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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der Wnt-Signalweg spielt bei der Tumorentwicklung in verschiedenen Geweben
eine Rolle. Zudem werden Wnt-Signalmolekule in der pankreatischen beta-Zelle
exprimiert und die Insulinsekretion und die Proliferation von pankreatischen
beta-Zellen wird in vitro und in Tierversuchen durch Wnt-Signale reguliert. Vor
diesem Hintergrund war Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob der Wnt-
Signalweg auch eine Rolle bei der Entstehung humaner Insulinome spielt. Zu
diesem Zweck wurden Expressionsmuster verschiedener Wnt-Signalmolekule
bei benignen und malignen humanen Insulinomen immunhistochemisch im
Vergleich zum gesunden Gewebe untersucht. Durch Farbung mit dem
jeweiligen spezifischen Antikorper konnte gezeigt werden, dass Wnt4, Wnt3a,
Frizzled und Transcription Factor 7-like 2 (TCF7L2) beim gesunden humanen
endokrinen Pankreasgewebe exprimiert werden. AnschlieRend wurde gezeigt,
dass Wnt3a bei humanen Insulinomen (n=61) stark Uberexprimiert wird
verglichen mit gesundem humanen endokrinen Pankreasgewebe. Zudem
konnte auch eine Uberexpression des Wnt-Rezeptors Frizzled nachgewiesen
werden. Das Wnt-Signalmolekul Wnt4 hingegen wurde beim humanen
Insulinom im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht Uberexprimiert. Die Ergebnisse
legen den Schluss nahe, dass eine Deregulierung des Wnt-Signalwegs bei der

Entstehung von humanen Insulinomen eine Rolle spielt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde darlber hinaus gezeigt, dass Wnt3a bei den
benignen Insulinomen deutlich starker exprimiert wurde als bei den malignen
Insulinomen. Frizzled war sowohl bei den benignen als auch den malignen

Insulinomen ahnlich stark exprimiert.

Fir das Krankheitsbild der Insulinome ist in dieser Arbeit ein groRer Datensatz
untersucht worden. Aus den Befunden dieser Arbeit I&sst sich ableiten, dass
Wnt3a und Frizzled zur Proliferation von beta-Zellen in der
Entstehungssequenz zu Insulinomen beitragen konnen. Beide Molekule konnen
nicht als Marker flr die Malignitat humaner Insulinome herangezogen werden

konnen.



Abstract 1

Abstract

The Wnt signalling pathway is involved in tumour development in various
tissues. Additionally, Wnt signalling molecules are expressed in the pancreatic
beta cell and Wnt signalling regulates insulin secretion and the proliferation of
pancreatic beta cells in vitro and in animal models. Given this background, it
was the aim of this thesis to investigate whether the Wnt signalling pathway
plays a role in the development of human insulinomas. For this purpose the
expression patterns of different Wnt signalling molecules in benign and malign
insulinomas compared to healthy tissue were investigated by
immunohistochemistry. By staining with the respective specific antibody it could
be demonstrated that Wnt4, Wnt3a, Frizzled and transcription factor 7-like 2
(TCF7L2) are expressed in the healthy human endocrine pancreatic tissue.
Subsequently, it was demonstrated that Wnt3a is strongly overexpressed in the
human insulinoma (n=61) compared to healthy human endocrine pancreatic
tissue. Further, an overexpression of Wnt receptor frizzled could be established.
The Wnt signalling molecule Wnt4, however, was not overexpressed in the
human insulinoma compared to the control group. The results suggest that a
dysregulation of the Wnt signalling pathway plays a role in the development of

insulinomas.

Within the scope of this thesis it was further demonstrated that Wnt3a was
expressed significantly stronger in the benign insulinomas than in the malign
insulinomas. Frizzled was expressed to the same extent in the benign

insulinomas as well as in the malign insulinomas.

A large data set was investigated in this thesis for the clinical picture of
insulinomas. From the results of this thesis it can be assumed that Wnt3a and
frizzled can contribute to the proliferation of beta cells in the development
sequence to insulinomas. Both molecules cannot be used as markers for the

malignancy of human insulinomas.
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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Neuroendokrine Tumoren des Pankreas

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Bei neuroendokrinen Tumoren des Pankreas handelt es sich um seltene
neuroendokrine Neoplasien (Oberg 2010). Neuroendokrine Neoplasien stellen
eine heterogene Tumorgruppe dar (Barakat, Meeran et al. 2004, Anlauf,
Gerlach et al. 2011) und konnen sich im gesamten Verdauungstrakt, in der
Lunge, in Mamma, Ovarien, Prostata und weiteren inneren Organen und der
Haut bilden (Modlin, Lye et al. 2003, Begum, Maasberg et al. 2012). Die
meisten neuroendokrinen Tumoren treten im Gastrointestinaltrakt und im
Pankreas auf (Kloppel 2007).

Neuroendokrine Tumoren des Pankreas sind meistens gleichmaRig im
gesamten Pankreas verteilt, hiervon ausgenommen sind Gastrinome und
pankreatische Polypeptidome, die sich vor allem im Pankreaskopf
befinden(Oberg 2010). Haufig produzieren sie Chromogranin, pankreatisches
Polypeptid und humanes Choriongonadotropin (Nobels, Kwekkeboom et al.
1997, Eriksson, Oberg et al. 2000, Stridsberg, Eriksson et al. 2005, Oberg
2010). Auch wenn die meisten neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
multiple gastrointestinale Hormone produzieren, ist in der Regel nur ein Hormon
fur das klinische Symptom verantwortlich (Chiang, O'Dorisio et al. 1990, Oberg
and Eriksson 2005, Kloppel 2007, Oberg 2010).

Die Inzidenz und Pravalenz neuroendokriner Tumoren des Pankreas hat in den
letzten zwei Jahrzehnten stetig zugenommen, die Inzidenzrate betragt 4-
5/1.000.000 (Oberg 2010). Neuroendokrine Tumoren des Pankreas machen ca.
1-10% aller pankreatischer Neoplasien aus (Mignon 2000, Oberg and Eriksson
2005, Falconi, Plockinger et al. 2006, Yao, Eisner et al. 2007, Metz and Jensen
2008, Oberg 2010). Die Pravalenzrate funktionaler neuroendokriner Tumoren

des Pankreas insgesamt betragt ca. 10/1.000.000 (Oberg 2010). Dagegen liegt
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die Pravalenz in Autopsiestudien mit 0,5%-1,5% hoher (Oberg and Eriksson
2005, Metz and Jensen 2008, Oberg 2010). Das Insulinom ist der am
haufigsten auftretende funktionelle Tumor mit einer Inzidenz von 1-3/1.000.000
pro Jahr, gefolgt vom Gastrinom (siehe Tabelle 1) (de Herder, Niederle et al.
2006, Metz and Jensen 2008, Kulke, Anthony et al. 2010, Oberg 2010,
Vanderveen and Grant 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012).

Tabelle 1: Inzidenz der neuroendokrinen Tumoren und ihre Malignitat
(Oberg 2010)

Tumor Inzidenz (pro Million) Malignitat
Insulinom 1-3 <10%
Gastrinom 0,5-3 60-90%
Nonfunctional Tumors/PPoma 0,2-2 70%

VIP 0,05-0,2 80%
Glukagonom 0,01-0,1 80%
Somatostatinom Selten 50%
Karzinoid Selten 94%

Bei multipler endokriner Neoplasie Typ | (MEN1), dem von-Hippel-Lindau-
Syndrom (VHL), Neurofiboromatose und Tuberosklerose besteht eine erhdhte
Inzidenz von neuroendokrinen Tumoren des Pankreas. Ca. 80-100% der
Patienten mit MEN1 entwickeln nicht-funktionale neuroendokrine Tumoren des
Pankreas, 50-60% entwickeln Gastrinome und 20% entwickeln Insulinome
(Alexakis, Connor et al. 2004, Jensen, Berna et al. 2008, Metz and Jensen
2008).

1.1.2 Pathologie

In der Regel sind neuroendokrine Tumoren des Pankreas solitare, gut
abgegrenzte und hochdifferenzierte Neoplasien (Oberg 2010, Kloppel 2011).
Ihre Grolde betragt zwischen 0,5 und 5,0 cm (Oberg 2010) bzw. 1,0 und 5,0 cm
(Kloppel 2011). Multiple Tumoren sind selten; hier besteht stets der Verdacht
auf MEN1 oder ein VHL-Syndrom (Rindi and Bordi 2005, Oberg 2010, Kloppel
2011).
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Prognose und metastatisches Potenzial werden durch Grolde, Infiltration,

Metastasen, Angioinvasion und Proliferationsaktivtat bestimmt (Kloppel 2011).

Urspringlich wurde angenommen, dass neuroendokrine Tumoren des
Pankreas ihren Ursprung in Zellen haben, die Teil des diffusen
neuroendokrinen Zellsystems sind. Diese Zellen teilen bestimmte biochemische
Eigenschaften, namlich Amine Precursor Uptake und Decarboxylierung, und
entsprechend wurden die Tumoren als APUDome bezeichnet. Weiter wurde
angenommen, dass neuroendokrine Tumoren des Pankreas von den
Langerhans-Inselzellen stammen. Entsprechend werden neuroendokrine
Pankreastumoren oft Inselzelltumoren genannt. Allerdings legen neuere
Studien nahe, dass diese Tumoren von pluripotenten Stammzellen im duktalen
Epithel ausgehen (Vortmeyer, Huang et al. 2004, Oberg and Eriksson 2005,
Kloppel 2007, Kloppel, Anlauf et al. 2007, Oberg 2010). Haufig haben diese
Tumoren duktale Strukturen. Sie produzieren teilweise Hormone, die
normalerweise nicht im erwachsenen Pankreas vorhanden sind, und haufig
dominiert ein Hormon das klinische Syndrom, obwohl die Tumoren multiple
Hormone produzieren (Chiang, O'Dorisio et al. 1990, Oberg and Eriksson 2005,
Kloppel 2007, Oberg 2010).

Auch wenn neuroendokrine Tumoren des Pankreas meist sporadisch auftreten,
sind sie in seltenen Fallen aber auch Teil eines vererbten Syndroms wie
beispielsweise MEN1, VHL oder Tuberosklerose (de Herder 2004, Rindi and
Bordi 2005, Oberg 2010, Kloppel 2011). Bei einem MEN1-Syndrom liegt eine
Keimbahnmutation des Meningens, eines Tumorsuppressors, vor. Studien
haben gezeigt, dass mutierte Gene, die vererbte Syndrome verursachen, auch
in einigen Fallen sporadischer neuroendokriner Tumoren des Pankreas wichtig
sind (Zhuang, Vortmeyer et al. 1997, Wang, Ebrahimi et al. 1998, Gortz, Roth et
al. 1999, Rindi, Villanacci et al. 2001, Metz and Jensen 2008). Obwohl
neuroendokrine Tumoren des Pankreas in den meisten Fallen nicht Teil eines
MEN1-Syndroms sind, wurden in Mutationsanalysen bei 44% der
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas somatische Mutationen des

Meningens festgestellt (Jiao, Shi et al. 2011), was die Bedeutung von Menin fur
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die Tumorgenese neuroendokriner Tumoren des Pankreas unterstreicht.
Daruber hinaus wurde in 25% der neuroendokrinen Tumoren des Pankreas
eine Mutation des Gens festgestellt, das DAXX (death-domain-associated
protein) kodiert (Jiao, Shi et al. 2011). Bei hochdifferenzierten neuroendokrinen
Tumoren des Pankreas fehlen hingegen haufig Veranderungen der sonst
haufigen Onkogene (z.B. KRAS) oder Tumorsuppressorgene (z.B. TP53), was
wiederum bei schlecht differenzierten neuroendokrinen Karzinomen des
Pankreas anders ist. Letztere zeigen haufig Veranderungen von TP53 und,
wenn auch weniger haufig, Veranderungen von KRAS (Yachida, Vakiani et al.
2012).

1.1.3 Nomenklatur und Klassifikation

Eine Einteilung der neuroendokrinen Tumoren des Pankreas erfolgt in
Abhangigkeit von ihrer Hormonproduktion in funktionelle und nicht-funktionelle
Tumoren. Neuroendokrine Tumoren des Pankreas werden als funktionell
klassifiziert, wenn Sie mit einem hormonellen klinischen Syndrom verbunden
sind, welches durch eine Hormonausschittung durch den Tumor verursacht
wird. Sie werden Ublicherweise nach dem Hormon/den Hormonen benannt,
welche/s vorherrschend ausgeschittet wird/werden, wie Insulinome,
Gastrinome, Glucagonome, VIP (vasoaktives intestinales Polypeptid)-ome und
Somatostatiome (Kloppel 2007). Als nicht-funktionell werden Tumoren
klassifiziert, wenn sie klinisch nicht mit einem hormonellen Syndrom assoziiert
sind (Metz and Jensen 2008, Oberg 2010). Die Angaben zum Anteil von nicht-
funktionellen  neuroendokrinen  Tumoren an der Gesamtheit der
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas variieren zwischen 60-90% (Bilimoria,
Tomlinson et al. 2007, Halfdanarson, Rabe et al. 2008, Franko, Feng et al.
2010, Zhang, Francois et al. 2013, Falconi, Eriksson et al. 2016). Sie haben
statistisch eine signifikant schlechtere Prognose als funktionelle neuroendokrine

Tumoren des Pankreas (Halfdanarson, Rabe et al. 2008).

Die Nomenklatur und Klassifikation neuroendokriner Neoplasien ist auch heute
noch uneinheitlich, was die Gefahr von Missverstandnissen mit sich bringt.
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Studien in Bezug auf neuroendokrine Neoplasien haben sich in der Regel auf
Tumoren eines speziellen Organs, zum Beispiel der Lunge oder des Pankreas
konzentriert, was dazu gefuhrt hat, dass viele Vorschlage zur Nomenklatur und
Klassifikation neuroendokriner Neoplasien erschienen sind, die sich in Bezug
auf die Terminologie und der Kriterien des Grading und der Stadieneinteilung
unterscheiden (Arnold 2005, Klimstra, Modlin et al. 2010).

Im Jahre 1907 wurde von Oberndorfer der Begriff ,Karzinoid“ flr solche
Tumoren des Dunndarms verwendet, die eine relativ monotone Struktur haben
und in ihrem Verhalten weniger aggressiv als Karzinome sind (Oberndorfer
1907). Erst spater hat man herausgefunden, dass auch diese Tumoren

potenziell maligne sind (Perren, Schmitt et al. 2009).

William und Sandler klassifizierten im Jahre 1963 gastroenteropankreatische
neuroendokrine Neoplasien nach ihrem embryologischen Ursprung aus dem
Vorderdarm (Magen, Duodenum, oberes Jejunum und Pankreas), Mitteldarm
(unteres Jejunum, lleum, Appendix und Zokum) und Hinterdarm (Kolon und
Rektum) als ,foregqut‘, ,midgut’ und ,hindgut‘ (Williams and Sandler 1963).
Diese Einteilung hat sich jedoch mit der Zeit als nicht mehr praktikabel
erwiesen, da man inzwischen weif3, dass es eine Vielzahl unterschiedlicher
gastroenteropankreatischer neuroendokriner Neoplasien, insbesondere bei den
Vorderdarmtumoren, gibt (Kloppel 2011) und die Einteilung zur Unterscheidung
dieser verschiedenen Neoplasieentitaten zu unprazise war (Kloppel, Perren et
al. 2004).

