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Referat 

Pankreatische neuroendokrine Neoplasien (PanNEN) sind eine heterogene Gruppe von 

seltenen Erkrankungen, deren Malignitätsgrad und Prognose bislang nur durch klinische und 

histologische Parameter bestimmt wird, was in der WHO Klassifikation und im TNM System 

Ausdruck gefunden hat. Ziel dieser Arbeit war es, neue prognostische und prädiktive 

Biomarker aus präklinischen, translationalen und klinischen Studien zu identifizieren und zu 

charakterisieren. Dabei kommt der Angiogenese in PanNEN eine besondere Bedeutung zu, 

da deren dichte Vaskularisierung einerseits diagnostisch und therapeutisch wichtig ist, 

gleichzeitig aber auch einen eigenständigen prognostischen Faktor darstellt. In zwei Studien 

wurde der Einfluss von zwei in PanNEN funktionell aktiven Signalmolekülen, dem 

Tumorsuppressors Pdcd4 und dem transkriptionellen Repressor CUX1, auf die Angiogenese 

untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass beide Marker durch die Modulation von 

Schlüsselmediatoren wie Ang-2, HIF-1a und MMP-9 die Angiogenese in PanNEN beeinflussen 

und Prognose-relevant sind. Durch Überexpression von CUX1 bzw. verminderte Expression 

von Pdcd4 wird durch die Beeinflussung weiterer, Proliferations- und Apoptose-assoziierter 

Signalkaskaden ein aggressiver Phänotyp vermittelt. Für CUX1 wurden diese Effekte auf 

Proliferation und Malignität im Xenograft- und im transgenen Mausmodell (RIP1Tag2) in vivo 

sowie an einer humanen Kohorte funktionell aktiver PanNEN bestätigt. Da neben Tumorzell-

autonomen Signalwegen die Tumorprogression auch durch das Tumormikromilieu moduliert 

wird und erste Untersuchungen in PanNEN hierbei eine wichtige Rolle von Tumor-assoziierten 

Makrophagen (TAM) nahelegten, wurden TAM im neuroendokrinen Tumormausmodell 

RIP1Tag2 und in 2 großen Kohorten von funktionell aktiven und nicht aktiven PanNEN, in 

Metastasen und Primärtumoren genauer untersucht. Die TAM Infiltration korrelierte mit einem 

malignen Phänotyp. Dabei war das Ausmaß der TAM Infiltration mit gesteigerter Proliferation 

und Angiogenese assoziiert und eine pharmakologische Depletion von TAM konnte die 

Tumorprogression in frühen Stadien der Karzinogenese im RIP1Tag2 Modell verhindern.  

Der Fokus des klinischen Teils der Arbeit lag auf der Charakterisierung etablierter 

prognostischer Marker an einer Kohorte von PanNEN Patienten unter Streptozocin-basierter 

Chemotherapie. Die prognostische Signifikanz des Proliferationsmarkers Ki-67 und des 

Gradings konnte bestätigt werden und erstmalig ein positiver Somatostatinrezeptorstatus 

(SSTR) als Prädiktor für das Ansprechen auf Chemotherapie beschrieben werden. 

Die vorliegende Habilitationsschrift konnte einerseits in klinischen Studien etablierte 

prognostische Marker bestätigen und in präklinischen Arbeiten die essentielle Rolle der 

Angiogenese auf die Tumorprogression in PanNEN durch die Charakterisierung von Pdcd4, 

CUX1 und TAM molekular näher charakterisieren. 
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1 Einleitung 

1.1. Definition und Nomenklatur neuroendokriner Neoplasien 

Traditionell umfasst der Begriff neuroendokriner Tumor (NET) eine große Familie von 

Neoplasien, welche von neuralen und endokrinen Strukturen abstammen. 

Neuroendokrine Neoplasien (NEN) sind in Nervenplexi und extra-adrenalen 

Paraganglien (Paragangliome), echten endokrinen Organen wie Schilddrüse, 

Nebenschilddrüse und Nebennieren (medulläres Schilddrüsenkarzinom, 

Nebenschilddrüsenadneome, -karzinome und Phäochromozytome) und 

spezialisierten Strukturen des diffusen endokrinen Systems in verschiedenen Organen 

lokalisiert  [1]. Zellen des diffusen endokrinen Systems beinhalten zwei 

Sekretionswege, charakterisiert durch zwei Sekretions- und 

Speicherungsmechanismen, genannt „large dense-core vesicles“ und „small synaptic-

like vesicles“ (Abbildung 1). Beide Vesikelsysteme sind ebenso in Neuronen 

vorhanden. Deren Antigene und Konstituenten werden deshalb als neuroendokrin 

bezeichnet. Klassische echte endokrine Organe wie Schilddrüse und Nebenniere 

besitzen keine antigenen Strukturen. Das diffuse endokrine System ist endodermaler 

