Normalgewe-
bes war diese SNV auch hier nachzuweisen, sodass bei p.L344V von einer Keim-
bahnmutation ausgegangen werden muss.

Somit konnten in Analysen am NFATC1-Gen in 27 Patientenproben zwei Mutati-
onen nachgewiesen werden, zum einen die Keimbahnmutation p.L344V, zum
anderen die somatische Mutation p.R552C. Beide Mutationen sind nicht als SNP
(single nucleotide polymorphism) vorbeschrieben®. SNP stellen vererbbare ge-
netische Varianten dar, in welchen — ahnlich den SNV — ein Basenpaar ausge-
tauscht ist und deren Krankheitswert abschlief3end nicht sicher bewertet werden
kann [81]. Im Unterschied zu SNV sind SNP in der Population regelmafig vertre-
ten mit einer Haufigkeit i.d.R. Gber 1 % [81].

Auffallig zeigte sich in der Mutationsanalyse des NFATC1-Gens zudem die re-
gelmalige Detektion synonymer Substitutionen. Von den insgesamt 61 synony-
men Mutationen waren in nahezu jeder der 30 mittels Sanger-Sequenzierung un-
tersuchten Tumorproben (in 86,7 %) einzelne oder auch mehrere synonyme Mu-
tationen vertreten. Eine dieser 61 Mutationen (p.H554H) findet sich in der Tu-
morbank COSMIC wieder und konnte in der Gewebeprobe eines Ovarialkarzi-
noms nachgewiesen werden. Diese synonymen Mutationen sind jedoch keines-

wegs als uninteressant einzustufen. So erhielten letztere in den vergangenen

6 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/
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Jahren zunehmend Zugestandnisse bezlglich einer moglichen Rolle innerhalb
der Pathogenese solider Tumoren. Mittlerweile gibt es Hinweise darauf, dass sy-
nonyme Mutationen ein aberrantes mRNA-Splicing bedingen kénnten [82]. Zu-
dem besteht der Verdacht, synonyme Mutationen fihrten zu einer veranderten
Proteinexpression und damit einhergehend zu veranderter Enzymaktivitat, indem
sie die Stabilitat der mRNA beeinflussten [83, 84]. Im Jahr 2007 gelang Komar
der Nachweis, dass synonyme Mutationen die Proteinkonformation und damit
deren Aktivitat und Substratspezifitat verandern kdnnten [85].

Die Ergebnisse bezliglich nicht-synonymer SNV innerhalb des NFATC1-Gens
sind ahnlich denen des CABYR-Gens einzuordnen. Die Detektion einer somati-
schen nicht-synonymen Substitution in 27 Patienten lasst fur NFATC1 nicht pri-
mar eine zentrale Rolle in der Pathogenese ilealer NET vermuten. Die Tatsache,
dass in der Klinik mit Ciclosporin A und FK506 jedoch bereits effektive Inhibitoren
des NFATC1-Aktivierungspfads zum Einsatz kommen, macht eine mdgliche
Rolle des NFATC1-Gens innerhalb der Pathogenese ilealer NET umso wun-
schenswerter.

Ein wichtiger Bestandteil weiterer Forschungen am NFATC7-Gen bestlinde zum
einen darin, die Mutationsanalyse auf ein groReres Kollektiv auszuweiten. Zum
anderen bietet es sich aufgrund gegenwartiger Hinweise bezuglich der Auswir-
kungen synonymer Substitutionen auf den Organismus an, sich mit den Protei-
nen der in dieser Arbeit detektierten synonymen Substitutionen zu beschaftigen,
um etwa Konformationsénderungen oder Enzymaktivitatsanderungen ausfindig

machen zu konnen.

Alle sechs mittels Exomsequenzierung detektierten somatischen Mutationen in-
nerhalb von Chromosom 18-Genen dirfen somit als validiert und am Kollektiv

analysiert gelten.

Weitere, Uber das Chromosom 18 hinausgehende Mutationsanalysen dieser Ar-
beit beschaftigten sich mit den Genen ERBB2, ERCC4 sowie MSH6. Trotz der
Tatsache, dass ihre Lokalisation nicht der vielversprechenden Lokalisation auf
Chromosom 18 entspricht, stellten insbesondere die Gene ERBB2 und MSH6
interessante Kandidaten dar, da sie sich bereits mehrfach mit der Pathogenese

verschiedener solider Tumoren in Verbindung bringen lie3en.
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ERCCH4 ruckte aufgrund seiner Funktion innerhalb des DNA-Reparatursystems
sowie der Einstufung der Pradiktionsprogramme als potentiell schadigend ins In-
teresse. Bei erfolgloser Validierung wurde die SNV p.S352R jedoch als Artefakt

interpretiert.