Das erste Klassifikationssystem der Weltgesundheitsorganisation (WHO) fur
neuroendokrine Tumoren wurde 1980 veroffentlicht. Dieses verwendete den
Begriff ,Karzinoid“ fir den Grofdteil der neuroendokrinen Tumoren, eine
Differenzierung erfolgte nur fur die endokrinen Tumoren des Pankreas und der
Schilddruse, fur Paragangliome, kleinzellige Lungenkarzinome und Merkel-Zell-
Tumoren der Haut. Bei Anwendung dieser WHO-Klassifikation kam es jedoch
aufgrund unterschiedlicher Verstandnisse des Begriffes ,Karzinoid“ durch
Pathologen und Kliniker zu Missverstandnissen. Daruber hinaus erwies sich die
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Klassifizierung als ,Karzinoid“ aufgrund der Heterogenitat dieser Tumoren als

unzureichend (Kloppel, Perren et al. 2004).

Im Jahre 2000 (Solcia, Kloppel et al. 2000 ) bzw. 2004 (Heitz, Komminoth et al.
2004) wurden neue WHO-KIassifikationssysteme fur den Gastrointestinaltrakt
bzw. fir den Pankreas veroffentlicht. In diesen wurden, vor dem Hintergrund
der vorstehend geschilderten Schwierigkeiten bei der Anwendung des WHO-
Klassifikationssystems von 1980, die neutraleren und praziseren Begriffe
,endokrine Tumoren® und ,endokrine Karzinome® verwendet. In einem ersten
Schritt  wurde zwischen rein endokrinen Tumoren und gemischt
endokrinen/exokrinen Tumoren unterschieden. Eine Einteilung der rein
endokrinen Neoplasien erfolgte in einem weiteren Schritt in drei Hauptgruppen:
(1) hochdifferenzierter endokriner Tumor mit benignem Verhalten oder
unbekanntem Verhalten, (2) hochdifferenziertes endokrines Karzinom mit
niedriggradiger Malignitat und (3) gering differenziertes endokrines Karzinom
mit hochgradiger Malignitat (Solcia, Kloppel et al. 2000 , Heitz, Komminoth et al.
2004, Kloppel, Perren et al. 2004, Perren, Schmitt et al. 2009, Oberg 2010,
Kloppel 2011). Der Begriff ,Karzinoid“ wurde im Wesentlichen, wenn auch noch
nicht vollstandig aufgegeben. So wurde der Begriff beispielsweise bei
gastroenterologischen endokrinen Tumoren als Synonym zu dem Begriff
,hochdifferenzierter endokriner Tumor® verwendet (Solcia, Kloppel et al. 2000 ,
Heitz, Komminoth et al. 2004, Kloppel, Perren et al. 2004). Daruber hinaus
erfolgte in einem dritten Schritt eine Einteilung der Tumoren aufgrund des
Ursprungsorgans und der endokrinen Funktion (Solcia, Kloppel et al. 2000 ,
Heitz, Komminoth et al. 2004, Kloppel, Perren et al. 2004, Perren, Schmitt et al.
2009). Dabei wurden die folgenden morphologischen/biologischen Kriterien
angewandt: TumorgroRe, Ausmall der Invasion, proliferative Aktivitat, der
Nachweis von Gefalieinbriichen und das Vorhandensein von Metastasen
(Solcia, Kloppel et al. 2000 , Heitz, Komminoth et al. 2004, Kloppel, Perren et
al. 2004, Perren, Schmitt et al. 2009).

Zusatzlich zu der WHO-Klassifikation hat die European Neuroendocrine Tumor
Society (ENETS) 2006 (Rindi, Kloppel et al. 2006) und 2007 (Rindi, Kloppel et

al. 2007) eine ,tumor-node-metatasis® (TNM)-Stadieneinteilung sowie ein
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proliferationsbasiertes Grading vorgeschlagen. Fir das proliferationsbasierte
Grading werden folgende drei Gruppen unterschieden: G1 < 2%, G2 3-20% und
G3 > 20%. Die Bestimmung der proliferativen Aktivitat erfolgt durch die
Bestimmung des Ki-67/MIB-1-Index im Schnittpraparat oder durch
Mitosezahlung (Rindi, Kloppel et al. 2006, Rindi, Kloppel et al. 2007, Oberg
2010, Anlauf 2011). Durch die TNM-Klassifikation wird eine standardisierte
onkologische Stratifizierung und eine detaillierte Prognoseeinschatzung
ermdglicht (Anlauf, Gerlach et al. 2011). Sowohl die TNM-Stadieneinteilung als
auch das Grading wurden durch verschiedene Studien flr neuroendokrine
Neoplasien des Vorderdarms und insbesondere des Pankreas validiert
(Ekeblad, Skogseid et al. 2008, Fischer, Kleeff et al. 2008, Pape, Jann et al.
2008, La Rosa, Klersy et al. 2009, Scarpa, Mantovani et al. 2010).

Im Jahre 2009 erschien die siebte Auflage des American Joint Committee on
Cancer (AJCC) / der Union for International Cancer Control (UICC), die eine
TNM-Klassifikation  fir die  gastrointestinalen und  pankreatischen
neuroendokrinen Neoplasien beinhaltete (Sobin, Gospodarowicz et al. 2009).
Diese Klassifikation entsprach in grolen Teilen dem ENETS-
Klassifikationssystem, wich jedoch in einigen wichtigen Punkten davon ab,
insbesondere bei den TNM-Klassifikationen der neuroendokrinen Neoplasien
des Appendix und des Pankreas (Kloppel, Rindi et al. 2010, Oberg 2010, Anlauf
2011, Anlauf, Gerlach et al. 2011, Kloppel 2011). Das System fand zudem
keine Anwendung auf hochgradige (gro3- und kleinzellige) neuroendokrine
Karzinome. Im Ergebnis existierten damit zwei parallele Klassifikationssystem,
die dieselbe Terminologie verwendeten, sich aber auf verschiedene
Krankheitstypen oder -ausmale bestimmter gastroenteropankreatischer
neuroendokriner Neoplasien bezogen (Kloppel, Rindi et al. 2010, Oberg 2010,
Kloppel 2011). Die AJCC/UICC-TNM-Klassifikation wurde 2016 aktualisiert
(Brierley, Gospodarowicz et al. 2016) und korrespondiert nunmehr auch
hinsichtlich der neuroendokrinen Tumoren des Pankreas mit der ENETS-
Klassifikation (Chen, Zhou et al. 2017).

Im Jahre 2010 erschien ein neues Klassifikationssystem der WHO (Rindi,

Arnold et al. 2010). Anders als bei der vorherigen WHO-Klassifikation liegt
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dieser die Annahme zugrunde, dass alle neuroendokrinen Neoplasien potenziell
maligne sein konnen, dass sie aber mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit
Metastasen bilden. Eine Einteilung erfolgt nur noch auf Grundlage der
(beibehaltenen) Kriterien der Differenzierung und der Proliferation, wahrend die
weiteren Kriterien wie TumorgrofRe, Tumorausbreitung und Gefallinvasion in die
TNM-Stadieneinteilung verlagert wurden (Rindi, Arnold et al. 2010, Anlauf 2011,
Anlauf, Gerlach et al. 2011) (siehe Tabelle 2). Weiter wurde die Bezeichnung
,heuroendokrin® offiziell aufgenommen. Hierdurch soll verdeutlicht werden, dass
neoplastische Zellen neuronale Marker wie Synaptophysin exprimieren (Kloppel
2011). Der Begriff ,neuroendokrine Neoplasie“ wird als Oberbegriff sowohl fur
die hoch als auch fur die schlecht differenzierten neuroendokrinen Tumoren
verwendet. Die rein neuroendokrinen Neoplasien des Gastrointestinaltrakts und
des Pankreas werden nunmehr nur noch in zwei Gruppen unterteilt, namlich (1)
die hochdifferenzierten neuroendokrinen Tumoren und (2) die schlecht
differenzierten neuroendokrinen Karzinome. Es wird nicht mehr differenziert
zwischen einem hochdifferenzierten Tumor und einem hochdifferenzierten
neuroendokrinen Karzinom, diese werden in der ersten Gruppe
zusammengefasst und dann nach ihrer proliferativen Aktivitat entweder als G1
(wird dem Karzinoid gleichgesetzt) oder G2 klassifiziert. Der Begriff
,heuroendokrines Karzinom“ umfasst dagegen alle schlecht differenzierten
neuroendokrinen Neoplasien. Diese werden als G3 klassifiziert und dann weiter
unterteilt in klein- und groRzellige Neoplasien (Rindi, Arnold et al. 2010, Anlauf
2011, Anlauf, Gerlach et al. 2011, Kloppel 2011).

Das WHO-KIlassifikationssystem der neuroendokrinen Tumoren wurde im Jahr
2017 Uberarbeitet (Lloyd, Osamura et al. 2017). Insbesondere werden die nach
der WHO-KIlassifikation von 2010 als G3 Kklassifizierten neuroendokrinen
Karzinome nunmehr weiter unterteilt in hochdifferenzierte neuroendokrine
Tumoren G3 (NET G3) und schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome
(NEC G3) (Kim, Hong et al. 2017, Lloyd, Osamura et al. 2017).
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Tabelle 2: WHO-KIlassifikationen

WHO-Klassifikationen der neuroendokrinen Neoplasien im Zeitablauf (abgewandelt nach

Anlauf, Gerlach et al. 2011 und unter Beriicksichtigung der WHO-Klassifikation von 2017)

WHO 1980 WHO 2000/2004 WHO 2010 WHO 2017

Karzinoid Hochdifferenzierter Hochdifferenzierter Hochdifferenzierter
neuroendokriner neuroendokriner neuroendokriner
Tumor (WDET) Tumor (NET) Tumor (NET)

G1 (Karzinoid) G1

Hochdifferenziertes G2 G2
neuroendokrines G3
Karzinom (WDEC)
Gering differenziertes | Gering Gering differenziertes

(kleinzelliges) neuro-
endokrines Karzinom
(PDEC)

differenziertes
(klein- oder
grof3zelliges)
neuroendokrines
Karzinom (NEC) G3

(klein- oder
grof3zelliges)
neuroendokrines
Karzinom (NEC) G3

Mukokarzinoid
geschichtetes
Karzinoid/

Adenokarzinom

Gemischtes
endokrines/exokrines
Karzinom

(MEEC)

Gemischtes Adeno-/
neuroendokrines
Karzinom (MANEC)

Gemischtes
neuroendokrines-
nichtneuroendokrine
Neoplasie (MiINEN)

Pseudotumorose

Lasion

Tumorahnliche
Lasion
(TLL)

Hyperplastische und
praneoplastische

Lasion

Im Jahre 2012 veroffentlichte die ENETS neue Richtlinien fur die Behandlung
von Patienten mit neuroendokrinen Neoplasien (Falconi, Bartsch et al. 2012,
Jensen, Cadiot et al. 2012). Eine Anpassung des TNM-Klassifikationssystem
und des Grading ist dabei nicht erfolgt. In diesen ENETS-Richtlinien wurde die
von der WHO in 2010 festgelegte Nomenklatur idbernommen. Dies bedeutet,
dass der Begriff ,neuroendokrin® verwendet wird, der Begriff ,Neoplasie® als
Oberbegriff definiert wird, der die niedrig-, mittel- und hochgradigen Tumoren
umfasst, der Begriff ,Tumor® fur die niedrig- und mittelgradigen Neoplasien und
der Begriff Karzinom nur fir die hochgradigen Neoplasien verwendet wird
(Falconi, Bartsch et al. 2012, Jensen, Cadiot et al. 2012, Salazar, Wiedenmann
et al. 2012). Auch die Aktualisierung der ENETS-Richtlinien von 2016 hat keine
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Anpassung des TNM-Klassifikationssystems oder des Grading mit sich

gebracht (Falconi, Eriksson et al. 2016).

In der medizinischen Literatur ist die Terminologie nicht einheitlich. Auch wenn
der Terminus ,Neoplasie” im Vergleich zum Terminus ,, Tumor® der akkuratere
und der von der WHO als Oberbegriff verwendete ist, ist der Begriff
,heuroendokriner Tumor“ weit verbreitet akzeptiert, so dass dieser im

Folgenden verwendet wird.

1.2 Insulinome

1.2.1 Allgemeines und Pathologie

Insulinome sind Tumoren der insulinproduzierenden beta-Zellen des Pankreas
und, wie bereits dargestellt, die haufigsten auftretenden funktionellen
neuroendokrinen Pankreastumoren. Im Gegensatz zu unauffalligen beta-Zellen
scheiden Insulinome auch bei niedrigem Blutzuckerspiegel weiterhin Insulin und
Proinsulin aus (Guettier and Gorden 2010). Insulinome sind ganz uberwiegend
benigne, nur weniger als 10% sind maligne (Service, McMahon et al. 1991,
Grant 2005, Oberg 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). 5% zeigen Metastasen,
diese befinden sich Ublicherweise in der Leber oder in den regionalen
Lymphknoten (Metz and Jensen 2008, Oberg 2010). Es gibt eine
altersspezifische Inzidenzspitze in der fuinften Lebensdekade und die Inzidenz
ist bei Frauen leicht hoher als bei Mannern (Service, McMahon et al. 1991,
Oberg 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012).

Insulinome befinden sich fast immer im Pankreas und sind dort zu je 1/3 im
Pankreaskopf, -kdper und -schwanz verteilt (Oberg and Eriksson 2005, Oberg
2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). In sehr seltenen Fallen sind sie ektop,
lokalisiert im Duodenum, Meckeldivertikel, Gallengang, in den Ovarien oder im
Omentum (Oberg and Eriksson 2005, Oberg 2010). Sie sind in der Regel klein,
so sind 40% kleiner als 1 cm, 50% zwischen 1-5 cm grof3 und nur in seltenen
Fallen sind sie gréler als 5 cm (Oberg 2010). Sie sind meistens solitar, nur in
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weniger als 10% der Falle liegen multiple Tumoren vor (de Herder, Niederle et
al. 2006, Oberg 2010). Insulinome konnen in seltenen Fallen Teil eines
vererbten MEN1-Syndroms sein (Service, McMahon et al. 1991, de Herder,
Niederle et al. 2006, Oberg 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). So sind ca. 4-8%
der Insulinome mit MEN1 assoziiert (de Herder 2004, Metz and Jensen 2008,
Kloppel 2011, Jensen, Cadiot et al. 2012).

Zur Unterstitzung der Diagnose und zur richtigen Klassifikation von
Insulinomen ist eine detaillierte Beschreibung der makroskopischen,
mikroskopischen und immunhistochemischen Befunde obligatorisch. Es muss
eine histologische Untersuchung  von Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Schnittpraparaten sowie eine Immunfarbung mit Chromogranin A,
Synaptophysin und Insulin durchgefuhrt werden. Die Bestimmung des
Mitoseindex und Ki67 sind obligatorisch. Die immunhistochemische
Bestimmung der Insulinexpression ist nicht zwingend aussagekraftig, da
manche Insulinome sich nicht positiv farben lassen, was mdéglicherweise durch
die schnelle Freisetzung von Insulin durch die beta-Zelle verursacht werden
kann (Rindi and Kloppel 2004, de Herder, Niederle et al. 2006, Jensen, Cadiot
et al. 2012).