Herkunft, teilt sich allerdings auch neuronale Eigenschaften und besitzt daher ein 

einzigartiges neuroendokrines Profil, welches zusätzlich durch die Expression 

verschiedener Amine und Peptidhormone im gastroentero-pankreatischen (GEP) 

System charakterisiert ist [2].   
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Abbildung 1: Funktionelle Charakteristika von neuroendokrinen Zellen und deren Antigene. Die 
Abbildung illustriert eine neuroendokrine Zelle mit dem transmembranen Somatostatinrezeptor (SSTR) 
und neuronalen Zelladhäsionsmolekül (N-CAM). Die Sekretion erfolgt über „large dense-core vesicles“ 
(A) und „small synaptic-like vesicles“ (B) über die Basalmembran als parakriner oder distanter 
endokriner Mechanismus. Elektronenmikroskopische Aufnahmen präsentieren die verschiedenen 
Vesikelformen (A: große Vesikel; B: kleine Vesikel)[3] 

 

1.2. WHO-Klassifikation von 2017 und TNM-Klassifikation von PanNEN 

Initial wurden neuroendokrine Neoplasien als Karzinoide (Karzinom-ähnliche Tumore) 

bezeichnet. Siegfried Oberndorfer präsentierte 1907 eine Fallserie von drei Patienten 

mit dieser neuen Entität. Die damalige tumorbiologische Einschätzung, dass NEN nicht 

metastasieren und von harmloser Natur sind, wurde im weiteren Verlauf durch 

Oberndorfer selbst 1929 revidiert [4]. Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde die 

Klassifikation von NEN zunehmend präziser. In der neusten Auflage der WHO von 

2017, welche aktuell nur für das Pankreas Bestand hat (für gastrointestinale NEN hat 

die WHO Klassifikation von 2010 Gültigkeit), werden NEN des Pankreas 

morphologisch in gut differenzierte pankreatische Tumore (PanNETs, Grad 1-3),  

schlecht differenzierte Karzinome (PanNECs, Grad 3) und gemischte neuroendokrine 
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nicht-neuroendokrine Neoplasien (MiNEN) gegliedert (Tabelle 1). Diese Definition ist 

seit der WHO Modifikation von 2010 akzeptiert und beruht auf klinischen und 

prognostischen Daten [5]. Zusätzlich bedient sich die WHO Klassifikation neben der 

morphologischen Einschätzung einem Proliferations-basiertem Grading-System (G1-

G3). Erläuterungen dazu finden Sie im Kapitel 4: Pathologie und molekular-

biologische Pathogenese. Für neuroendokrine Neoplasien des Pankreas gibt es ein 

Staging-System der europäischen neuroendokrinen Tumorgesellschaft (ENETS) 

sowie der UICC/AJCC/WHO (International Union for Cancer Control/American Joint 

Cancer Committee/World Health Organization) (Tabelle 2) [6, 7]. Während die 

UICC/AJCC/WHO TNM Klassifikation von 2010 identisch zum 

Pankreasadenokarzinom ist und sich auf Publikationen von Krebsregisterdaten 

konzentriert, repräsentiert das ENETS TNM System Ergebnisse verschiedener 

monozentrischer Untersuchungen und multiplen Datenbanken [8, 9]. Das UICC/WHO 

System hat sich nach der neuesten Auflage von 2017 weitgehend dem T-Stadium der 

ENETS Klassifikation angepasst. Allerdings führt das Vorhandensein von zwei 

unterschiedlichen Staging-Systemen im Management von pankreatischen 

neuroendokrinen Neoplasien (PanNEN) zu Konfusionen im klinischen Alltag. Eine 

Studie von Rindi hat an über 1000 PanNEN Patienten beide Klassifikationen 

verglichen und die Nutzung des ENETS TNM Systems empfohlen, aufgrund der 

homogeneren Allokationen in die Stadien I-IV und daraus folgender exakter und 

effektiver Prädiktion des Gesamtüberlebens [5]. 
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Tabelle 1: Präsentation der Nomenklatur neuroendokriner Neoplasien nach der WHO Klassifikation 

 

 

Tabelle 2:TNM-Klassifikation von ENETS 2006 und UICC/AJCC/WHO 2010. 