ERBBZ2, besser bekannt als HERZ2, zeigt sich neben seiner herausragenden Rolle
in Therapie und Prognose des Mammakarzinoms in vielen verschiedenen Malig-
nomen Uberexprimiert und amplifiziert [41]. Hierzu gehdren u.a. das Magenkar-
zinom, Karzinome des gastrodsophagealen Ubergangs, Urothelkarzinome, Lun-
gen- und Dickdarmkrebs sowie wenige Adenokarzinome des Dunndarms [40-43].
Nicht zuletzt die Tatsache, dass in der Klinik bereits effektive Antikdrper gegen
HERZ2 zur Anwendung kommen, steigerte das Interesse an diesem Target. Nach
erfolgreicher Validierung konnte p.P1135S im ERBB2-Gen jedoch auch im Nor-
malgewebe der entsprechenden Probe nachgewiesen werden, was p.P1135S

als Keimbahnmutation einordnen lasst.

Das nunmehr letzte untersuchte Target stellt MSH6 dar, ein in bis zu 20 % aller
Lynch-Syndrome mutiertes Gen, das bei Mutation mit einer erhdhten Inzidenz
multipler solider Tumoren einhergeht [47-49]. Die hierin detektierte Mutation
p.P1082L war in der Tumorbank COSMIC bereits als somatische Mutation inner-
halb eines Dickdarmkarzinoms vorbeschrieben. Bei Nachweis von p.P1082L
auch im Normalgewebe des entsprechenden ilealen NET muss diese SNV als

Keimbahnmutation gewertet werden.

Abschliel’end ergeben sich aus dieser Arbeit verschiedene Anhaltspunkte be-
zlglich der Pathogenese ilealer neuroendokriner Tumoren, die Grundlage weite-
rer Forschungsprojekte in diesem Bereich bilden kdnnten. Die vorliegenden Er-
gebnisse bezlglich der hier analysierten SNV innerhalb der Gene CABYR,
ERBB2, ERCC4, MSH6, NFATC1, PIEZOZ2 und PIK3C3 geben kein sicheres In-
diz auf ein Mitwirken in der Pathogenese neuroendokriner Tumoren des lleums.
Dennoch erscheinen insbesondere hinsichtlich CABYR und NFATC1 zusatzliche
Analysen weiterer Regionen im Gen aber auch Analysen der zugehérigen Prote-

ine als sinnvoll.
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Schliel3lich stellt sich die Frage, ob schlichtweg das eine zentrale, fur die Patho-
genese ilealer NET verantwortliche Gen noch nicht gefunden wurde oder ob nicht
vielmehr die Kombination verschiedener Mutationen innerhalb dieser so bedeu-
tenden Chromosom 18-Gene die Pathogenese ilealer NET ausmacht, wie durch
Cunningham et al. bereits vermutet [13]. Weiterhin stellen die im NFATC1-Gen
detektierte Keimbahnmutation p.L344V sowie die weiterhin detektierten Keim-
bahnmutationen einen Hinweis darauf dar, dass nicht nur somatische Mutationen
fur die Pathogenese ilealer NET in Verantwortung gezogen werden kdnnen. Eine
Mutation in der frihen Embryogenese oder sogar eine erbliche Komponente kon-
nen gleichsam diskutiert werden. Nicht zuletzt gilt es, weiterhin die Kenntnisse
Uber die Auswirkungen synonymer Substitutionen zu vertiefen, um deren Einfluss

auf Proteinkonformation und Enzymaktivitat erfassen zu kdnnen.