1.2.2 Symptomatik

Patienten mit Insulinomen haben Symptome einer Hypoglykamie (Stefanini,
Carboni et al. 1974, de Herder, Niederle et al. 2006, Metz and Jensen 2008,
Cryer, Axelrod et al. 2009, Mathur, Gorden et al. 2009, Kulke, Anthony et al.
2010, Oberg 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Die hypoglykamischen
Symptome lassen sich in zwei Hauptgruppen einteilen: (1) neuroglykopenische
Symptome und (2) autonome Symptome. Die neuroglykopenischen Symptome
beinhalten Verwirrtheit, Sehstérung, Schwindel, Kopfschmerzen,
Verhaltensanderungen und, in selten Fallen, neurologische Anféalle und Koma.
Die meisten Patienten haben zudem autonome Symptome, insbesondere
aufgrund der katecholaminergen Gegenregulation, wie Schwitzen, Tremor,
Schwache, Angstzustande, Ubelkeit, Palpitationen und Reizbarkeit (Stefanini,
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Carboni et al. 1974, Grant 2005, de Herder, Niederle et al. 2006, Mathur,
Gorden et al. 2009, Guettier and Gorden 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Die
Symptome treten haufig wahrend korperlicher Aktivitat, vor dem Frihstlck oder
nach einer verpassten Mahlzeit auf. Die Patienten versuchen haufig, die
Symptome zu vermeiden, indem sie haufige Mahlzeiten zu sich nehmen, was
Adipositas zur Folge haben kann (Grant 2005, Oberg 2010). Die
hypoglykdmischen Episoden treten sporadisch auf. Es gibt symptomfreie
Intervalle von einigen Wochen oder Monaten. Viele Insulinompatienten werden
vor der richtigen Diagnose wegen Fehlinterpretation der Symptome zum

Psychiater uberwiesen (Oberg 2010).

Zum klinischen Leitbild gehoért die Whipple-Trias. Sie besteht aus (1)
Symptomen der Hypoglykamie, (2) einem Blutzuckerspiegel < 2,2 mmol/l (< 40
mg/dl) und (3) einer prompten Besserung bei Glukosezufuhr (de Herder,
Niederle et al. 2006, Cryer, Axelrod et al. 2009, Jensen, Cadiot et al. 2012).

1.2.3 Diagnose

Es gibt sechs etablierte Kriterien flr die Diagnose von Insulinomen (Service,
Dale et al. 1976, Service 1995, Service 1997, de Herder, Niederle et al. 2006,
Vinik, Woltering et al. 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012):

e Dokumentierter Blutzuckerspiegel von < 2,2 mmol/l (< 40 mg/dl)
e Insulinspiegel von = 6 pU/ml (= 36 pmol/l, = 3 pU/ml ICMA)

e C-Peptidspiegel von =200 pmol/l

¢ Proinsulinspiegel von = 5 pmol/I

¢ beta-Hydroxybutyratspiegel < 2,7 mmol/l

e Abwesenheit von Sulfonylharnstoff (Metabolit) im Plasma und/oder Urin

Nichtsdestotrotz variieren die genauen Kriterien fir die Diagnose von
Insulinomen in verschiedenen Konsensusdokumenten und Reviews (Cryer,
Axelrod et al. 2009, Nauck and Meier 2012, Buffet, Vezzosi et al. 2013, Cryer,
Axelrod et al. 2013, Guettier, Lungu et al. 2013, Falconi, Eriksson et al. 2016).
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Zum Goldstandard fur die Diagnose von Insulinomen gehort nach wie vor der
72h-Hungertest (Service 1995, Kaltsas, Besser et al. 2004, de Herder, Niederle
et al. 2006, Cryer, Axelrod et al. 2009, Vinik, Woltering et al. 2010, Jensen,
Cadiot et al. 2012), auch wenn es Studien gibt, wonach ein 48h-Hungertest
ausreichen soll (Hirshberg, Livi et al. 2000, Quinkler, Strelow et al. 2007). Ein
Drittel der Insulinompatienten entwickelt Symptome innerhalb von 12h, 80%
nach 24h, 90% nach 48h und 100% nach 72h (Fajans and Vinik 1989, Grama,
Eriksson et al. 1992, Grant 2005, Metz and Jensen 2008). Wenn der Patient
Symptome entwickelt und der Blutzuckerspiegel < 2,2 mmol/l (¢ 40 mg/dl)
betragt, wird Blut abgenommen zur Bestimmung von C-Peptid, Proinsulin und
Insulin. Erfolgt bei Vorliegen einer Hypoglykdmie keine angemessene
Insulinsuppression, bestatigt dies die Diagnose eines Insulinoms (Service, Dale
et al. 1976, Service 1995, Service 1997, de Herder, Niederle et al. 2006, Metz
and Jensen 2008, Mathur, Gorden et al. 2009, Guettier and Gorden 2010,
Kulke, Anthony et al. 2010, Vinik, Woltering et al. 2010, Jensen, Cadiot et al.
2012).

In letzter Zeit werden anstelle von Standard Insulinradioimmunoassays, die in
vielen Fallen Kreuzreaktionen mit Proinsulin aufweisen, vermehrt
insulinspezifische Assays verwendet, die keine Kreuzreaktionen mit
Proinsulinen hervorrufen und die niedrigere Insulinwerte zeigen (Vezzosi,
Bennet et al. 2003, Vezzosi, Bennet et al. 2007, Vinik, Woltering et al. 2010,
Jensen, Cadiot et al. 2012).

Eine Nuchternhypoglykamie kann auch durch verschiedene andere Umstande
hervorgerufen werden, beispielsweise durch exogene Insulinzugabe oder
Antikérper gegen Insulinrezeptoren oder Insulin. Zur Differentialdiagnose wird
die Messung von Proinsulin, C-Peptiden und Antikérpern gegen Insulin sowie
des Sulfonylharnstoffspiegels durchgefuhrt. C-Peptide haben eine langere
Halbwertszeit als Insulin und sind hilfreich, um Patienten mit organischer
Uberproduktion von Insulin, wie Patienten mit Insulinom, von Patienten mit
exogener Insulinzufuhr zu unterscheiden, da kommerzielle Insulinpraparate

keine C-Peptide enthalten. Bei Insulinomen ist eine erhdhte oder normale
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Konzentration von C-Peptiden charakteristisch, bei Patienten, die Insulin
nehmen, ist der Insulinspiegel hoch und der C-Peptid-Spiegel niedrig (siehe
Tabelle 3) (Oberg 2010).

Tabelle 3: Biochemische Muster bei Hypoglykamie
Biochemische Muster bei Patienten mit unterschiedlichen Griinden fir Hypoglykdmie (Oberg
2010)

Sulfonyl- Insulin-
Insulin | C-Peptid | Proinsulin | harnstoff | antikorper Diagnose

T } i) - - Exogenes Insulin
T 1 1 - - Insulinom
T 1 7 + - Sulfonylharnstoff
T 1 1 - + Insulin autoimmun

Insulinrezeptor
7 1 1 - - _

autoimmun

Weitere Formen der Nuchternhypoglykamie konnen eine Nebennieren- oder
Hypohysenvorderlappeninsuffizienz oder schwere Lebererkrankungen bei
verminderter Glukoneogenese und Glukoseabgabe sein (Service 1995, Oberg
and Eriksson 2005, Guettier and Gorden 2010).

Gelegentlich sind die Symptome von Insulinomen unspezifisch, so dass eine
breite Differenzialdiagnose erfolgen sollte (de Herder, Niederle et al. 2006,
Jensen, Cadiot et al. 2012). Unterschieden werden sollte zwischen Patienten
mit  Insulinomen und mit NIPH (Non-Insulinoma Pancreatogenous
Hypoglycemia) (Service, Natt et al. 1999) und Patienten mit einer

Hypoglykamie, die nach Magenbypassoperationen wegen Adipositas auftritt.

NIPH ist eine seltene Form der hyperinsulinamischen Hypoglykamie bei
Erwachsenen, die unabhangig von Mutationen des Kir6.2- und des SUR1-Gens

vorkommt. Es handelt sich — im Gegensatz zu einer durch Insulinome
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verursachten Hypoglykdmie — um eine postprandiale Hypoglykamie (Service,
Natt et al. 1999, Thompson, Service et al. 2000, Anlauf, Wieben et al. 2005,
Ouyang, Dhall et al. 2011). Bei diesen Patienten wurden neuroglykopenische
Zeichen einer hyperinsulinamischen Hypoglykamie innerhalb von vier Stunden
nach der Einnahme einer Mahlzeit sowie ein negativer 72h-Hungertest
beobachtet. Bei NIPH-Patienten liegen keine Insulinome vor, sie zeigen jedoch
einen positiven Kalziumstimulationstest, eine beta-Zell-Hyperplasie und eine
Nesidioblastose (Service, Natt et al. 1999, Thompson, Service et al. 2000, Won,
Tseng et al. 2006).

NIPH wird von PHHI (Persistent Hyperinsulinemic Hypoglycemia of Infancy)
dadurch abgegrenzt, dass NIPH-Patienten keine Mutationen des Kir6.2- und
des SUR1-Gens vorweisen (Service, Natt et al. 1999). PHHI wird klinisch
charakterisiert durch hyperinsulinamische Hypoglykamie bei Kindern und
Neugeborenen, es handelt sich um eine Gruppe verwandter Krankheiten
(Kloppel, Reinecke-Luthge et al. 1999, Rahier, Guiot et al. 2000, Kapoor, James
et al. 2009). Die Mehrheit der PHHI-Patienten weist keine Insulinome auf, hat
aber fokale oder diffuse beta-Zell-Abnormalitaten, die haufig mit genetischen
Mutationen verbunden sind, die die beta-Zellen beeinflussen (Kapoor, James et
al. 2009).

Auch bei der Hypoglykamie nach Magenbypassoperation handelt es sich nicht
um eine Nuchternhypoglykamie, sie ist vielmehr ebenfalls postprandial und in
einigen Fallen verursacht durch Nesidioblastose (Patti, McMahon et al. 2005,
Marsk, Jonas et al. 2010). Zwar ist Hypoglykdmie nach bariatrischer Chirurgie
haufig und meist verursacht durch das Dumping-Syndrom (Service, Thompson
et al. 2005), bei wenigen Patienten ist sie jedoch verbunden mit einer

Hyperinsulinamie (Patti, McMahon et al. 2005, Service, Thompson et al. 2005).

Auch wenn Patienten mit Insulinom typischerweise Symptome einer
Nuchternhypoglykédmie entwickeln, gibt es auch Patienten, die — auch
ausschlie3lich — postprandial Symptome entwickeln (Del Sindaco, Casucci et al.
1997, lida, Ohara et al. 2010, Toaiari, Davi et al. 2013).
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Im nachsten Schritt ist eine Lokalisationsdiagnostik notwendig. Da Insulinome
typischerweise klein sind, konnen sie durch Bildgebungsverfahren teilweise
schwierig nachweisbar sein. Ultraschall und CT werden Ublicherweise zuerst
durchgefuhrt, um Lebermetastasen auszuschlieRen Ultraschall, CT und MRT
sind in verschiedenen Studien nur in 10-40% der Falle positiv (de Herder,
Niederle et al. 2006, Rockall and Reznek 2007, Guettier and Gorden 2010,
Jensen, Cadiot et al. 2012). In anderen Studien wird gezeigt, dass mittels CT
70-80% und mittels MRT ca. 85% der Insulinome nachgewiesen werden
konnen (Noone, Hosey et al. 2005). Eine Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie ist
in nur 50% der Falle positiv (Gibril and Jensen 2004, Virgolini, Traub-Weidinger
et al. 2005, de Herder, Niederle et al. 2006, Metz and Jensen 2008,
Kwekkeboom, Krenning et al. 2009, Guettier and Gorden 2010, Oberg 2010,
Jensen, Cadiot et al. 2012). Einige Studien kommen zu dem Ergebnis, dass bei
den wenigen Patienten mit Insulinomen, bei denen die dbrigen
Bildgebungsverfahren negativ waren, eine ®®Ga-DOTA-D-Phe'-Tyr*-octreotide-
Positronen-Emmisions-Tomografie  (*®Ga-DOTATOC-PET)-CT  durchgefiihrt
werden sollte (Sundin, Garske et al. 2007, Dudczak and Traub-Weidinger 2010,
Kauhanen, Seppanen et al. 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Weitere Studien
zeigten, dass eine ®Ga-DOTANOC-PET-CT nur in 25-31% der
Insulinompatienten positiv ist (Sharma, Arora et al. 2015, Sharma, Arora et al.
2016).

Eine Endosonografie ist in 70-95% der Falle positiv, wenn sie von einem
erfahrenen Endoskopiker durchgefiihrt wird. Daher ist die Endosonografie das
Bildgebungsverfahren der Wahl, wenn die anderen nicht invasiven Verfahren
negativ sind (de Herder, Niederle et al. 2006, Patel and Kim 2008, Vanderveen
and Grant 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Endosonografien kdbnnen daruber
hinaus bei der Feststellung helfen, ob eine Enukleation des Tumors mdglich ist.
Eine selektive Angiographie ist in 60% der Falle positiv. Wenn die selektive
Angiographie mit einem intraarteriellen Kalziumstimulationstest kombiniert wird,
bei dem nach intraarterieller Kalziumzugabe Blut aus der Vena hepatica
entnommen und daraus der Insulinspiegel bestimmt wird, ist sie in 88-100% der
Falle positiv (Guettier, Kam et al. 2009, Mathur, Gorden et al. 2009,

Morganstein, Lewis et al. 2009, Vanderveen and Grant 2010, Jensen, Cadiot et
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al. 2012). Erfolgversprechende Ergebnisse konnten auch durch Rezeptor-
Szintigrafie mit GLP-1-Rezeptor-Analogen gezeigt werden, da Insulinome
diesen Rezeptor haufig Uberexprimieren (Christ, Wild et al. 2009, Sowa-
Staszczak, Pach et al. 2013, Cases, Ohtsuka et al. 2014). Mit der Kombination
von nicht invasiven und ausgewahlten invasiven Verfahren konnen die meisten
Insulinome praoperativ lokalisiert werden (Kaltsas, Besser et al. 2004,
Nikfarjam, Warshaw et al. 2008).

Zur operativen Lokalisierung von Insulinomen und zur Bestimmung der richtigen
operativen Methode ist ein intraoperativer Ultraschall erforderlich (de Herder,
Niederle et al. 2006, Jensen, Cadiot et al. 2012).

1.2.4 Therapie

Die Methode der Wahl ist eine operative Entfernung des Insulinoms. Bei
sporadischen Insulinomen sollte durch Palpation und intraoperativen Ultraschall
der gesamte Pankreas untersucht werden. Eine Enukleation ist die bevorzugte
Methode, wenn der Tumor weiter als 2-3 mm vom pankreatischen Ductus
lokalisiert ist; ansonsten ist eine partielle Resektion des Pankreas notwendig
(Akerstrom and Hellman 2007, Jensen, Berna et al. 2008, Fendrich, Waldmann
et al. 2009, Kulke, Anthony et al. 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Bei
praoperativ  lokalisierten Insulinomen kénnen die Enukleation des
Pankreaskorpers bzw. -schwanzes und die distale Pankreatektomie
laparoskopisch vorgenommen werden (Fernandez-Cruz, Blanco et al. 2008,
Isla, Arbuckle et al. 2009, Kulke, Anthony et al. 2010, Zhao, Zhan et al. 2011,
Jensen, Cadiot et al. 2012, Su, Ke et al. 2014).