WHO 1980 WHO 2000/2004 WHO 2010 WHO 2017 

I Karzinoid 1. Gut-differenzierte 
endokrine Tumore 
(WDET) 

NET G1 
(Karzinoid) 

NET G1 

II Mukokarzinoid 2. Gut-differenzierte 
endokrine 
Karzinome (WDEC) 

NET G2 NET G2 

III Gemischt 
Karzinoid-
Adenokarzinom 

3. Schlecht-
differenzierte 
neuroendokrine 
Karzinome/ 
kleinzellige 
Karzinome (PDEC) 

NEC G3 (groß-
/kleinzellig) 

NET G3 

IV 
Pseudotumoröse 
Läsionen 

4. Gemischt 
endokrin-exokrine 
Karzinome (MEEC) 

Gemisch adeno-
neuroendokrines 
Karzinom 
(MANEC) 

NEC G3 schlecht-
differenziert (groß-
/kleinzellig) 

 5. Tumor-ähnliche 
Läsionen (TLL) 

Hyperplastisch und 
präneoplastische 
Läsionen 

Gemischt 
neuroendokrin-
nicht 
neuroendokrine 
Neoplasien 
(MiNEN) 

Definition 
TNM 

ENETS  UICC/AJCC/WHO 

T-
Stadium 

  

T1 Tumor begrenzt auf Pankreas 
<2cm 

Tumor begrenzt auf Pankreas 
≤2cm größter Durchmesser 

T2 Tumor begrenzt auf Pankreas 2-
4cm 

Tumor begrenzt auf Pankreas >2 
größter Durchmesser 

T3 Tumor begrenzt auf Pankreas 
>4cm oder 
Duodenum/Gallengang 
infiltrierend 

Tumor nicht begrenzt auf 
Pankreas, keine Infiltration der 
Arteria mesenterica superior  

T4 Invasion in Nachbarorgane, 
inklusive Gefäßstrukturen 

Invasion des Trunkus zöliakus und 
der Arteria mesenterica superior 
(nicht resektabel) 
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1.3. Epidemiologie pankreatischer neuroendokriner Neoplasien 

Die Inzidenz von GEP-NET beläuft sich auf 2,5-5,0/100.000 Einwohner [10, 11]. 

Hinsichtlich der Verteilung der Primärtumorlokalisation wurden starke Unterschiede 

zwischen einzelnen geographischen Regionen publiziert (Europa versus Amerika 

versus Asiatisch/Pazifisch) [11]. PanNEN weisen eine Inzidenz von weniger als 

1,0/100.000 Einwohner auf und umfassen 5% aller malignen Entitäten des Pankreas 

[10, 12]. 

 

   

Stadium   

I T1, N0, M0  

IIa T2, N0, M0  

IIb T3, N0, M0  

IIIa T4, N0, M0  

IIIb jedes T, N1, M0  

IV jedes T, jedes N, M1  

   

IA  T1, N0, M0 

IB  T2, N0, M0 

IIA  T3, N0, M0 

IIB  T1-3, N1, M0 

III  T4, jedes N, M0 

IV  jedes T, jedes N, M1 
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1.4. Pathologie und molekularbiologische Pathogenese 

Die histopathologische Analyse stellt den Goldstandard in der Diagnostik von NEN dar. 

Neben der morphologischen Graduierung an HE Schnitten ist die 

immunhistochemische Aufarbeitung der Marker Chromogranin A (CgA) und 

Synaptophysin für die Feststellung des neuroendorinen Phänotypen obligat [13]. Das 

Glykoprotein Synaptophysin ist der sensitivste neuroendokrine Marker und zeigt sich 

positiv in NET und NEC, ist allerdings wenig spezifisch, da es auch in nicht-

neuroendokrinen Neoplasien positiv ausfallen kann. Immunhistochemisch findet sich 

eine homogene Synaptophysin-Positivität der zytoplasmatischen Mikrovesikel [14]. 

Die Ausprägung der CgA-Positivität als Hauptkomponente der neuroendokrinen 

sekretorischen Granula variiert mit der Dichte der zytoplasmatischen Granula in den 

Tumorzellen. In NEC zeigt sich CgA oft nur fokal und schwach positiv oder auch 

komplett negativ [15]. Wenn die neuroendokrine Genese der Neoplasie gesichert ist, 

sollte Ki-67 als Proliferationsmarker evaluiert werden. Der Ki-67 Proliferations-Index 

wird prozentual angegeben und sollte mittels Immunhistochemie aus einem 

Proliferationsherd („hotspot“) von mindestens 2000 Tumorzellen bestimmt werden. 

Zwar lässt sich auch an weniger Tumorzellen eine histologische Einschätzung 

erreichen, aber die Proliferationsaktivität wird oft unterschätzt [13]. Mittels Ki-67 Index 

erfolgt das Grading entsprechend der WHO Klassifikation von 2017 für PanNEN in G1 

Ki-67 <3%, G2 Ki-67 3-20% und G3 Ki-67 >20% (Abbildung 2). Das Grading 

unterscheidet nicht automatisch in gut- und schlecht differenzierte Neoplasien. Neuere 

Studien zeigen, dass gut differenzierte PanNET einen Ki-67 bis 50% präsentieren 

können, wo hingegen schlecht differenzierte NEC sehr selten Ki-67 Werte unter 50% 

aufweisen [16]. Daher hat die neue WHO Klassifikation von 2017 erstmal den Begriff 

NET G3 in Ihre Nomenklatur aufgenommen. Das Grading kann an Metastasen und 
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Primärtumoren erfolgen. In der klinischen Routine zeigt sich regelmäßig eine 

Tumorheterogenität zwischen Primärtumor und Metastasen sowie verschiedenen 

Metastasen untereinander [17]. Nach der ENETs Standard of Care Leitlinie für 

Pathologie werden folgende, in Tabelle 3 präsentierte, Anforderungen an einen 

pathologischen Bericht zu PanNEN gestellt [13]. 