Flr zukunftige Projekte bezuglich der Pathogenese ilealer neuroendokriner Tu-
moren bleibt zum einen, den bisherigen Blick von somatischen Mutationen auf
Keimbahnmutationen zu erweitern. Zum anderen sollte die Auswahl der zu ana-
lysierenden Gene maoglichst breit und ausgedehnt erfolgen, um ein mogliches
Zusammenspiel verschiedener Mutationen innerhalb der Pathogenese ilealer

neuroendokriner Tumoren erfassen zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Neuroendokrine Tumoren des lleums stellen Tumoren dar, die sich aus dem dif-
fusen endokrinen System des Gastrointestinaltrakts heraus entwickeln und im
lleum zu finden sind. Wenngleich ihre Pravalenz insbesondere im Vergleich zu
anderen Tumorerkrankungen gering ist, zeigt ihre Inzidenz doch eine steigende
Entwicklungstendenz. Diese Entwicklung stellt lediglich einen Grund dar, warum
es wichtig erscheint, sich mit der Pathogenese ilealer NET auseinanderzusetzen.
Ein weiterer Grund hierfur sind die haufig erst spat auftretenden Symptome, die
meist bereits auf eine Metastasierung oder zumindest ein lokal infiltratives
Wachstum hinweisen und damit die Uberlebenswahrscheinlichkeit erheblich sen-
ken.

Die Pathogenese ilealer neuroendokriner Tumoren ist bis dato nur sehr sparlich

verstanden. Unumestritten stellt sich jedoch die Bedeutsamkeit des Chromosom
18 hierin dar, welches in 74 % bis 100 % aller untersuchter Tumorproben Verluste
aufweist [13-15]. Zahlreiche Vorarbeiten haben sich bereits mit flir die Tumorge-
nese im Allgemeinen wichtigen Tumorsuppressorgenen wie beispielsweise TP53,
p16NK4a sowie Smad4/DPC4 im Kontext ilealer NET beschéftigt, ohne hierin je-
doch Mutationen nachweisen zu kdénnen. In dieser Arbeit gilt es, gezielt die Chro-
mosom 18-Gene zu untersuchen, die sich in einer kompletten Exomsequenzie-
rung funf neuroendokriner ilealer Tumoren als mutiert erwiesen. Zudem wurden
drei weitere Gene untersucht, die genauso in der Exomsequenzierung Mutatio-
nen aufwiesen und aufgrund intensiver Literaturrecherchen als vielversprechend
eingestuft werden konnten. Schwerpunkt der Exomsequenzierung lag dabei auf
single nucleotide variations (SNV), die nach allgemeinem Verstandnis in der Aus-
bildung von Tumoren vielversprechend erscheinen, da sie im Falle einer nicht-
synonymen SNV zu einem Funktionalitatsverlust bestimmter Proteine flihren
konnen.

Unter den Chromosom 18-Kandidaten fanden sich sechs SNV innerhalb von funf
Genen, wobei sich eines dieser Targets, eine SNV im LAMA3-Gen, in Vorarbei-
ten der Arbeitsgruppe bereits als Artefakt erwiesen hatte. Auch zwei im PIK3C3-
Gen detektierte Mutationen sowie die SNV p.S352R im ERCC4-Gen mussten
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nach erfolgloser Validierung als Artefakte interpretiert werden. Zwei weitere Tar-
gets der Gene ERBBZ2 auf Chromosom 17 und MSH6 auf Chromosom 2 stellten
sich als Keimbahnmutationen heraus. Das auf Chromosom 18 lokalisierte
PIEZO2-Gen, welches eine Deletion dreier Basen aufwies, wurde trotz erfolgrei-
cher Validierung nicht weiter analysiert. Das Fehlen einer Leserasterverschie-
bung als Folge der Deletion sowie sein bislang fehlender Kontext in der Tumor-
genese im Allgemeinen lielen PIEZOZ2 als weniger bedeutsam einstufen. Die
letzten beiden Targets der Chromosom 18-Gene CABYR und NFATC1 erwiesen
sich beide als somatische Mutationen und wurden folglich an einem ausgewahl-
ten Kollektiv untersucht. Allerdings konnten keine weiteren somatischen Mutati-
onen detektiert werden. Lediglich im NFATC1-Gen gelang zum einen der Nach-
weis einer weiteren Mutation, die sich im Verlauf als Keimbahnmutation p.L344V
herausstellte, sowie zum anderen die Detektion multipler synonymer Substitutio-
nen.