Dagegen ist eine operative Exploration bei nicht praoperativ lokalisierten
sporadischen Insulinomen erforderlich (Akerstrom and Hellman 2007, Jensen,
Berna et al. 2008, Fendrich, Waldmann et al. 2009, Jensen, Cadiot et al. 2012).
Bei Patienten mit Verdacht auf ein maliges Insulinom oder mit Rezidiven ist eine
radikale Operation notwendig (Akerstrom and Hellman 2007, Jensen, Cadiot et
al. 2012). Bei Vorliegen von MEN1 ist es obligatorisch, dass zunachst
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praoperativ die Insulinome lokalisiert und identifiziert werden, da hier zudem
haufig andere neuroendokrine Tumoren des Pankreas vorliegen (Norton, Fang
et al. 2006, Fendrich, Waldmann et al. 2009).

Zur Behandlung der Symptome der Hypoglykamie sollten langere Zeitraume
ohne Glukoseeinnahme vermieden werden. In der Regel reicht es aus, dass die
Patienten haufige Mahlzeiten zu sich nehmen. Bei manchen Patienten kann es
notwendig sein, kontinuierlich Glukoseinfusionen zu geben (de Herder 2004,
Oberg 2010).

Eine medikamentése Behandlung erfolgt nur zur praoperativen Kontrolle des
Blutzuckerspiegels, bei Patienten mit inoperablen Metastasen oder bei
Patienten, bei denen eine Operation kontraindiziert ist oder die eine Operation
ablehnen (de Herder, Niederle et al. 2006, Guettier and Gorden 2010,
Vanderveen and Grant 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Durch diese
medikamentose Behandlung soll die Hypoglykamie kontrolliert werden. Das
wirksamste Medikament ist Diazoxid, welches die Insulinsekretion hemmt
(Goode, Farndon et al. 1986, Grant 2005, de Herder, Niederle et al. 2006,
Guettier and Gorden 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Verapamil,
Diphenylhydantoin, Glukokortikoide und Somatostatin-Analoga wie Octreotid
oder Lanreotid, kdnnen auch wirksam sein (Jensen, Cadiot et al. 2012). Bei
einer kleinen Anzahl von Fallen mit malignen Insulinomen konnten die
Insulinausschuttung und die Hypoglykdmie durch mTOR-Inhibitoren kontrolliert
werden (Kulke, Bergsland et al. 2009, Kulke, Anthony et al. 2010, Ong, Henley
et al. 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012).

1.3 Der Wnt-Signalweg
1.3.1 Der Aufbau des Wnt-Signalwegs
Nachdem der Wnt-Signalweg zunachst als Regulator der Embryogenese

identifiziert wurde, ist inzwischen bekannt, dass er unter anderem auch eine

Rolle bei der Tumorentstehung in verschiedenen Geweben spielt (Polakis 2000,
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Logan and Nusse 2004). Benannt wurde der Wnt-Signalweg nach seinen

Rezeptorliganden (Wnts).

Der Wnt-Signalweg besteht neben den extrazellularen Wnt-Rezeptorliganden
aus sezernierten Antagonisten (wie zum Beispiel secreted Frizzled-related
Protein (sFRP) oder das Dickkopf-Protein), Rezeptoren mit einer sieben-
transmembranndésen Domane (Frizzled) und Korezeptoren (wie zum Beispiel
Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein (LRP) 5/6) sowie
intrazellularen Signalmolekulen, von denen beta-Catenin eine Schlusselrolle
zukommt (Logan and Nusse 2004, Schinner 2009, Schinner, Willenberg et al.
2009). Ublicherweise wird zwischen dem kanonischen und dem nicht-
kanonischen Wnt-Signalweg unterschieden. Bei dem kanonischen Wnt-
Signalweg ist der Transkriptionskoaktivator beta-Catenin beteiligt (Schinner
2009).

Das erste Wnt-Gen wurde durch Sharma und Chopra in den 1970er-Jahren bei
der Fliege Drosophila melanogaster entdeckt. Fliegen mit dieser Genmutation
konnten keine Flugel und Halteren ausbilden. Daher wurde dieses Gen
wingless-Gen (wg) benannt (Sharma and Chopra 1976). Anfang der 1980er-
Jahre wurde bei der Maus das Int-1-Gen (spater Wnt-1) entdeckt. Dieses wurde
zunachst als Onkogen identifiziert, das bei Mausen zur Bildung von
Mammakarzinomen beitragt (Nusse and Varmus 1982). Die Grundlage der
Erforschung des Wnt-Signalwegs liegt in den spaten 1980er- und frihen
1990er-Jahren. Zu dieser Zeit wurde herausgefunden, dass das wingless-Gen
bei Drosophila melanogaster und das Int-1-Gen bei der Maus zu derselben
grofRen, evolutionar erhaltenen Familie extrazellularer Signalmolekule gehdren
(Rijsewijk, Schuermann et al. 1987). Nachdem das wingless-Gens bei
Drosophila melanogaster erfolgreich isoliert werden konnte, konnte gezeigt
werden, dass das wingless-Gen und das Int-1-Gen homolog sind (Cabrera,
Alonso et al. 1987, Rijsewijk, Schuermann et al. 1987). Aus der Verschmelzung
der Namen dieser beiden ersten bekannten Vertreter dieser Genfamilie
(wingless und Int-1) entstand die Bezeichnung ,Wnt“ (van Amerongen and
Nusse 2009, De 2011).
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Der Versuch, die Wnt-Rezeptorliganden in Klassen einzuteilen, denen
bestimmte Aktivitaten zugeordnet werden konnten, fihrte zu der Unterteilung in
kanonische und nicht kanonische Wnt-Rezeptorliganden. Diese Unterteilung
basierte darauf, dass nur die Vertreter der ersten Gruppe die Fahigkeit
besitzen, beim Embryo des Krallenfrosches Xenopus laevis die Ausbildung
einer zweiten Korperachse zu induzieren (McMahon and Moon 1989) und eine
morphologische Transformation von C57MG-Mammazellen der Maus zu
verursachen (Wong, Gavin et al. 1994), was beides mit einem Anstieg von beta-
Catenin und begleitend einer beta-Catenin/T cell-specific Transcription Factor
(TCF)-SignalUbertragung einhergeht (Shimizu, Julius et al. 1997). So wurden
die Wnt-Rezeptorliganden, die an Frizzled anbinden und beta-Catenin/TCF
aktivieren, als kanonische Wnt-Rezeptorliganden bezeichnet. Inzwischen wurde
jedoch gezeigt, dass die Wirkung eines Wnt-Gens abhangig ist vom jeweiligen
Gewebe- und Rezeptorkontext. Es erscheint von diesem Hintergrund mehr
passend, die Wnt-Gene trennscharf in kanonisch oder nicht-kanonisch zu

unterteilen (van Amerongen and Nusse 2009).

Beim Menschen/bei Saugetieren sind inzwischen neunzehn verschiedene Wnt-
Gene (Schinner 2009, van Amerongen and Nusse 2009), hierzu gehéren auch
die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Wnt-Gene Wnt3a und Wnt4 (van

Amerongen and Nusse 2009).

Auch andere, zunachst bei Drosophila melanogaster identifizierte Bestandteile
des Wnt-Signalwegs konnten in der Folge bei anderen Spezies gefunden
werden, wie z.B. Frizzled, Dishevelled oder beta-Catenin/Armadillo und
TCF/Pangolin (Peifer, Rauskolb et al. 1991, Noordermeer, Klingensmith et al.
1994, Siegfried, Wilder et al. 1994, Sussman, Klingensmith et al. 1994,
Dominguez, Itoh et al. 1995, Sokol, Klingensmith et al. 1995, Brunner, Peter et
al. 1997, van de Wetering, Cavallo et al. 1997) Beim Menschen sind heutzutage
zehn Frizzled-Rezeptoren bekannt (van Amerongen and Nusse 2009).
Bekannte Korezeptoren sind die LRP-Korezeptoren 5 und 6 (Tamai, Semenov
et al. 2000).
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1.3.2 Die Signalkaskade des kanonischen Wnt-Signalwegs

Beta-Catenin spielt die SchlUsselrolle in der Signalkaskade des kanonischen
Whnt-Signalwegs. In Abwesenheit von Wnt-Rezeptorliganden wird beta-Catenin
durch die Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) konstant phosphorylisiert und
dadurch inaktiviert. GSK3 ist dabei Bestandteil eines Multiproteinkomplexes,
der neben GSK3 unter anderem Axin und das Adenomatous Polyposis Coli
Protein (APC) beinhaltet (sog. beta-catenin destruction complex). Hierdurch
kommt es zu einem konstanten Ubiquitin-vermittelten Abbau von beta-Catenin
im Zytoplasma, so dass die beta-Catenin-Konzentration im Zytoplasma niedrig
bleibt (Logan and Nusse 2004, Gordon and Nusse 2006, Jin 2008, Schinner
2009).

Wenn Wnt-Rezeptorliganden jedoch an der Zelloberflache an den Rezeptor
Frizzled und an einen der Korezeptoren (LRP 5 oder LRP 6) anbinden, wird die
Signalkaskade des Wnt-Signalwegs angestoflen. Durch die Bindung sowohl an
Frizzled als auch an LPR 5 oder LRP 6 kommt es — uber eine
SignalUbertragung, bei u.a. der Dishevelled und Axin involviert sein sollen — zu
einer Hemmung des vorgenannten Axin-APC-GSK3-Komplexes und zu einer
Inaktivierung von GSK3. GSK3 kann beta-Catenin daher nicht mehr
phosphorylisieren. Dies wiederum fuhrt dazu, dass beta-Catenin stabilisiert wird
und in den Nukleus translozieren kann. Anschliel3end koaktiviert beta-Catenin
spezifische Transkriptionsfaktoren an den Wnt-Zielgenen. Bei diesen
koaktivierten Transkriptionsfaktoren handelt es sich um solche der
TCF/Lymphoid Enhancer Factor (LEF)-Familie (Logan and Nusse 2004, Gordon
and Nusse 2006, Jin 2008, Schinner, Ulgen et al. 2008, Schinner 2009).

In Abwesenheit von beta-Catenin im Nukleus interagiet TCF mit den
Transkriptionsrepressoren Groucho und Histon-Deacetylase, indem sie
gemeinsam einen Repressionskomplex bilden und so die Transkription von
Whnt-Zielgenen blockieren (Cavallo, Cox et al. 1998, Chen, Fernandez et al.

1999). Transloziert jedoch beta-Catenin in den Nukleus, verdrangt es Groucho
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und wandelt den Komplex zu einem Transkriptionsaktivator, wodurch die

Transkription von Wnt-Zielgenen bewirkt wird (Daniels and Weis 2005).
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Abb. 1: Die Signalkaskade des Wnt-Signalwegs

(a) In Abwesenheit von Wnt-Rezeptorliganden wird beta-Catenin durch GSK3 phosphorylisiert

und dadurch seinem Abbau zugefiihrt.

(b) Durch Bindung von Wnt-Rezeptorliganden an Frizzled und LRP5/6 kommt es zu einer
Inaktivierung von GSK3, wodurch die Phosphorylisierung von beta-Catenin gehemmt wird.
Daher kann beta-Catenin in den Nukleus translozieren und spezifische Transkriptionsfaktoren

an den Zielgenen koaktivieren.
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1.3.3 Der kanonische Wnt-Signalweg und die pankreatische beta-Zelle

Whnt-Signalmolekile werden in der murinen sowie der humanen pankreatischen
beta-Zelle exprimiert (Heller, Dichmann et al. 2002, Heller, Klein et al. 2003,
Papadopoulou and Edlund 2005).

Es konnte zudem in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass der Wnt-
Signalweg eine wichtige Rolle bei der Insulinsekretion und der Proliferation von
pankreatischen beta-Zellen spielt. Dies konnte im Rahmen von in vitro- und in

vivo-Ansatzen gezeigt werden.

So zeigten Rulifson et al., dass das Protein Wnt3a die Expression von Pitx2,
einem direkten Ziel des Wnt-Signalwegs, und Zyklin D2, einem wichtigen
Regulator der beta-Zellzyklusprogression, unterstutzt und eine Steigerung der
Proliferation der beta-Zelle induziert (Rulifson, Karnik et al. 2007). Zudem war
bei transgenen Ma&usen die Uberexpression von aktivem beta-Catenin
ausreichend, um in vivo die Proliferationsmarker zu induzieren und zu einer
Expansion der beta-Zellmasse zu fuhren. Umgekehrt fihrte die Inhibition von
Whnt-Signalen durch die Uberexpression von Axin zu einer Verringerung der
Expression von Pitx2 und Zyklin D2 und zu einer Reduzierung der Ausdehnung
der beta-Zellen in vivo. Hierdurch wurde gezeigt, dass der Wnt-Signalweg die
Proliferation der pankreatischen beta-Zelle reguliert (Rulifson, Karnik et al.
2007).

Schinner et al. zeigten, dass Adipozyt-abgeleitete Wnt-Signalmolekule, neben
der Steigerung der Insulinsekretion, auch eine verstarkte Zyklin-D1-
Transkription und eine Steigerung der Proliferation von beta-Zelllinien und
primaren beta-Zellen von C57BL/6-Wildtyp-Mausen induzieren (Schinner, Ulgen
et al. 2008).

Daruber hinaus wurden durch Liu und Habener die Effekte des Proteins
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) und seines Agonisten Exedin-4 (Exd4) auf den

Wnt-Signalweg und die Proliferation der pankreatischen beta-Zelle untersucht.
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Dabei stellten sie fest, dass GLP-1 und Exd4 den kanonischen Wnt-Signalweg
induzieren, und zwar sowohl bei insulinproduzierenden INS-1-Zellen als auch
bei primaren beta-Zellen der Maus. Ubereinstimmend damit induzierte Exd4 die
Aktivierung von beta-Catenin. Weiter zeigten sie, dass Exd4 die Interaktion von
beta-Catenin und dem Transkriptionsfaktor TCF7L2 mit dem Zyklin-D1-
Promoter erhoht. Die Hemmung von TCF7L2 durch Transfektion einer
domintant-negativen Mutante hemmte die basale Proliferationsrate von INS-1-
Zellen und beseitigte den stimulierenden Effekt von Exd4 auf die beta-
Zellproliferation (Liu and Habener 2008).

Shu et al. zeigten, dass ein Knockdown von TCF7L2 in isolierten murinen und
humanen Inselzellen zu einer Beeintrachtigung der beta-Zellfunktion flhrte. Der
Knockdown von TCF7L2 fihrte zudem zu einer verminderten Proliferation und
einer erhohten Apoptose von isolierten humanen beta-Zellen. Umgekehrt
beschiitzte die Uberexpression von TCF7L2 Inselzellen vor Glukotoxizitat und
Zytokin-vermittelter Toxizitat (Shu, Sauter et al. 2008).