 

Abbildung 2: Darstellung zweier gut differenzierter pankreatischen NET morphologisch in der HE 
Färbung (A: G1 Tumor; C: G2 Tumor) sowie mittels Ki-67 Index (B: G1 Tumor; D: G2 Tumor). Zusätzlich 
zeigt sich ein PanNEC G3 in E (HE-Färbung) und F (Ki-67 Aktivität) [18]). 

 

Tabelle 3:Darstellung der Qualitätsmerkmale für einen pathologischen Report von PanNEN. 

Anforderungen an einen pathologischen Bericht zu pankreatischen NEN basierend 
auf der CAP (College of American Pathologists) Leitlinie [13] 

Art des Gewebes Resektat, Stanze, Feinnadelaspiration 

Tumorursprung Pankreaskopf, -korpus, -schwanz, -uncinatus 

Tumorgröße in Zentimeter und dreidimensional 

Tumorfokalität unifokal, multifokal 

Funktionalität nicht funktionell, Art der Funktionalität  

Histologische Differenzierung gut oder schlecht differenziert 

Proliferationsrate Ki-67 Index, optional Mitosen 

Tumornekrose vorhanden, fehlend 
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Mikroskopische 
Tumorausdehnung 

auf Pankreas beschränkt, peripankreatische 
Invasion, Organbefall 

Ränder Ränder involviert ja/nein, Abstand in cm 

Lymphovaskuläre Invasion vorhanden, fehlend 

Perineurale Invasion vorhanden, fehlend 

Lymphknoten Anzahl aller Lymphknoten 
Anzahl aller befallenen Lymphknoten 

TNM Staging 8. Auflage  

 

Während die Klassifikation und Graduierung von NEN essentiell für einen einheitlichen 

Standard ist und partiell den klinischen Verlauf vorhersagen kann, wird die 

tumorbiologische Heterogenität nicht adäquat reflektiert. Spontane PanNET sind durch 

wenige somatische Mutationen und chromosomale Aberrationen im Vergleich zu 

anderen malignen Tumoren charakterisiert (Abbildung 3) [19, 20]. Zusammenfassend 

sind bei der neuroendokrinen Tumorprogression folgende typische Signalwege 

involviert: Modulation von Zellmetabolimus, Telemorlänge und -stabilität, DNA 

Reparatursystem, Zellwachstumsregulation und Chromatinstruktur. Dabei sind 

innerhalb der PanNEN die molekularen Mechanismen in PanNET deutlich besser 

charakterisiert worden als in PanNEC. Signalwege im Zellmetabolismus, 

Zellproliferation und Angiogenese betreffen Mutationen im mTOR Signalweg 

(Prävalenz bei ~15% der Patienten inklusive dem ESWR1 Transfusionsgen), des 

TSC1/TSC2 Komplex (~9%), von PTEN (~7%) und PIK3CA (1-2%) sowie aktivierende 

Mutationen in KIT (~3%) [20-23]. TP53 Mutationen kommen in PanNET sehr selten 

vor (3%) [21]. Die Serin-Threonin-Kinase ATM vermittelt Signalkaskaden, welche an 

der DNA-Reparatur beteiligt sind. In PanNET weisen zwischen 5-6% der Tumore 

Mutationen dieses Tumorsuppressors auf [23]. Veränderungen im Chromatin-

Remodeling und der Telemor-Erhaltung gehören zu den häufigen Veränderungen in 

PanNET. Insbesondere spontane, nicht funktionelle PanNET besitzen Mutationen im 

MEN1 Gen (30%) sowie einen beidseitigen Verlust des Chromosom 11q [24, 25]. 
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MEN1 kodiert für den Transkriptionsfaktor Menin, welcher die H3K4me3 

Histonmethyltransferase rekrutiert und damit die Chromatinstruktur und die Expression 

von Genen moduliert. Einen zusätzlichen Einfluss auf das Chromatin-Remodeling 

haben DAXX (death-domain-associated protein) und ATRX (alpha thalassemia/mental 

retardation syndrome X-linked). Mutationen in DAXX/ATRX sind häufig (~40%) und 

korrelieren stark mit einem ALT (alternative lengthening of telomeres) Phänotyp in 

PanNET [26]. Ein DAXX/ATRX Verlust findet sich ausschließlich in PanNET >2cm und 

ist assoziiert mit einer chromosomalen Instabilität (CIN). Hieraus resultieren biologisch 

aggressivere Verläufe und eine schlechtere Prognose [20, 27, 28]. Das 

Mutationsspektrum scheint PanNET in verschiedene Subgruppen zu diversifizieren. 