Zusammenfassend scheint keines der in dieser Arbeit analysierten Targets eine
zentrale Rolle in der Pathogenese neuroendokriner Tumoren des lleums zu spie-
len. Fir CABYR und NFATC1 koénnten sich jedoch Analysen an einem grélieren
Kollektiv sowie weitere Untersuchungen insbesondere auf Proteinebene als ver-
nunftig erweisen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass nicht nur soma-
tische Mutationen an der Pathogenese ilealer NET beteiligt sein konnten, son-
dern moglicherweise auch Keimbahnmutationen hierzu beitragen. Zudem kénnte
dieser Tumorgenese vielmehr ein Zusammenspiel verschiedener mutierter Gene
zugrunde liegen als lediglich eine einzelne Mutation mit zentraler Rolle.

Das Verstandnis um die Pathogenese ilealer NET bleibt unergiebig. Nichtsdes-
totrotz ergeben sich Ausgangspunkte, auf denen weitere Forschungen in diesem
Gebiet basieren kdnnten, um langerfristig die Therapie und Prognose neuroen-

dokriner Tumoren des lleums verbessern zu konnen.
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Dr. med. Johannes Brix: immunhistochemische Voruntersuchungen sowie FISH-
Voruntersuchungen (Abbildungen 4 und 5)

Dr. med. Kirsten Oppek: Nukleinsaure-Extraktion aus 147 Gewebeproben
Maike Hoffmeister: Validierung der SNV p.A907G im LAMA3-Gen

Laura Stof3: Nukleinsaure-Extraktion aus 31 Proben, Validierung der SNV der
Gene CABYR, ERBB2, ERCC4, MSH6, NFATC1, PIEZO2, PIK3C3, Untersu-
chung der entsprechenden Normalgewebe, Analyse der SNV p.I318V im CA-
BYR-Gen an 25 Tumorproben aus dem Kollektiv, Analyse aller als relevant ein-
gestuften Regionen des NFATC1-Gens an 30 Proben aus dem Kollektiv
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Anhang

PCR-Programme

Tabelle 26: PCR-Programm fiir Primer CABYR

95 °C
94 °C
56 °C
72°C
72 °C
12 °C

5 Minuten

45 Sekunden
45 Sekunden
45 Sekunden
10 Minuten
Hold

Tabelle 27: PCR-Programm fiir Primer ERBB2

95 °C
94 °C
58 °C
72°C
72 °C
12 °C

5 Minuten

45 Sekunden
45 Sekunden
45 Sekunden
10 Minuten
Hold

Tabelle 28: PCR-Programm fiir Primer ERCC4

95 °C
94 °C
58 °C
72°C
72 °C
12 °C

5 Minuten

45 Sekunden
45 Sekunden
45 Sekunden
10 Minuten
Hold

Tabelle 29: PCR-Programm fiir Primer MSH6

95 °C
94 °C
58 °C
72°C

5 Minuten

45 Sekunden
45 Sekunden
45 Sekunden

40 Zyklen

40 Zyklen

40 Zyklen

40 Zyklen



72 °C 10 Minuten
12 °C Hold

Tabelle 30: PCR-Programm fiir die Primer NFATC1 Exon 2.1, Exon 2.2, Exon 2.3, Exon 2.4,
Exon 2.5alt, Exon 3, Exon 4.1, Exon 4.2, Exon 5, Exon 6, Exon 7, Exon 8

95 °C 5 Minuten

94 °C 45 Sekunden

58 °C 45 Sekunden 40 Zyklen
72°C 45 Sekunden

72 °C 5 Minuten

12 °C Hold

Tabelle 31: PCR-Programm fiir den Primer NFATC1 Exon 2.5neu

95 °C 5 Minuten

94 °C 45 Sekunden

58 °C 45 Sekunden 45 Zyklen
72°C 45 Sekunden

72 °C 5 Minuten

12 °C Hold

Tabelle 32: PCR-Programm fiir den Primer NFATC1 Exon 2.6

95 °C 5 Minuten

94 °C 45 Sekunden

56 °C 45 Sekunden 48 Zyklen
72°C 45 Sekunden

72 °C 5 Minuten

12 °C Hold

Tabelle 33: PCR-Programm fiir den Primer NFATC1 Exon 2.7

95 °C 5 Minuten

94 °C 45 Sekunden

55°C 45 Sekunden 50 Zyklen
72°C 45 Sekunden
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72 °C 5 Minuten
12 °C Hold