Fujino et al. berichteten, dass LRPS5-Knockout-Mause eine deutlich
beeintrachtigte Glukosetoleranz aufwiesen. Diese Mause zeigten auch eine
abgeschwachte Plasmainsulinkonzentration, nicht aber eine Insulinresistenz. In
vitro zeigten isolierte Inseln von LRPS-Knockout-Mausen eine verminderte
glukoseinduzierte Insulinsekretion. Fujino et al. fanden heraus, dass die
Behandlung mit Wnt-Rezeptorliganden die glukoseinduzierte Insulinsekretion in
Wildtyp-Inseln, nicht aber in LRP5-Knockout-Inseln erhohte. Dies deutet darauf
hin, dass der Wnt-Signalweg zu glukoseinduzierter Insulinsekretion beitragt und
bei einem gestorten Wnt-Signalweg in Inselzellen ein gestortes Glukose-

Sensing vorliegt (Fujino, Asaba et al. 2003).

Hierzu passen die Ergebnisse von Schinner et. al, die zeigten, dass beta-
Catenin eine Aktivierung der Glukokinase-Gentranskription in pankreatischen
beta-Zellen induziert. Glukokinase ist der wesentliche Regulator des Glukose-

Sensing in beta-Zellen (Schinner, Ulgen et al. 2008).
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In Diskrepanz zu den Ergebnissen von Fujino et al. wurde jedoch durch
Murtaugh et al. gezeigt, dass die Depletion von beta-Catenin im pranatalen
Pankreas zwar zu Azinuszellhypoplasie fuhrt, nicht jedoch die endokrine
Zellmasse und die Entwicklung der Inselzellen signifikant stort (Murtaugh, Law
et al. 2005). Die Diskrepanz zu den Ergebnissen von Fujino et al. kann
moglicherweise durch beta-Catenin-unabhangige Signalubertragung unterhalb
von LRP5 erklart werden. Zudem waren die von Murtaugh et al. untersuchten
Mause 3-4 Monate alt, wahrend die von Fujino et al. untersuchten Mause 6-8
Monate alt waren. Die abweichenden Ergebnisse lassen sich moglicherweise
auf dieses unterschiedliche Alter der Mause zuruckfuhren (Schinner, Willenberg
et al. 2009).

Im Tiermodell und in vitro konnte dartber hinaus eine Verbindung zwischen
dem Wnt-Signalweg und Menin gezeigt werden. Menin unterdrickt die
Tumorgenese durch verschiedene Mechanismen: Menin reguliert die Apoptose
und die DNA-Reparatur und unterdriickt die Zellproliferation durch Interaktion

mit verschiedenen Signalwegen (Wu and Hua 2011).

So zeigten Cao et al., dass eine Uberexpression von Menin die nukleare
Akkumulation von beta-Catenin und dessen Transkriptionsaktivitat reduziert.
Menin interagiert dabei direkt mit beta-Catenin und exportiert dieses aus dem
Nukleus. Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass Menin die
Zellproliferation durch Unterdrickung der Wnt-Signale kontrolliert. Weiter
implizieren die Studienergebnisse von Cao et al., dass der Wnt-Signalweg bei
der beta-Zellproliferation in Verbindung mit dem Verlust von Menin aktiviert sein
konnte (Cao, Liu et al. 2009).

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten Bertolino et al., dass beim
beta-Zell-spezifischen Knockout des MEN1-Gens bei der Maus Insulinome
resultierten (Bertolino, Tong et al. 2003). Dadurch zeigten sie, dass Menin,
welches durch das MEN1-Gen kodiert wird, bei der Entwicklung von
Insulinomen, als Tumorsuppressor wirkt. Mutationen im MEN1-Gen sind fir die
Entstehung des MEN1-Syndroms verantwortlich (Chandrasekharappa, Guru et

al. 1997, Lemmens, Van de Ven et al. 1997), eine Erkrankung, die mit einer
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erhohten Inzidenz von neuroendokrinen Tumoren des Pankreas und unter
anderem von Insulinomen verbunden ist (Metz and Jensen 2008). Auch wenn
die Mehrheit der Insulinome nicht Teil eines MEN1-Syndroms ist, zeigten
Mutationsanalysen somatische Mutationen des MEN1-Gens bei 44% der

pankreatischen neuroendokrinen Tumoren (Jiao, Shi et al. 2011).

Weiter zeigten Bertolino et al. in immunhistochemische Untersuchungen, dass
es bei den beta-Zell-spezifischen MEN1-Knockout-Mausen bei fortgeschrittenen
Insulinomen zu einer Reduzierung von  beta-Catenin in  der
Zytoplasmenmembran und zu einer Akkumulation von beta-Catenin im
Zytoplasma  kommt. Bertolino et al. zeigten darUber hinaus
immunhistochemisch, dass bei den beta-Zell-spezifischen MEN1-Knockout-
Mausen das membrane E-Cadherin bei fortgeschrittenen Insulinomen reduziert
ist, obwohl dieses bei Insulinomen im Fruhstadium das gleiche Niveau hatte wie
bei normalen Inselzellen (Bertolino, Tong et al. 2003). Diese Ergebnisse legen
nahe, dass die Veranderung der Expression von beta-Catenin und E-Cadherin
ein wichtiger Punkt bei der Progression von Insulinomen ist (Bertolino, Tong et
al. 2003) und dass bei beta-Zellen, bei denen Menin inaktiviert ist, der

kanonische Wnt-Signalweg aktiviert sein kdnnte (Cao, Liu et al. 2009).

Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen wurde jedoch von Chen et al. berichtet,
dass Menin die Aktivitat des Wnt-Signalwegs in endokrinen Pankreaszellen
fordert und die Zellproliferation teilweise durch Aktivierung des Wnt-

Signalweges unterdrtickt (Chen, A et al. 2008).

Eine weitere Verbindung zwischen neuroendokrinen Pankreastumoren und dem
Wnt-Signalweg ist das DAXX-Gen. So zeigen 25% der neuroendokrinen
Pankreastumoren Mutationen des Gens, das DAXX kodiert (Jiao, Shi et al.
2011). DAXX interagiert mit Axin, einem Signalprotein des Wnt-Signalwegs, um
TP53 zu aktivieren (Li, Wang et al. 2007).

Obwohl es zahlreiche Studien zum Wnt-Signalweg in der pankreatischen beta-
Zelle gibt, wurde die Rolle von Wnt-Signalmolekilen bei der Entwicklung

humaner Insulinome noch nicht untersucht.
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1.4 Ziel der Arbeit

Wie oben dargestellt, spielt der Wnt-Signalweg bei der Tumorentwicklung in
verschiedenen Geweben eine Rolle. Wie ebenfalls beschrieben, konnte
herausgefunden werden, dass Wnt-Signalmolekule in der pankreatischen beta-
Zelle exprimiert werden und die Insulinausscheidung und die Proliferation von
pankreatischen beta-Zellen in vitro und in Tierversuchen durch Wnt-Signale
reguliert werden. Es ist jedoch nicht klar, ob Wnt-Signalmolekile auch eine
Bedeutung fur die Entstehung humaner Insulinome haben. Vor dem
Hintergrund der Bedeutung des Wnt-Signalwegs fir die Tumorentstehung im
Allgemeinen und fur die pankreatische beta-Zelle im Besonderen ist Ziel dieser
Arbeit, zu untersuchen, ob der Wnt-Signalweg auch eine Rolle bei der
Entstehung humaner Insulinome spielt. Zu diesem Zweck wurden
Expressionsmuster verschiedener Wnt-Signalmolekile bei benignen und

malignen humanen Insulinomen sowie bei Kontrollen untersucht.
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2 Material und Methoden

21 Patienten und Tumorgewebe

In der vorliegenden Arbeit wurden 61 Patienten berucksichtigt, die an einem
Insulinom erkrankt waren und die im Zeitraum von 1984 bis 2009 in der Klinik
fur Allgemein-, Viszeral- und Kinderchirurgie des Universitatsklinikums
Dusseldorf operiert wurden. Die Patienten haben der Aufnahme in die Studie im
Vorfeld schriftlich zugestimmt. Daruber hinaus wurde die Studie durch die
Ethikkommission an der medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat
in DUsseldorf genehmigt (Aktenzeichen 3.909) und stimmt mit den Prinzipien
der Deklaration von Helsinki Uberein. Flur die Kontrollgruppe wurde gesundes
humanes Pankreasgewebe vom Institut ~ fur  Pathologie des

Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfligung gestellt.

Von den 61 Patienten waren 41 Patienten Frauen (67,21%) und 20 Patienten
Manner (32,79%) (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Verteilung nach Geschlecht sowie Dignitat der Tumoren

Die Patienten waren zwischen 16 und 82 Jahre alt, die Verteilung der Patienten
nach Alter ist in Abb. 3 dargestellt. Dabei betrug das mittlere Lebensalter des

gesamten Patientenkollektivs 49,59 Jahre. Die Frauen hatten ein mittleres
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Lebensalter von 51,00 Jahren, die Manner von 46,70 Jahren (siehe Abb. 4).
Der Altersmedian betrug 50 Jahre.
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Abb. 3: Verteilung der Patienten nach Alter
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Abb. 4: Mittleres Lebensalter der Patienten

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Gewebe wurde von dem Institut far
Pathologie des Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfligung gestellt. Die
untersuchten 61 Insulinome wurden — aufgrund des Operationszeitraums bis
2009 — nach der WHO-Klassifikation von 2004 eingeteilt. Dabei wurden 51
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Insulinome als benigne klassifiziert. Von diesen 51 benignen Insulinomen waren
40 als hochdifferenzierte endokrine Tumoren mit benignem Verhalten (NET)
(WHO 1A) und elf als hochdifferenzierte endokrine Tumoren mit unbekannter
Dignitat (,unknown behaviour‘, NETub) (WHO 1B) klassifiziert. Zehn Insulinome
wurden als maligne klassifiziert. Die WHO-Klassifikation von 2004 sieht eine
Unterteilung der malignen Tumoren in hochdifferenzierte endokrine Karzinome
mit niedriggradiger Malignitat auf der einen Seite (WHO 2) und gering
differenzierte Karzinome mit hochgradiger Malignitat auf der anderen Seite
(WHO 3) vor. Die malignen Insulinome wurden im Rahmen dieser Arbeit jedoch
unabhangig von ihrer Differenzierung und dem Grad der Malignitat in einer
Gruppe zusammengefasst (NEC). Die Einteilung der in dieser Arbeit

berucksichtigten Insulinome nach Tumorklassen ist in Abb. 5 dargestellt.
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Abb. 5: Verteilung der Insulinome nach Tumorklassen

Bezogen auf das Geschlecht der Patienten ist die Verteilung der Dignitat der
Tumoren wie folgt: 35 Frauen hatten ein benignes Insulinom (NET und NETub),
sechs Frauen hatten ein malignes Insulinom. Bei den Mannern waren es 16

benigne Insulinome (NET und NETub) und vier maligne (siehe Abb. 2).
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Nach der TNM-Stadieneinteilung war von den 61 Insulinomen der Grofteil (38)
als Tumor des Stadiums | klassifiziert (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Verteilung der Insulinome nach TNM-Stadium

Samtliche Patienten mit malignem Insulinom wiesen Metastasen auf, die sich in

den Lymphknoten,

in der Leber,

in Lymphknoten und Leber oder in

Lymphknoten, Leber und Haut befanden (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: Lokalisation der Metastasen
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Die Insulinome waren wie folgt im Pankreas lokalisiert: 27 Insulinome (44,26%)
befanden sich im Pankreasschwanz. 17 Insulinome (27,87%) waren im
Pankreaskorper lokalisiert und 15 Insulinome (24,59%) befanden sich im
Pankreaskopf. Zwei Falle (3,28%) lagen diffus vor (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Lokalisation der Insulinome im Pankreas

Die untersuchten Insulinome hatte eine GroRe von 7 mm bis 80 mm. Die
hochste Anzahl der Insulinome (31) war zwischen 11 mm und 20 mm grof3,
hiervon waren 29 benigne (NET und NETub) und zwei maligne. 18 Insulinome
hatten eine Grof3e von bis zu 10 mm, hiervon waren 14 Insulinome benigne
(NET und NETub) und vier maligne. Zwischen 21 mm und 30 mm grof3 waren
acht Insulinome, sieben hiervon waren benigne (NETub) und eins maligne. Ein
benignes Insulinom (NETub) hatte eine GréRe von 35 mm, ein malignes
Insulinom hatte eine Grélke von 45 mm und zwei weitere maligne Insulinome
waren 80 mm grof3. Die durchschnittliche TumorgroRe lag bei 19,6 mm. Die

Verteilung nach TumorgroRRe ist in Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Verteilung nach TumorgrofRe in mm

2.2 Material

2.2.1 Antikorper und Chemikalien

Substanz

Hersteller

ABC Elite

AEC-High Sensitivity

Substrate Chromogen

Antibody Diluent

Antikérper:

e WNT4 polyclonal antibody

¢ Anti-Wnt3a antibody ab28472
e Frizzled (H-300): sc-9169

e Anti-TCF7L2 antibody ab76151
Aqua destillata

Biotin Blocking System

Biotinylated Link Universal

Vektor Laboratories
Dako (Hamburg)

Dako (Hamburg)

Abnova (Taipei, Taiwan)
Abcam (Cambridge, UK)

Santa Cruz Biotechnology, Inc.

(Dallas, Texas, USA)

Abcam (Cambridge, UK)
Otto Fischar GmbH & Co. KG
(Saarbrucken-Scheidt)

Dako (Hamburg)

Dako (Hamburg)
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Dual Endogenous Enzym Block
Ethanol

Faramount Aqueous

Mounting Medium

Hamatoxylin Losung (Gill 1l)
Natriumchlorid
Strepatvidin-HRP

Swineserum
LSAB+System-HRP

Target Retrieval Solution

Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan

Dako (Hamburg)
Merck (Darmstadt)
Dako (Hamburg)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Dako (Hamburg

Dako (Hamburg)

Dako (Hamburg)
Carl Roth GmbH + Co. KG

(Karlsruhe)
Tween® 20 Sigma-Aldrich (Steinheim)
Xylol Merck (Darmstadt)
2.2.2 Losungen und Puffer
Losung/Puffer Zusammensetzung

TBST-Puffer (pH 7,6; 10-fach; 0,5 1)

Ethanol-Losung

Schweineserum-Lésung

30,284 g Tris-(Hydroxymethyl)-
aminomethan

43,83 g Natriumchlorid

0,5 ml Tween® 20

Aqua dest.

In der gewunschten Konzentration

im destillierten Wasser

Schweineserum 5%ig in TBST-
Puffer
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2.2.3 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Deckglaser

Objekttrager (24x50 mm, 24x32 mm,

18x18 mm)

Pap Pen

Pipettenspitzen:

- ohne Filter:

¢ Natural Graduated Pipette Tips (101-
1000 pl)

¢ Natural Bevelled Filter Tips (1-200 pl)

e Extended Length, Natural Tips (0,1-10

M)

Polystyrol-Rdhrchen

Reaktionsgefalle (1,6 ml, steril)

Stripetten (5, 10, 25 ml)

Engelbrecht (Ederminde)

Marienfeld Laboratory Glassware

Dako (Hamburg)

Starlab (Ahrensburg)

Starlab (Ahrensburg)
Starlab (Ahrensburg)

Sarstedt (NUmbrecht)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf)

Corning Incorporated Costar
(Corning, New York, USA)

UVetten® Eppendorf (Hamburg)
224 Gerate

Gerat Hersteller
Analysewaage Mettler AE

Backofen Memmert

Bildbearbeitungsprogramm
Lichtmikroskop: Axioskop / AxioCAM
MRC

Mikrotome Blades

AxioVision 4.72
Zeiss (Jena)

Feather (Japan)



Material und Methoden

36

PH-Meter

Pipetten 1-10 pl
Pipetten 10-100 pl
Pipetten 100-1000 pl
Schlittenmikrotom
Stoppuhr

Vortex Mixer
Wasserbad
Zentrifugen:

¢ Biofuge pico

e Centrifuge 5810 R

WTW (Weilheim)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Microm

Oregon scientific

Janke & Kunkel IKA Laborthechnik
SAKURA

Heraeus (Hanau)

Eppendorf (Hamburg)

e Zentrifuge universal 30RF Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

2.3 Methoden

2.3.1 Tissue-Microarray

Sowohl das gesunde humane Pankreasgewebe als auch die Insulinome liegen
in Gewebeblocken vor, wobei die Insulinome in sogenannten Tissue-
Microarrays (TMA) vorliegen. Diese Untersuchungsmethode ist 1998 von
Kononen, Bubendorf et al. entwickelt worden. Sie dient dazu, eine grol3e Anzahl
an Gewebe unter standardisierten Bedingungen immunhistochemisch zu

untersuchen (Kononen, Bubendorf et al. 1998).