Diese wurden in der Arbeit von Scarpa et al. basierend auf whole-genome 

Sequenzierung systematisch identifiziert und charakterisiert (Abbildung 4) [20].  

Die beschriebenen humanen Daten werden unterstützt durch präklinische Evidenz am 

genetischen Mausmodell von Douglas Hanahan (RIP1Tag2). Das RIP1Tag2 Modell 

reflektiert die humane Tumorprogression partiell und bietet eine elegante Plattform für 

präklinische Studien [29]. Basierend auf Transkriptomanalysen wurden drei 

biologische Subtypen im RIP1Tag2 Modell verifiziert: gut differenzierte Tumore (IT), 

schlecht differenzierte Tumore mit häufiger Metastasierung (MLP) sowie eine 

intermediäre Gruppe (MEN1 mutierte Tumore). Mutationen im mTOR Signalweg sowie 

von ATM waren hauptsächlich in IT Tumoren zu finden, während Veränderungen von 

Genen des Chromatin-Remodeling sehr präsent im MLP und MEN1 Phänotyp waren 

[30]. Chromosomale Aberrationen sind ebenso in spontanen nicht-funktionellen 

PanNET vorhanden. Neben dem schon beschriebenen Chromosom 11q Verlust, auf 

dem die Gene von MEN1, BRCA und ATM lokalisiert sind (Mutationen bei 13-39% der 

Patienten), fehlen häufig auch 6q und11p, während ein Zugewinn von 17q, 7q und 20q 

Gene von NEU/ERB2, AURKA und cMET involviert [31]. Die Publikation von Scarpa 
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et al. hat für die chromosomalen Rearrangements ebenso eine Klassifikation 

beschrieben: Gruppe 1 (häufig G2 PanNET) zeigte ein Muster mit Verlust vieler 

Chromosomen; Gruppe 2 präsentierte exklusiv Aberrationen im Chromosom 11; 

Gruppe 3 war charakterisiert durch den Zugewinn an Chromosomen (polyploide 

Tumore), inklusive der höchsten somatischen Mutationsrate; Gruppe 4 zeigte eine 

Aneuploidie [20].  

 

Abbildung 3: Mutationsrate von neuroendokrinen Tumoren. Präsentation von Mutationsmustern in 
Exonen in Insulinomen (Ins), nicht-funktionellen PanNET (NF-pNETs), pulmonalen NET, Dünndarn-
NET, Pankreasadenokarzinomen (PDAC) sowie Adenokarzinomen der Lunge (LAC)[20] .  
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Abbildung 4: Zentrale Signalwege in PanNET. Die Häufigkeit von somatischen Mutationen und 
Kopiezahlvariationen (copy number variants) für die Hauptgene im mTOR Signalweg, der 
Histonmodifikatoren, Telomerstabilität und DNA Reparatur wurden charakterisiert in dieser Arbeit von 
Scarpa et al. 2017.  

 

1.5. Etablierte klinisch-pathologische prognostische Faktoren in 

neuroendokrinen Neoplasien 

1.5.1. Klinische und bildgebende Biomarker 

Das mediane Überleben von Patienten mit pankreatischen NEN variiert stark und steht 

unter Beeinflussung multipler Faktoren. Neben dem Alter ist der Performance Status 

ein wichtiges Kriterium [32]. In funktionell nicht aktiven (FNA) PanNETs untersuchte 

eine Studie den Einfluss von Symptomen auf die Prognose in der metastasierten 

Situation. Inzidentelle PanNETs weisen zwar auch in 30% ein lokal fortgeschrittenes 
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Stadium auf, scheinen aber mit einem wenig aggressivem Verlauf assoziiert zu sein 

[33]. Unter klinischen Gesichtspunkten sind Beschwerden ein Kriterium für den Einsatz 

einer intensivierten Therapie mittels Chemotherapie [34]. Basierend auf vielen 

monozentrischen Studien wurde ein Staging System entwickelt, welches das Ausmaß 

der Erkrankung und damit das Patientenmanagement und die Prognose bestimmt. 

Entsprechend der aktuellen ENETs und UICC-TNM Klassifikation reduziert sich das 

Gesamtüberleben mit zunehmender Primärtumorgröße und dem Auftreten von 

Lymphknotenmetastasen, was zusätzlich mit einer Fernmetastasierung korreliert. Ab 

einer Primärtumorgröße von über 2cm steigt die Lymphknotenmetastasierungsrate 

von funktionell nicht aktiven PanNETs deutlich an und liegt zwischen 10-40% [5]. 