Tabelle 34: PCR-Programm fiir Primer PIEZO2

95 °C 5 Minuten

94 °C 45 Sekunden

58 °C 45 Sekunden 40 Zyklen
72°C 45 Sekunden

72 °C 10 Minuten

12°C Hold

Tabelle 35: PCR-Programm fiir Primer PIK3C3

95 °C 5 Minuten
94 °C 45 Sekunden
56 °C 45 Sekunden 40 Zyklen
72°C 45 Sekunden
72 °C 10 Minuten
12 °C Hold
DNA-Leiter
Lpng0Spg %
20000 200 40
/ 10000 200 4.0
— 7000 200
~ 5000 75.0 150
000 200 40
73000 200 40
2 — 2000 200 40
% 1500 20.0 16.0
= Bl {000 250 50
8 700 250 50
< [ o) 750 150
I — A0 50 50
— 300 250 50
t — 200 250 5O
2 — 75 250 50
B
#

0.5 potane, & cm length g,
1A TAE, 7 Wem, 45 min

Abbildung 25: GeneRuler 1kb DNA Ladder von Fermentas
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Sequenzen

CABYR-Gen

C £ CT

Abbildung 26: Analyse des entsprechenden Normalgewebes des Tumors S.92.5 auf
p.1318V im CABYR-Gen in der forward-Sequenz (A) sowie der reverse-Sequenz (B): es fin-
det sich kein Basenaustausch von A 2 G an der cDNA-Stelle c.1104 (A) bzw. T 2 C an der Stelle
1104 (B).

ERBB2-Gen

ccecc e ¢ e e G T CCA G

Abbildung 27: Analyse des entsprechenden Normalgewebes des Tumors S.92.1 auf
p-P1135S im ERBB2-Gen in der forward-Sequenz: an der cDNA-Stelle ¢.3403 findet sich ein
Basenaustausch von C 2 T (es ist ein deutlicher T-Peak zu beobachten, der vom Programm

nicht erkannt wurde).
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NFATC1-Gen

T T C T C 6 TT Ca C G TT € €CC G acc A s Cc C C

Abbildung 28: Analyse des Tumors S92.5 auf die Mutation p.R552C im NFATC1-Gen in der

forward-Sequenz: an cDNA-Stelle c.1720 findet sich ein Basenaustausch von C 2 T.

G 6 6 A CG TG A A CG CG)G A ACAC CA 6 C CG6 T

Abbildung 29: Analyse des dem Tumor $92.5 entsprechenden Normalgewebes auf die Mu-
tation p.R552C im NFATC1-Gen in der reverse-Sequenz: an cDNA-Stelle ¢.1720 findet sich

kein Basenaustausch von G 2 A.

G C CCACye TG € CT € C C CG L C G G G CT Cu

AC G 6 6 CT ©C1

Abbildung 30: Analyse von p.L344V an der Normalgewebsprobe 1105 im NFATC1-Gen (re-

verse-Sequenz): an der cDNA-Stelle c.1030 findet sich ein Basenaustausch von G 2 C.
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PIEZO2-Gen

Abbildung 31: Tumor $92.2 zeigt eine Deletion der Basen AGA an den Stellen 10671600-
10671602 in der reverse-Sequenz im PIEZO2-Gen

Abbildung 32: Im entsprechenden Normalgewebe von Tumor S92.2 sind die Basen AGA
nachzuweisen, es kann keine Deletion an Stelle 10671600-10671602 im PIEZO2-Gen de-

tektiert werden (reverse-Sequenz)
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PIK3C3-Gen

Abbildung 33: Analyse der mittels Exomsequenzierung detektierten Mutationen an den
cDNA-Stellen ¢.980 und c.981 am Tumor S.92.5 im PIK3C3-Gen (reverse-Sequenz) : an den
cDNA-Stellen ¢.980 (blau) und ¢.981 (rof) findet sich kein Basenaustausch von A 2 T (blau) bzw.

von T 2 A (rot).

A

Abbildung 34: Analyse der mittels Exomsequenzierung detektierten Mutationen an den
Stellen ¢.980 undc.981 am entsprechenden Normalgewebes von Tumor S.92.5 im PIK3C3-
Gen (reverse-Sequenz) : an den cDNA-Stellen ¢.980 (blau) und ¢.981 (rot) findet sich kein Ba-

senaustausch von A 2 T (blau) bzw. von T 2 A (rot).
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