Das untersuchte Tumorgewebe wurde in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Dann wurde dieses Gewebe mit Hamatoxylin/Eosin und
Synaptophysin (AB SY38; antihuman sysnaptophysine, mouse-ab, clone SY38,
no. M0776, Verdinnung: 1:50, Dako) gefarbt. Alle geeigneten Falle wurden
anschlielend Uberpruft, um den Bereich des Spenderblocks auszuwahlen, aus
dem das Gewebe fur die TMA-Konstruktion genommen wurde. Vor der TMA-
Konstruktion wurden diese Areale nochmals von einem Pathologen bewertet.
Das markierte Material wurde mit einem Durchmesser von 1,5 mm ausgestanzt

und mit Hilfe eines manuellen Arraying-Gerats in einen Empfangerblock
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eingesetzt. Insgesamt wurden vier TMA-Blocke bestehend aus Gewebe von
63 Patienten mit Insulinom hergestellt (Raffel, Krausch et al. 2011). Von diesen
63 Patienten wurden im Rahmen dieser Arbeit lediglich 61 Patienten
bertcksichtigt, da das Gewebe zweier Patienten mikroskopisch nicht

auswertbar war.

2.3.2 Immunhistochemie

2.3.2.1 Allgemeines

Durch die Immunhistochemie kdnnen Gewebe- bzw. Zellstrukturen durch eine
Antigen-Antikérper-Reaktion am histologischen Schnitt sichtbar gemacht
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die sogenannte indirekte Methode
angewandt. Bei dieser wird neben dem spezifischen Primarantikorper ein
weiterer Antikdrper verwendet, der sich gegen den Primarantikorper richtet
(Sekundarantikorper). Anders als bei der sogenannten direkten Methode wird
nicht der Primarantikérper, sondern der Sekundarantikdrper mit einem Enzym
markiert. Zunachst wird der Primarantikérper auf das zu untersuchende
Gewebe aufgetragen. AnschlieRend wird der enzymmarkierte
Sekundarantikérper aufgetragen und die Farbreaktion mittels einer Enzym-
Substrat-Reaktion ausgeldst. Die indirekte Methode ist flexibler und deutlich
empfindlicher als die direkte Methode. Im Rahmen dieser Arbeit wurde aufgrund
ihrer hohen Sensitivitat die Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-
Methode) angewandt (siehe Abb. 10). Bei dieser Methode wird die grofe
Affinitat von Streptavidin fur Biotin zur Kopplung von enzymmarkiertem Avidin

an biotinylierte Sekundarantikérper nutzbar gemacht.
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Abb. 10: LSAB-Methode

2.3.2.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Zunachst wurden aus den TMA-Blocken Gewebeschichten von 5-6 pm
geschnitten. Die geschnittenen Gewebeschichten wurden dann auf Objekttrager
aufgezogen und in einem Heizofen Uber zwei Stunden bei 60° Celsius
angebacken. Die Schnitte wurden anschlief3iend mit Xylol zweimal finf Minuten
entparaffiniert und mit einer absteigenden Ethanol-Verdinnungsreihe (100%,
100%, 90%, 90%, 70%, 70%) fur jeweils eine Minute dehydriert. Im Anschluss

erfolgte eine Spulung der Schnitte flr eine Minute in Aqua dest.

2.3.2.3 Vorbereitung der Gewebeschnitte mittels Antigendemaskierung

Bei formalinfixiertem Gewebe kommt es zu einer Beeintrachtigung der
Immunreaktivitat, da durch das Einwirken der Formalinlésung zur Fixierung des
Gewebes eine Quervernetzung der Gewebeproteine entsteht (Maskierung). Es
gibt verschieden Verfahren, mit denen diese Quervernetzung zum Teil wieder
rickgangig gemacht wund dadurch die Immunreaktivitat zum Tell

wiederhergestellt werden kann (Antigendemaskierung).

Die Antigendemaskierung wurde fur die im Rahmen dieser Arbeit

durchgefuhrten immunhistochemischen Farbungen mit den Antikbrpern gegen
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Wnt4, Wnt3a, Frizzled, und TCF7L2 entsprechend der vom jeweiligen
Antikorperhersteller empfohlenen Methode durchgefuhrt. So wurden zuerst die
Gewebeschnitte in der Target Retrieval Solution bei 440 Watt in der Mikrowelle
fur zweimal sieben Minuten erhitzt. Im Anschluss erfolgte nach einer

zwanzigminutigen Abkuhlung das Waschen der Gewebeschnitte im TBST-Bad.

2.3.2.4 Vorbereitung der Gewebeschnitte mittels Avidin-/Biotin-Block

Beim Nachweis von Gewebeantigen durch Immunohistochemie kann das
Vorliegen von endogenem Biotin die Auswertung einer spezifischen Farbung
behindern. Hierdurch sind falsch positive Ergebnisse oder Fehldeutungen
madglich. Der Avidin-/Biotin-Block blockiert solche durch endogenes Biotin

verursachten unspezifischen Farbungen.

In einem ersten Schritt erfolgte daher eine Inkubation der Gewebeschnitte flr
zehn Minuten mit unkonjugiertem Avidin. Hierdurch wurde das endogene Biotin
blockiert. In einem zweiten Schritt wurden die Gewebeschnitte mit
unkonjugiertem Biotin fur zehn Minuten inkubiert. Hierdurch wurde die
Biotinbindungsrestaktivitat des Avidinmolekils blockiert. Im Anschluss erfolgte

die Waschung der Gewebeschnitte im TBST-Bad fur dreimal funf Minuten.

2.3.2.5 Vorbereitung des Gewebes durch Peroxidase-Block

Da die Mdoglichkeit besteht, dass auf den Gewebeschnitten endogene
Peroxidasen existieren, kann es unter der Verwendung der LSAB-Methode
ebenfalls zu unspezifischen Farbungen und damit zu falsch positiven
Ergebnissen kommen. Dies st darauf zurlickzufihren, dass der
immunhistochemische Nachweis mit Hilfe von peroxidasekonjugierten
Streptavidinmolekilen durchgefihrt wird. Um solche falsch positiven
Ergebnisse durch endogene Peroxidasen =zu verhindern, wurden die
Gewebeschnitte fir zehn Minuten mit Dual Endogenous Enzyme Block von

Dako inkubiert. Hierdurch konnte die endogene Peroxidaseaktivitat neutralisiert
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werden. Es folgte dann das erneute Waschen der Gewebeproben im TBST-Bad

fur dreimal fUnf Minuten.

2.3.2.6 Vorbereitung der Gewebeschnitte mittels Protein-Block

Zur Verhinderung falsch positiver Ergebnisse durch unspezifische
Proteinbindung wurden die Gewebeschnitte flr eine Stunde mit 5%igen

Schweineserum, welches in TBST gemischt wurde, inkubiert.

2.3.2.7 Primarantikorper und Negativkontrolle

Das restliche Schweinserum wurde dann vom Objekttrager entfernt. Im
nachsten Schritt wurde das Gewebe mit dem jeweiligem Primarantikdrper
inkubiert. Die Primarantikorper wurden in Antibody Diluent verdinnt. Die
Negativkontrolle erfolgte ebenfalls mit Antibody Diluent. Die Inkubation erfolgte
Uber die ganze Nacht. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte im TBST-Bad

fur dreimal finf Minuten gewaschen.

Die immunhistochemische Untersuchung wurde mit polyklonalen Antikorpern
der Spezies Kaninchen gegen Wnt4, Wnt3a und Frizzled sowie mit
monoklonalen Antikorpern der Spezies Kaninchen gegen TCF7L2 durchgefuhrt.
Um die optimale Antikérperkonzentration herauszufinden, wurden die
Antikorper zunachst an gesundem humanen Pankreasgewebe mit verschieden
Verdinnungen gefarbt (1:10, 1:25, 1:30, 1:50, 1:100, 1:200). Daraufhin wurden
die Gewebeschnitte mikroskopiert, um die Antikérperkonzentrationen im
Hinblick auf Farbqualitat und Farbintensitat zu beurteilen. Als Ergebnis wurde

die optimale Antikdrperkonzentration festgelegt (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Verwendete Antikorper

Spezifitat Klonalitat Spezies Hersteller Verdiinnung
Abnova

Whnt4 polyklonal Kaninchen 1:25
PAB 9584
Abcam

Whnt3a polyklonal Kaninchen 1:25
ab28472
Santa Cruz

Frizzled polyklonal Kaninchen 1:25
sc9169
Abcam

TCF7L2 monoklonal Kaninchen 1:25
ab76151

2.3.2.8 Detektionssysteme / Sekundarantikdrper

Die mit den Primarantikérpern inkubierten Gewebeschnitte wurden dann mit
einem Detektionssystem bearbeitet. Dabei wurden die Gewebeschnitte 60
Minuten mit dem Biotinylate Link Universal (Dako) inkubiert. Im Anschluss
erfolgte das Waschen der Gewebeproben im TBST-Bad flir dreimal funf
Minuten. Daraufhin wurden die Gewebeproben mit Streptavidin HRP fur 60
Minuten inkubiert. Als nachstes erfolgte eine erneute Waschung im TBST-Bad

fur dreimal fUnf Minuten.

2.3.2.9 Farbung

Im nachsten Schritt wurde auf die Gewebeschnitte zur Farbung eine
Substratchromogenlésung mit 3-amino-9-Ethylkarbazol (AEC) aufgetragen.
Nach acht Minuten Inkubationszeit wurde die erhoffte Farbintensitat erzielt.
Dabei entwickelte das Zielantigen eine rote Farbung am Bindungsort des
Antikoérpers. Danach wurden die Gewebeschnitte zwei Minuten mit Aqua dest.
gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine einminitige Gegenfarbung im
Hamatoxylin-Bad. Hierdurch wurde die Farbung abgeschlossen.
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2.3.2.10 Nachbehandlung

Danach wurden die Gewebeschnitte nochmals zwei Minuten mit Aqua dest.
gewaschen. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte in Faramount Aqueous

Mounting Medium (Dako S3025) eingebettet und mit Deckglasern verschlossen.

Dann wurden die gefarbten Gewebeschnitte mikroskopiert. Dabei wurden mit

dem Computerprogramm AxioVision 4.72 elektronische Bilder gemacht.

2.3.3 Auswertung

2.3.3.1 Immunhistochemische Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung erfolgte anhand eines
Scoring Modells. Hierbei fanden die Expressionsstarke (Score 1) und die
Anzahl positiver Zellen (Score 2) Berlcksichtigung (siehe Tabelle 5). Die
Expressionsstarke wurde mit Scores von 0 (keine Expression), 1 (schwache
Expression), 2 (maRiggradige Expression) und 3 (starke Expression) bewertet.
Fir die Bewertung der Anzahl positiver Zellen diente eine prozentuale
Einteilung, bei der Scores von 0 (0%), 1 (1-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) und 4
(76-100%) verwendet wurden. Durch Multiplikation des fir die
Expressionsstarke vergebenen Score (Score 1) mit dem fir die Zahl der
positiven Zellen vergebenen Score (Score 2) wurde dann der Gesamt-Score
(Immunreaktiver Score (IRS)) gebildet. Anhand dieser Vorgehensweise wurden
samtliche Gewebeschnitte unter dem Mikroskop bewertet. Die Ergebnisse der
vergebenen Scores wurden in reprasentativen Stichproben von einem

Pathologen des Universitatsklinikums Dusseldorf Uberpruft.
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Tabelle 5: Scoring-Modell fiir die immunhistochemische Auswertung
(angelehnt an (Remmele and Stegner 1987))

Auswertungskriterien

Expressionsstarke
Score 1 0 1 2 3
Keine Schwache Maliggradige Starke
Expression Expression  Expression Expression

Zahl positiver Zellen

Score 2 0 1 2 3 4
76-
0% 1-25% 26-50% 51-75% 100%

Gesamt-Score (IRS)
Score 1 x Score 2 0 1 2 3 4 6 8 9 12

2.3.3.2 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Prism5 und Microsoft Excel 2010. Zur
Varianzanlayse ist der Anova Test angewendet worden. Das Signifikanzniveau

ist auf p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von Molekiilen des Wnt-Signalwegs beim

gesunden humanen Pankreasgewebe

Zunachst wurden im Rahmen dieser Arbeit die im Kapitel Material und
Methoden aufgefuhrten Antikorper gegen Wnt4, Wnt3a, Frizzled und TCF7L2
beim gesunden humanen Pankreasgewebe immunhistochemisch etabliert.
Dabei zeigte sich, dass Wnt4, Wnt3a, Frizzled und TCF7L2 beim normalen
humanen endokrinen Pankreasgewebe exprimiert werden. Die Ergebnisse

dieser immunhistochemischen Untersuchung sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Antikorperetablierung beim gesunden Pankreasgewebe

Spezifitat Spezies Verdiinnung Ergebnis

Wnt4 Kaninchen 1:25 ++
Whnt3a Kaninchen 1:25 +
Frizzled Kaninchen 1:25 +
TCF7L2 Kaninchen 1:25 )

Stark positive Expression: ++ , positive Expression: +, schwach positive Expression: (+).
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3.1.1 Expression von Wnt4 beim gesunden humanen Pankreasgewebe

Der Wnt-Rezeptorligand Wnt4 konnte durch Farbung des gesunden humanen
Pankreasgewebes mit dem spezifischen polyklonalen Antikérper mit einer
Verdunnung von 1:25 immunhistochemisch positiv nhachgewiesen werden. Es
zeigte sich eine starke Expression in den pankreatischen Inselzellen (siehe
Abb. 11).

‘100 gin]

Abb. 11: Expression von Wnt4 in pankreatischen Inseln
10 fache VergrofRerung

3.1.2 Expression von Wnt3a beim gesunden humanen Pankreasgewebe

Durch Farbung mit dem spezifischen polyklonalen Antikérper mit einer
Verduinnung von 1:25 konnte der Wnt-Rezeptorligand Wnt3a beim gesunden
humanen Pankreasgewebe immunhistochemisch nachgewiesen werden (siehe
Abb. 12). Im Vergleich zu Wnt4 war die Expression in den pankreatischen

Inselzellen jedoch weniger stark ausgepragt.
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Abb. 12: Expression von Wnt3a in pankreatischen Inseln
40fache VergréRerung

3.1.3 Expression von Frizzled beim gesunden humanen Pankreasgewebe

Mittels spezifischem polyklonalen Antikérper mit einer Verdinnung von 1:25
wurde das Rezeptorprotein Frizzled immunhistochemisch beim gesunden
humanen Pankreasgewebe nachgewiesen (siehe Abb. 13). Frizzled wurde

dabei eher schwach exprimiert.