Dabei korreliert sowohl der Lymphknotenbefall per se, aber auch die Anzahl von 

betroffenen Lymphknoten mit dem Gesamtüberleben [35, 36]. Eine zusätzliche 

Fernmetastasierung, vorrangig in die Leber (80-90%), ist ein weiterer schlechter 

prognostischer Faktor, der unabhängig von der Therapie den Krankheitsverlauf 

beeinflusst. Das Ausmaß der Lebermetastasierung wirkt sich auch auf die Prognose 

aus [37]. Liegt zusätzlich eine extrahepatische Metastasierung vor (bis zu 40% ossäre 

Metastasen bei PanNET), zeigt sich eine weitere Verschlechterung der Prognose [38, 

39]. Das TNM-basierte Staging System wurde im europäischen (ENETs) und 

amerikanischen (AJCC) Raum in mehreren großen Kohortenstudien untersucht und 

bestätigte den großen Einfluss auf die Prognose von NEN Patienten [8, 40-42].  

Das Vorhandensein von Kalzifikationen im Primärtumor ist ein CT-morphologisches 

Zeichen, welches in 15-20% vorkommt und Ausdruck einer höher proliferativen und 

metastasierten Erkrankung ist [43, 44]. Mittels MRT (T1 Wichtung und SPIR 

Sequenzen (Spectral Presaturation with Inversion Recovery)) können vor allem kleine 

PanNEN unter 2cm gut detektiert werden. Eine ausgeprägte Vaskularisation mit 

hohem Diffusionskoeffizienten und eine runde/ovale Form sind dabei mit einem 
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benignen Verhalten assoziiert [45].  Klassischerweise zeigen vor allem 

Lebermetastasen von NET eine starke früharterielle Kontrastmittelaufnehme. Eine 

Arbeit der Berliner Arbeitsgruppe von Marianne Pavel untersuchte das 

Kontrastmittelverhalten von Lebermetastasen bei Patienten mit G1/G2 Tumoren. Ein 

Hypoenhancement in der früharteriellen Phase stellte einen unabhängigen negativen 

Prädiktor dar und war mit einer frühen Tumorprogression assoziiert [46].  

Die meisten NET exprimieren Somatostatinrezeptoren (SSTR), insbesondere den 

SSTR2, welcher dadurch für funktionelle Analysen mittels 111InOctreoscan und 68Ga-

DOTA–PET zur Verfügung steht [47]. In den aktuellen Leitlinien wird der Einsatz der 

SSTR2 basierten PET/CT als vorteilhaft gegenüber der Szintigraphie angesehen, weil 

hierdurch eine bessere Darstellbarkeit der Läsionen und das Erkrankungsausmaß 

akkurater wiedergegeben werden kann[48]. Das PET-CT als Goldstandard kann als 

68Ga-DOTATATE/TOC/NOC–PET, je nach Verfügbarkeit, durchgeführt werden. Der 

SUVmax des PET/CT korreliert dabei mit der Expression des SSTR2 und spiegelt daher 

ein gut-differenziertes biologisches Verhalten und eine bessere Prognose wieder [49, 

50]. Eine Abnahme des SUV während des Krankheitsverlaufs und/oder unter Therapie 

kann Rückschlüsse über ein Ansprechen der Erkrankung (auf z.B. PRRT) oder eine 

Entdifferenzierung der Erkrankung geben. Allerdings ist hierzu die Datenlage deutlich 

spärlicher. Zeigt sich pathologisch ein schlecht differenziertes neuroendokrines 

Karzinom ist die SSTR Expression sehr gering und bildgebend nicht darstellbar. Dabei 

kann das FDG PET die starke metabolische Aktivität der Erkrankung reflektieren. Die 

deutsche Leitlinie hat eine kann Empfehlung ausgesprochen, wenn die Durchführung 

einer FDG PET Untersuchung in Patienten mit neuroendokrinen Karzinomen  

therapeutische Konsequenzen hat. Das FDG PET korreliert mit der 

Proliferationsaktivität in NEC Patienten und das Auftreten von FDG PET positiven 

Läsionen während der Tumorprogression von gut-differenzierten NEN stellt einen 



Sebastian Krug. Identifikation und Charakterisierung von prognostischen und prädiktiven Markern in 
pankreatischen neuroendokrinen Neoplasien (PanNEN) 

 

17 
 

ungünstigen prognostischen Verlauf dar [51, 52]. Neben dem prognostischen hat die 

funktionelle Bildgebung auch einen prädiktiven Stellenwert. Eine SSTR Positivität ist 

Voraussetzung für die Bindung von Somatostatinanaloga (SSA). Sowohl in der 

CLARINET (SSA) als auch NETTER-1 (PRRT) Studie war die SSTR2 Expression ein 

Einschlusskriterium; beide Studien zeigten einen deutlichen Nutzen der SSTR-

bedingten Therapie [53, 54]. Eine Studie von Kratochwil analysierte den Einfluss des 

SUVmax im 
68Ga-DOTA–PET und den Verlauf des SUVmax vor und nach einer PRRT. 

Hohe SUVmax Werte (>15) und ein Abfall der absorbierten Dosis innerhalb einer Läsion 

korrelierten mit dem Ansprechen auf eine PRRT [55, 56].  

1.5.2. Tumor-basierte Biomarker 

Die Anzahl an Mitosen in NEN wurde schon sehr lange als Marker für die 

Proliferationsaktivität benutzt. Dabei werden HPF (high-power-field = 2cm2) von 

mindestens 40 Gesichtsfeldern in markanten Proliferationsabschnitten ausgezählt und 

dann werden die Mitosen pro 10 Gesichtsfelder angegeben [13]. Mit der WHO 

Klassifikation 2010 wurde der Ki-67 Index eingeführt, welcher heute der Standard 

Proliferationsmarker bei GEP-NEN weltweit ist. Ki-67 ist präsent in allen Zellen 

während der Zellteilungsphasen G1, S, G2 und Mitose, allerdings nicht im G0 

Abschnitt [57]. Die Anzahl aller positiven Zellen an der gesamten Zellpopulation ergibt 

einen Index. Dadurch liefert der Ki-67 Index mehr Informationen als die Anzahl der 

Mitosen [58]. Ki-67 besitzt eine starke Assoziation zur Prognose von Patienten mit 

GEP-NEN und vor allem auch PanNEN [6, 59, 60]. Mit der neuen WHO Klassifikation 

von 2017 erfolgte eine Anpassung des G1 Bereichs auf Ki-67 Werte <3% und damit 

eine Aufwertung um 1%. Die optimale Grenze zwischen G1 und G2 wird allerdings 

weiterhin diskutiert. Einige Studien haben eine bessere prognostische Stratifizierung 

gezeigt, wenn sich der cut-off bei 5% bewegt [9, 34, 59]. Ein weiterer Kritikpunkt des 
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Ki-67 basierten Grading Systems ist die große Fraktion der G3 Neoplasien, welche 

sich von 20-100% erstreckt. Neben der schon oben erwähnten Diskussion zwischen 

NET G3 und NEC G3 hat eine skandinavische Studiengruppe (NORDIC study group) 

mit dem evaluierten Grenzwert von Ki-67 55% innerhalb der NEC eine zusätzliche 

Stratifizierung auf das Gesamtüberleben postuliert [61]. Ki-67 ist auch als prädiktiver 

Biomarker untersucht worden. Die zugelassenen Therapie mit Sunitinib in PanNET 

zeigt bei Ki-67 <5% eine bessere HR (0.38) als bei über 5% (0.63) [62]. Patienten mit 

PanNET unter Temozolomid und Capecitabin mit einem Ki-67 >5% sprachen besser 

auf die zytotoxische Chemotherapie und die schon erwähnte NORDIC NEC Studie 

belegte eindeutig ein besseres Ansprechen auf eine Platin-haltige Therapie bei einer 

Proliferationsfraktion >55% [61].  

1.5.3. Biomarker im Blut und Urin 

Chromogranin A (CgA) ist nicht nur ein essentieller immunohistochemischer Marker 

zur Diagnosestellung einer NEN, sondern wird auch in relevanten Konzentrationen ins 

Blut sezerniert. CgA wird unabhängig von der Funktionalität sezerniert mit 

Sensitivitäten von 76-87% [63]. Erhöhte CgA Werte finden sich vor allem bei Patienten 

mit hepatischer Tumorlast. Dabei kann CgA mit dem Ausmaß der 

Lebermetastasierung korrelieren[64] und erhöhte CgA Werte waren mit einem 

schlechteren Überleben assoziiert [40]. Allerdings ist die Interpretation von CgA durch 

die Beeinflussung verschiedener Faktoren schwierig und die Inter-Assay Variabilität 

führt zur einer geringen Standardisierbarkeit [48]. Neben CgA steht NSE (Neuronen-

spezifische Enolase) bei NEC Patienten zur Verfügung. Zumindestens die einmalige 

Bestimmung während der initialen Diagnose wird empfohlen. Falls positiv, eignet sich 

NSE zur Verlaufsbeurteilung. Ein erhöhtes NSE reflektiert ein fortgeschrittenes 

Krankheitsstadium und eine schlechte Prognose in NEC Patienten [65]. 5-
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Hydroxyindolessigsäure (5-HIES) ist das Abbauprodukt von Serotonin und die 

Exkretion findet über den Urin statt. Serotonin-produzierende Tumore befinden sich 

häufig im Dünndarm (20-30%) und seltener im Pankreas (<5%) und können das 

sogenannte Karzinoid-Syndrom verursachen. Zumindest in Dünndarm-NET wird bei 

Diagnosestellung auch bei asymptomatischen Patienten die Bestimmung der 5-HIES 

empfohlen [48, 66]. Während die Aussagefähigkeit von 5-HIES für die Therapie das 

Karzinoid-Syndroms relevant ist, existieren widersprüchliche Daten zum Einfluss von 