Abb. 13: Expression von Frizzled in pankreatischen Inseln
20fache Vergrofierung
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3.1.4 Expression von TCF7L2 beim gesunden humamen Pankreasgewebe

Der Transkriptionsfaktor TCF7L2 konnte durch Farbung mit dem monoklonalen
spezifischen Antikérper mit einer Verdinnung von 1:25 beim gesunden
humanen Pankreasgewebe etabliert werden. Es zeigte sich allerdings lediglich

eine schwache Expression (siehe Abb. 14).

Abb. 14: Expression von TCF7L2 in pankreatischen Inseln
40fache VergroRerung
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3.2 Expression von Molekiilen des Wnt-Signalwegs beim

humanen Insulinom

3.2.1 Expression von Wnt4 beim humanen Insulinom

Durch Farbung mit dem spezifischen polyklonalen Antikérper mit einer
Verduinnung von 1:25 konnte Wnt4 beim Insulinom nachgewiesen werden. Es
wurde festgestellt, dass die Expression von Wnt4 in der Kontrollgruppe — also
beim gesunden humanen Pankreasgewebe — starker ist als beim Insulinom.
Weiter zeigte sich bei den benignen Insulinomen eine starkere Expression von
Wnt4 als bei den malignen Insulinomen. Der immunreaktive Score betrug bei
den benignen Insulinomen 4,51+ 2,70 (p<0,05), bei den malignen Insulinomen
2,67+ 1,83 (p<0,05) und in der Kontrollgruppe 7,5+3 (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Auswertung der Expression von Wnt4 beim Insulinom

In der Kontroligruppe wurde eine starkere Wnt4-Expression festgestellt als beim humanen
Insulinom (benigne: 4,51+2,70, p<0,05, maligne 2,67+1,83, p<0,05, Kontrollgruppe: 7,53),
n=61.
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Abb. 16 zeigt exemplarisch die schwach ausgepragte Expression von Wnt4

beim malignen Insulinom.

Abb. 16: Schwache Expression von Wnt4 beim malignen Insulinom
10fache Vergréfierung

Im Vergleich dazu zeigt Abb. 17 exemplarisch die Expression von Wnt4 beim
als Kontrolle gefarbten gesunden humanen Pankreasgewebe. Es ist eine
deutlich starkere Expression von Wnt4 zu erkennen als beim Insulinom.

Abb. 17: Starke Expression Wnt4 beim gesunden Pankreasgewebe
Positivkontrolle, 10fache VergroRerung
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3.2.2 Expression von Wnt3a beim humanen Insulinom

Durch Farbung mit dem spezifischen polyklonalen Antikérper mit einer
Verdinnung von 1:25 konnte Wnt3a bei den Insulinomen nachgewiesen
werden. Es zeigte sich eine starke Uberexpression von Wnt3a beim Insulinom
im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei wurde Wnt3a bei den benignen
Insulinomen deutlich starker exprimiert als bei den malignen Insulinomen. Der
immunreaktive Score betrug bei den benignen Insulinomen 7,5913,2 (p<0,05),
bei den malignen Insulinomen 3,39+2,6 (n.s.) und in der Kontrollgruppe

2,5+0,57 (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Auswertung der Expression von Wnt3a beim Insulinom
Der extrazellulare Ligand Wnt3a zeigt eine starke Uberexpression beim humanen Insulinom
(benigne: 7,59+3,2, p<0,05, maligne 3,3912,6, n.s., Kontrollgruppe 2,5+0,57), n=61.
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Auf Abb. 19 ist exemplarisch die Uberexpression von Wnt3a bei einem
benignen humanen Insulinom zu erkennen. Abb. 20 zeigt exemplarische die
deutlich schwachere Expression von Wnt3a beim gesunden humanen

Pankreasgewebe.

Abb. 19: Expression von Wnt3a beim benignen Insulinom

40fache VergroRerung
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Abb. 20: Expression von Wnt3a beim gesunden Pankreasgewebe
Positivkontrolle, 20fache Vergroflierung
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3.2.3 Expression von Frizzled beim humanen Insulinom

Durch Farbung mit dem spezifischen polyklonalen Antikérper mit einer
Verdinnung von 1:25 konnte Frizzled bei den Insulinomen nachgewiesen
werden. Es zeigte sich, dass Frizzled beim Insulinom im Vergleich zur
Kontrollgruppe Uberexprimiert wird. Die Expression von Frizzled war dabei
sowohl bei den benignen als auch bei den malignen Insulinomen ahnlich stark
ausgepragt und in beiden Fallen signifikant, anders als dies bei der Expression
von Wnt3a erkennbar war. Der immunreaktive Score betrug bei den benignen
Insulinomen 6,19+£3,41 (p<0,05), bei den malignen Insulinomen 5,47+1,84
(p<0,05) und in der Kontrollgruppe 1,5£0,57 (siehe Abb. 21).

Frizzled

. *
10.0 *

7.54

Score Points
[($,]
s

2.5+
—_1

0.0

Control Benign Malignant

Abb. 21: Auswertung der Expression von Frizzled beim Insulinom

Es zeigte sich eine Uberexpression von Frizzled beim humanen Insulinom im Vergleich zur
Kontrollgruppe (benigne: 6,19+3,41, p<0,05, maligne: 5,47+1,84, p<0,05, Kontrollgruppe:
1,5+0,57), n=61.
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Auf Abb. 22 ist zu erkennen, dass Frizzled beim benignen humanen Insulinom

uberexprimiert wird. Die Inselzellen sind in dieser Abbildung deutlich erkennbar.

Abb. 22: Uberexpression von Frizzled beim benignen Insulinom
20fache VergroéRerung

Im Vergleich dazu zeigt Abb. 23 die schwache Expression von Frizzled beim

gesunden humanen Pankreasgewebe.

Abb. 23: Expression von Frizzled beim gesunden Pankreasgewebe
Positivkontrolle, 20fache Vergréfierung
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3.2.4 Expression von TCF7L2 beim humanen Insulinom

Durch Farbung mit dem spezifischen monoklonalen Antikdrper mit einer
Verdinnung von 1:25 konnte TCF7L2 bei den Insulinomen nicht nachgewiesen
werden; TCF7L2 wurde bei den Insulinomen nicht exprimiert (siehe Abb. 24).
Auch wenn TCF7L2 bei den im ersten Schritt vorab gefarbten Schnitten mit
gesundem humanen Pankreasgewebe noch etabliert werden konnte (siehe
Kapitel 3.1.4), zeigte sich nun auch bei dem als Kontrolle gefarbten gesunden

humanen Pankreasgewebe keine Expression von TCF7L2 mehr.

Abb. 24: Keine Expression von TCF7L2 beim malignen Insulinom
10fache VergroRRerung
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4 Diskussion

4.1 Vergleichende Betrachtung der untersuchten Insulinome

Insulinome sind ganz Uberwiegend benigne und nur weniger als 10 % sind
maligne (Grant 2005, Oberg 2010, Jensen, Cadiot et al. 2012). Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Insulinome waren ebenfalls Uberwiegend benigne,
jedoch waren 10 von 61 Fallen (16,39%) maligne. In der Literatur wird
beschrieben, dass nur 5% aller Insulinome Metastasen zeigen (Oberg 2010).
Jedoch wiesen hier samtliche der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
malignen Insulinome Metastasen auf. Die Metastasen beim Insulinom befinden
sich ublicherweise in der Leber oder in den regionalen Lymphknoten (Oberg
2010). In Ubereinstimmung damit befanden sich die Metastasen bei den hier
untersuchten Insulinomen in allen Fallen in der Leber und/oder in den

Lymphknoten.

Der relativ betrachtet grofte Teil der untersuchten Insulinome (44,26%) befand
sich im Pankreasschwanz; im Pankreaskoérper und im Pankreaskopf befanden
sich 27,87% bzw. 24,59% der Insulinome. Damit wich die Lokalisation bei der
untersuchten Kohorte etwas von der in der Literatur beschriebenen Verteilung
von je 1/3 auf Pankreaskopf, -korper, und -schwanz (Oberg 2010, Jensen,
Cadiot et al. 2012) ab.

Von den untersuchten Insulinomen waren 29,51% bis 1 cm und 67,21%
zwischen 1-5cm grol3, 3,27% waren groRer als 7 cm. Damit wiesen die
untersuchten Insulinome im Vergleich zur Studienlage (Oberg 2010) zu einem
grolieren Teil eine Grélke zwischen 1-5 cm und zu einem geringeren Teil eine
Grofde von weniger als 1 cm auf und waren Ubereinstimmend nur in seltenen
Fallen groRer als 5 cm. Nach der Studienlage ist die Inzidenz eines Insulinoms
bei Frauen leicht héher als bei Mannern (Jensen, Cadiot et al. 2012). Auch von
der untersuchten Kohorte waren mehr Frauen als Manner an einem Insulinom
erkrankt, allerdings Uberwog der Anteil der erkrankten Frauen doch deutlich und
lag bei 67,21%.
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4.2 Uberexpression von Wnt3a beim humanen Insulinom

Der Wnt-Rezeptorligand Wnt3a spielt eine Schllsselrolle bei der Regulation
verschiedener Zellfunktionen, so wie bei der Proliferation und Differenzierung
bei verschiedenen Stammzellen (He, Lu et al. 2015). Das Wnt3a-Gen induziert
die Akkumulation von beta-Catenin, wodurch der kanonische Wnt-Signalweg
aktiviert wird (Katoh and Katoh 2005). Der Wnt-Signalweg spielt eine Rolle bei
der Tumorentstehung in verschiedenen Geweben (Polakis 2000, Logan and
Nusse 2004). Es konnte gezeigt werden, dass eine aberrante Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalwegs bei einem breiten Spektrum von Tumorarten
beteiligt ist (Barker, Ridgway et al. 2009, Chan, Mak et al. 2012, Yang 2014)
und dass beta-Catenin eine entscheidende Rolle fur die Regulation der Wnt-
Zielgene spielt (Chan, Mak et al. 2012). Die nukleare Akkumulation von beta-
Catenin stellt einen Biomarker fir die Tumorprognose dar (Chocarro-Calvo,
Garcia-Martinez et al. 2013).

Bonci et al. konnten zeigten, dass Wnt3a stark exprimiert wird beim
fortgeschrittenen Prostatakarzinom (Bonci, Coppola et al. 2008) wie auch beim
humanen Magenkarzinom in der 44As3-Zelle mit hohem metastatischen
Potenzial (Takei, Takigahira et al. 2011) und beim activating transcription factor
(ATF)-3-induzierten Mammakarzinomen (Yan, Della Coletta et al. 2011). Davor
konnte bereits in einer anderen Studie festgestellt werden, dass Wnt3a — neben
funf weiteren Wnt-Rezportliganden, darunter auch Wnt4 — in den meisten
Brustkrebszelllinien Gberexprimiert ist (Benhaj, Akcali et al. 2006). In normalen
humanen Mammaepithelzellen hingegen wurde Wnt3a nicht signifikant
exprimiert, obwohl dort viele Wnt-Rezeptorliganden exprimiert waren. Es wurde
zudem eine nukleare Akkumulation von beta-Catenin und eine Zyklin-D1-
Induktion in Brustkrebszelllinien, nicht aber in normalen humanen
Mammaepithelzellen beobachtet. Diese Beobachtungen legen das Vorliegen
einer Liganden-abhangigen kanonischen Whnt-Signalaktivitdt beim humanen
Brustkrebs nahe (Benhaj, Akcali et al. 2006).
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Auch beim oralen Plattenepithelkarzinom wurde eine im Vergleich zu nicht
malignen Kontrollen erhdhte Expression von Wnt3a beobachtet (Andrade Filho,
Letra et al. 2011).

Die Expression von Wnt3a wird in Verbindung gebracht mit dem klinischen
Grad und der Aggressivitdt von Gliomen und Wnt3a ist Uberexprimiert bei
Gliomstammzellen (Kaur, Chettiar et al. 2013). Pan et al. stellten fest, dass
Wnt3a beim hepatozellularen Karzinom (HCC) signifikant Uberexprimiert ist.
Dies impliziert, dass die abnormale Expression von Wnt3a an der Entwicklung
und dem Verlauf von HCC beteiligt ist und dass Wnt3a als neuer Biomarker fur
die Diagnose von HCC geeignet ist. Wnt3a zeigte sich mit einer héheren
Sensitivitat und einer niedrigeren Falsch-Positiv-Rate gegenliber dem
bekannten Tumormarker alpha-Fetoprotein (AFP) Uberlegen. Die Kombination
von Wnt3a und AFP zeigte einen erganzenden Diagnosewert mit einer
Erhdhung der Sensitivitat auf 96,25% fir die HCC-Diagnose, was deutlich
héher war als Wnt3a oder AFP jeweils flr sich alleine zur Unterscheidung von

Malignitat und benignen Leberlasionen (Pan, Yao et al. 2016).

Qi et al. zeigten, dass die Wnt3a-Expression bei Kolonkarzinomen erhoht ist
und mit dem klinischen Outcome der Patienten korreliert. Es wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der Expression von Wnt3a und der
histologischen Differenzierung, klinischen Stadien, Metastasen und Rezidiven
beobachtet. Es wurde gezeigt, dass das Level der Wnt3a-Expression sich mit
geringen Differenzierungsgraden erhdhte. Dies legt den Schluss nahe, dass der
Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle beim Verlauf von Kolonkarzinomen spielt.
Weiter wurde gezeigt, dass die Wnt3a-Expression mit der Expression der
Epithelial-Mesenchymal-Transition (EMT)-assoziierten Marker E-Cadherin,
Vimentin und nuklearem beta-Catenin korreliert. Diese Daten zeigten die Rolle
von Wnt3a als moglichem Aktivator des kanonischen Wnt-Signalwegs und als
beteiligtem Regulator bei der Tumorprogression beim Kolonkarzinom. Dadurch
wurde gezeigt, dass die Expression von Wnt3a assoziiert ist mit EMT und die

Kolonkarzinomprogression fordert (Qi, Sun et al. 2014).
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Heller et al. beobachteten zudem, dass das Hinzufigen von rekombinantem
Wnt3a in vitro die Proliferation von INS-1-Zellen auf 151,2 % bezogen auf die
unbehandelte Kontrollgruppe induzierte. Auf funktionaler Ebene stimuliert also

Wnt3a die Proliferation von Insulinomzellen (Heller et al., unpublished paper).

Dies wirft die Frage auf, ob Wnt3a in Insulinomzellen Uberexprimiert wird und
moglicherweise mit dem Grad der Entdifferenzierung korreliert. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass Wnt3a beim humanen Insulinom
stark Uberexprimiert wird. Der immunreaktive Score betrug bei den
untersuchten benignen Insulinomen 7,59+£3,2 (p<0,05) und bei den
untersuchten malignen Insulinomen 3,39+2,6 (n.s.). In der Kontrollgruppe betrug
der immunreaktive Score dagegen nur 2,5t0,57 (siehe Abb. 18). Diese
Uberexpression steht auch in Ubereinstimmung mit der dargestellten
Studienlage zur Expression von Wnt3a bei verschiedenen Tumorarten. Vor
diesem Hintergrund liegt es nahe, dass eine dysregulierte Wnt-Signalaktivitat

bei der Entwicklung von Insulinomen beteiligt ist.

Allerdings zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit keine erhohte Expression von
Wnt3a beim malignen Insulinomen verglichen mit benignen Insulinomen. Dies
impliziert, im Unterschied zu den genannten Studien, dass beim humanen
Insulinom aus dem Grad der Expression von Wnt3a kein Ruckschluss auf die
Malignitat moglich ist und Wnt3a daher nicht als Marker fur die Malignitat eines

humanen Insulinoms verwendet werden kann.

4.3 Uberexpression von Frizzled beim humanen Insulinom

Die Rolle von Frizzled bei der Entstehung von Tumoren wurde in verschiedenen
Studien untersucht. Holcombe et al. zeigten, dass beim humanen
Kolonkarzinom die Expression von Frizzled 1/2 mit den Prozessen der
Tumorausbreitung assoziiert ist und eine veranderte Expression dieser Frizzled-
Rezeptoren madglicherweise nutzlich als prognostischer und diagnostischer
Marker fur Patienten mit Kolonkarzinom sein kann. So wurden Frizzled 1/2-

Rezeptoren in der gesunden Mukosa des Kolons und in hochdifferenzierten
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Tumoren des Kolons nicht exprimiert. Schlecht differenzierte Kolontumoren
hingegen zeigten eine hohe Expression der vorgenannten Frizzled-Rezeptoren
(Holcombe, Marsh et al. 2002).

Wang et al. zeigten, dass Frizzled 8 in humanem Lungentumorgewebe und
humanen Lungentumorzelllinien Uberexprimiert wird. Der shRNA-Knockdown
von Frizzled 8 inhibierte die Proliferation der Lungentumorzellen und
gleichzeitig die Aktivitat des Wnt-Signalwegs in vitro und supprimierte das
Tumorwachstum in vivo. Weiter fihrte der shRNA-Knockdown von Frizzled 8 zu
einer hoheren Sensitivitat der Lungentumorzellen fur eine Chemotherapie.
Diese Daten legen nahe, dass Frizzled 8 ein moégliches therapeutisches Ziel fur
humane Lungentumoren und die Uberexpression von Frizzled 8 wichtig fiir die
aberrante Aktivierung des Wnt-Signalwegs bei Lungentumoren ist (Wang, Xu et
al. 2012).

Verschiedene Frizzled-Rezeptoren sind bei humanen Intestinaltumoren und —
zelllinien Uberexprimiert, beispielsweise Frizzled 3, Frizzled 6 und Frizzled 7
(Vincan 2004, Vincan, Darcy et al. 2007). Zwischen 40% und 70% der HCC
zeigten erhohtes nukleares beta-Catenin (Wong, Fan et al. 2001). Merle et al.
zeigten eine haufige Uberexpression von Frizzled 7 bei HCC. Dabei wurde
beobachtet, dass diese Uberexpression von Frizzled 7 bereits im friihen
Krankheitsstadium vorliegt, die beta-Catenin-Level stabilisiert und zu einer
erhdhten Tumorzellmigration beitragt (Merle, de la Monte et al. 2004). Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass der kanonische Wnt-Signalweg
eine wichtige Rolle bei HCC spielen kénnte. In einer spateren Studie stellten
Bengochea et al. — neben einer Hochregulation von Frizzled 7 — auch eine
haufige Hochregulation von Frizzled 3 und 6 beim humanen HCC fest

(Bengochea, de Souza et al. 2008).

Tiwary und Xu fanden heraus, dass ein hoher Level von Frizzled 7 mit einem
erhohten metastatischen Potenzial von Melanomzelllinien korreliert. Der
Knockdown von Frizzled 7 in Melanomzelllinien flhrte im Tiermodell zu einer
signifikanten Verringerung der Metastasen in der Lunge. Dies spricht dafr,

dass Frizzled 7 eine kausale Rolle wahrend der Metastasenbildung spielt. Es
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wurde gezeigt, dass Frizzled 7 erforderlich ist fur die Tumorentstehung von
Melanomzellen in vitro und fur die Initiierung des Metastasenwachstums von
Melanomzellen und die Proliferation von Melanomzellen wahrend des

Wachstums der Metastasen (Tiwary and Xu 2016).

Verschiedene Studien zeigen eine Hochregulation von Frizzled 7 beim
Magenkarzinom, wobei eine hohe Expression assoziiert ist mit einem
schlechten klinischen Outcome (Kirikoshi, Sekihara et al. 2001, To, Chan et al.
2001, Schmuck, Warneke et al. 2011).

Auch beim dreifach negativen Mammakarzinom wurde eine Uberexpression
von Frizzled 7 beobachtet. Dabei wurde aus den Ergebnissen geschlossen,
dass Frizzled 7 die Zelltumorgenese Uber den kanonischen Wnt-Signalweg
reguliert (Yang, Wu et al. 2011). Eine Hochregulation von Frizzled 7 wurde
weiter beim 6sophagealen Karzinom (Tanaka, Akiyoshi et al. 1998), beim
nasopharyngealen Karzinom (Zeng, Zhou et al. 2007) und bei humanen

Glioblastomstammzellen (Sandberg, Altschuler et al. 2013) beobachtet.

Lu et al. berichteten Uber eine hohe Expressionsstarke von Frizzled 3 bei

chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) (Lu, Zhao et al. 2004).

Pasca di Magliano et al. beobachteten eine Uberexpression von Frizzled 2, 7
und 9 beim humanen duktalen Adenokarzinom des Pankreas verglichen mit

gesundem Pankreasgewebe (Pasca di Magliano, Biankin et al. 2007).

Ubereinstimmend mit dieser vorstehend beschriebenen Studienlage wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Uberexpression von Frizzled beim humanen
Insulinom im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet. Der immunreaktive
Score betrug bei den untersuchten benignen Insulinomen 6,19+3,41 (p<0,05),
bei den untersuchten malignen Insulinomen 5,47+1,84 (p<0,05) und in der
Kontrollgruppe nur 1,5+0,57 (siehe Abb. 21). Dies unterstitzt die Vermutung,
dass der kanonische Wnt-Signalweg bei der Entwicklung von Insulinomen
beteiligt ist. Frizzled war dabei sowohl bei den benignen als auch bei den
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malignen Insulinomen ahnlich stark exprimiert. Beim humanen Insulinom ist

daher die Expressionsstarke kein Indiz fur die Malignitat.

4.4 Keine Uberexpression von Wnt4 beim humanen Insulinom

In einer Vielzahl von Studien wurde die Expression von Wnt4 in verschiedenen

Tumorgeweben untersucht.

Beim Magenkarzinom konnten Volkomorov et al. bei der Analyse des gesamten
Patientenkollektivs keine signifikanten Unterschiede in der Expressionsstarke
von Wnt4 im Vergleich zum gesunden Gewebe feststellen. Zudem gab es keine
signifikante Verbindung der Expressionsstarke von Wnt4 und der
Tumordifferenzierung, dem Stadium und dem Vorliegen von Metastasen. Bei
einer Unterteilung der Pateinten nach dem jeweiligen histologischen Typ wurde
jedoch beobachtet, dass Wnt4 beim intestinalen Typ des Magenkarzinoms im
Vergleich zur normalen Mukosa signifikant herunterreguliert ist (Volkomorov,

Grigoryeva et al. 2013).

Bei Leukamie-abgeleiteten Zelllinien und Blasten von Patienten mit Leukamie
wurde eine stark reduzierte Wnt4-Expression gezeigt. Es wurde berichtet, dass
bei Leukamie zum einen rekombinantes humanes Wnt4 die Zellviabilitat und
zum anderen die Wiederherstellung von Wnt4 das Zellwachstum von Leukamie-
abgeleiteten Zelllinien in einer nicht-kanonischen Weise inhibiert. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Wnt4 eine Rolle in der Regulierung des
Zellwachstums von Leukamie-abgeleiteten Zellen spielt, in dem es Zellen in der
G1-Zellzyklusphase in einer Frizzled 6-unabhangigen Weise anhalt, und dass
Wnt4 bei Leukamie als Antagonist des kanonischen Wnt-Signalweg agiert

(Garcia-Castro, Alvarez-Zavala et al. 2013).

Auch andere Studien zeigen, dass Wnt4 in verschiedenen Zelltypen durch den
nicht kanonischen Signalweg agiert, so zum Beispiel bei beta-Zellen (Heller,
Kuhn et al. 2011) oder beim humanen Hypophysenadenom (Miyakoshi, Takei et
al. 2008).
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Eine schwache Expression von Wnt4 wurde zudem beim humanen
Endometriumkarzinom (Bui, Zhang et al. 1997) und beim humanen
Plattenepithelkarzinom (Taki, Kamata et al. 2003) beobachtet. Eine
Herunterregulierung von Wnt4 wurde auch beim humanen anaplastischen

Schilddrisenkarzinom gezeigt (De Menna, D'Amato et al. 2013).

In Ubereinstimmung damit berichteten Lu et al., dass Wnt4-Level bei Patienten
mit CLL reduziert sind verglichen mit gesunden B-Zellen (Lu, Zhao et al. 2004).
Memarian et al. stellten dagegen eine verstarke Expression bei Patienten mit
CLL fest (Memarian, Hojjat-Farsangi et al. 2009), wahrend sie diese
Differenzierung bei Patienten mit akuter lymphatische Leukamie nicht

feststellen konnten (Memarian, Vosough et al. 2012).

Miyakoshi et al. berichteten, dass Wnt4 beim GH-Adenom, beim PRL-Adenom
und beim TSH-Adenom uberexprimiert wird (Miyakoshi, Takei et al. 2008). In
Ubereinstimmung damit beobachteten Li et al. eine Uberexpression von Wnt4
bei humanen Hypophysenadenomen mit Ausnahme von ACTH-Adenomen. Sie
schlussfolgerten, dass eine Wnt4-Deregulation zur Tumorgenese bei
Hyophysenadenomen beitragen kdnnte. Bei ACTH-Adenomen wurden dagegen
nur niedrige Wnt4-Level beobachtet, die vergleichbar mit dem Wnt4-Level bei
gesundem Hypophysengewebe sind. In Bezug auf die Ursache fur die
unterschiedliche Expressionsstarke von Wnt4 bei ACTH-Adenomen auf der
einen Seite und den anderen funf untersuchten Arten von Hypohysenadenomen
(FSH-Adenome, GH-Adenome, PRL-Adenome, TSH-Adenome, NF-Adenome)
auf der anderen Seite wird spekuliert, dass der Ursprung dieser Adenome aus
verschiedenen Zelllinien des Hypohysenvorderlappens eine Rolle spielt (Li,
Zhang et al. 2014).

Beim humanen Mammakarzinom wurde berichtet, dass Wnt4 in den meisten
Brustzelllinien Uberexprimiert ist (Benhaj, Akcali et al. 2006). Eine
Uberexpression von Wnt4 beim Mammakarzinom wurde auch von Vouyovitch
et al. gezeigt (Vouyovitch, Perry et al. 2016). Auch beim humanen HCC liegt

eine Uberexpression von Wnt4 vor (Bengochea, de Souza et al. 2008).
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Zudem beobachteten Pasca di Magliano et al. eine Uberexpression unter
anderem von Wnt4 beim humanen duktalen Adenokarzinom des Pankreas. Sie
kamen durch die Gesamtergebnisse der Studie zu der Schlussfolgerung, dass
hierbei eine erhdhte Aktivitat des kanonischen Wnt-Signalwegs besteht (Pasca
di Magliano, Biankin et al. 2007).

Wie vorstehend dargestellt, ist die Studienlage zur Expression von Wnt4
uneinheitlich. Abhangig vom jeweiligen Tumorgewebe wurde eine erhohte, eine
reduzierte oder eine unveranderte Expression von Wnt4 verglichen mit
gesundem Gewebe beobachtet. Auch hinsichtlich der Aktivierung des
kanonischen bzw. des nicht-kanonischen Wnt-Signalwegs durch Wnt4 gibt es
unterschiedliche Ergebnisse. Im Rahmen dieser Arbeit konnte beim humanen
Insulinom eine Uberexpression von Wnt4 nicht festgestellt werden. Der
immunreaktive Score betrug bei den untersuchten benignen Insulinomen
4,51+2,70 (p<0,05) und bei den untersuchten malignen Insulinomen 2,67+1,83
(p<0,05), wahrend er in der Kontrollgruppe 7,513 betrug (siehe Abb. 15). Damit
war Wnt4 beim gesunden humanen Pankreasgewebe der Kontrollgruppe
starker exprimiert als beim humanen Insulinom, was eine Herunterregulierung

von Wnt4 beim Insulinom zeigt.

4.5 Physiologische Bedeutung von Wnt4 in Bezug auf die

pankreatische beta-Zelle

Krutzfeld und Stoffel konnten zeigen, dass in adulten pankreatischen Inselzellen
der Maus in vivo der kanonische Wnt-Signalwegs trotz Vorliegen von Adipositas
und Hyperinsulinamie nicht aktiviert ist (Krutzfeldt and Stoffel 2010). Dieses
Ergebnis Uberraschte, da der kanonische Wnt-Signalweg durch Adipozyt-
abgeleitete Wnt-Signalmolekile (Schinner, Ulgen et al. 2008) und hohe
Insulinspiegel (Yi, Sun et al. 2008) aktiviert werden kann. Krutzfeld und Stoffel
identifizierten Wnt4 als abundantes Wnt-Signalmolekil bei adulten
pankreatischen Inselzellen. Es wurde eine starke Hochregulation von Wnt4 in

pankreatischen Inselzellen von zwei verschiedenen insulinresistenten
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Mausmodellen beobachtet. Die erhohte Expression von Wnt4 inhibierte den
kanonischen Whnt-Signalweg bei pankreatischen Inselzellen und MING-beta-
Zelllininen (Krutzfeldt and Stoffel 2010).

Heller et al. konnten in Ubereinstimmung damit zeigen, dass Wnt4 als
Antagonist des kanonischen Wnt-Signalwegs in der pankreatischen beta-Zelle
wirkt. Es wird angenommen, dass Wnt4 als Modulator der Wnt-
Singalresponsivitat von pankreatischen beta-Zellen wirken kénnte (Heller, Kuhn
etal. 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Wnt4 sowohl beim
gesunden humanen Pankreasgewebe als auch beim humanen Insulinom
exprimiert wird und dass die Expressionsstarke beim humanen Insulinom

geringer war im Vergleich zum gesunden humamen Pankreasgewebe.

Unter Bericksichtigung der Befunde von Kritzfeld und Stoffel, wonach eine
erhohte Expression von Wnt4 in pankreatischen Inselzellen den kanonischen
Wnt-Signalweg inhibierte, konnte die im Rahmen dieser Arbeit beobachtet
reduzierte Wnt4-Expression beim humanen Insulinom auch fur eine verstarkte
Proliferation von pankreatischen beta-Zellen durch Herabregulation von Wnt4

sprechen.

Wnt4 wirkt — abhangig von der Zielzelle, mdglicherweise abhangig von dessen
Rezeptorbesatz — als Modulator des Wnt-Signalwegs. So koénnte die

Herabregulation von Wnt4 zur Proliferation von Insulinomen beitragen.
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