5-HIES auf die Gesamtprognose [67, 68]. Allerdings kann in Folge eines nicht 

behandelten Karzinoid-Syndroms eine Karzinoid-Herzerkrankung (Hedinger-

Syndrom) auftreten, die als Komplikation mit einem sehr schlechten Überleben 

vergesellschaftet ist [69]. 
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2 Hypothesen und Ziele 

1. Die Angiogenese ist ein zentraler Mediator der Tumorprogression in NEN. Ziel 

ist es, neue Mediatoren der Angiogenese zu identifizieren und zu modulieren 

sowie deren Einfluss auf weitere Tumorzell-spezifische Eigenschaften wie 

Proliferation und Migration zu untersuchen. 

2. Der Einfluss der unter 1. charakterisierten Zielgene sollen in-vivo mittels 

Xenograft Studie und am genetisches Mausmodell sowie an klinischen 

Kohorten validiert werden.  

3. Neben Tumorzell-autonomen Signalkaskaden sind Signalwege in nicht-

neoplastischen Stroma-infiltrierenden Zellen, wie den Tumor-assoziierten 

Makrophagen (TAM), an der neoplastischen Transformation beteiligt. Die 

Charakterisierung von Tumor-assoziierten Makrophagen in funktionellen und 

nicht funktionellen PanNEN und deren Assoziation zur Angiogenese und 

Tumorprogression im genetischen Mausmodell sollen evaluiert werden. 

4. An einer definierten Patientenkohorte mit metastasierten PanNET, die mit 

Streptozocin-basierter Chemotherapie behandelt wurden, sollen neue 

prognostische und prädiktive klinisch-pathologische Charakteristika identifiziert 

werden. 
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Zusammenfassung: Biochim Biophys Acta 2012, 1823(4):789-799 

Der Tumorsuppressor Pdcd4 (programmed cell-death 4) zeigte in Vorarbeiten der 

Arbeitsgruppe auf verschiedenen Ebenen eine Beeinflussung von Schlüsselfunktionen 

in neuroendokrinen Tumoren u.a. eine Regulation der Expression und Sekretion der 

Glykoproteine Chromogranin A und Sekretogranin II (Chromogranin C) in der 

neuroendokrinen Tumorzelllinie Bon1. Daraufhin führten wir in Bon1 Zellen einen 

stabilen knockdown von Pdcd4 durch und konnten in cDNA Mikro-Array Analysen eine 

deutliche Regulation von Angiopoietin-2 (Ang-2) mRNA detektieren. Western Blot 

Untersuchungen zeigten die Hochregulation von Ang-2 unter Reduktion von Pdcd4 auf 

Proteinebene. Mittels siRNA Technologie und transienter Transfektion unter 

Repression von Pdcd4 wurden diese Ergebnisse in Bon1 und weiteren nicht 

neuroendokrinen Tumorzelllinien bestätigt. Neben der gesteigerten endogenen 

Expression zeigte sich zusätzlich auch eine vermehrte Sekretion von Ang-2 in das 

Medium von Bon1 Zellen. Die Stimulation von Ang-2 wurde vorzugweise durch die 

Induktion von AP-1 vermittelt, während unsere Analysen des PI3K/Akt/mTOR und 

MAPK/ERK Signalweges differente Ergebnisse präsentierten. In funktionellen Studien 

untersuchten wir den Effekt von Überstand der shPdcd4 Bon1 Zellen auf Wildtyp Bon1 

Zellen. Dabei zeigte sich in MTT und Soft Agar Assays eine gesteigerte Proliferation 

und Kolonieformationsbildung, während Untersuchungen auf Adhäsionsebene, auf mit 

konditioniertem Medium beschichteten Multiwell Platten, eine verringerte Bon1 

Adhäsion präsentierte und ein Hinweis auf ein gesteigertes Metastasierungspotential 

darstellt. Neben den parakrinen Mechanismus untersuchten wir den Effekt von 

konditioniertem Medium auf die humane Endothelzelllinie HMEC-1 (human 

immortalized microvascular endothelial cell line). Der Einfluss auf Zelladhäsion und 

Kolonieformation wurde ebenso in HMEC-1 Zellen validiert. Beeindruckende 
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Ergebnisse wurden allerdings in Tube Formation Assays gesehen. Mittels Software-

basierter Auswertung zeigte sich eine signifikant gesteigerte Angiogenese von HMEC-

1 Zellen in Matrigel durch die Ausbildung von größeren und verzweigteren Gefäßen. 

Unter Anwendung von rekombinantem Ang-2 auf HMEC-1 Zellen wurde der exklusive 

Einfluss von Ang-2 aus dem Mediumüberstand von shPdcd4 Bon1 Zellen bestätigt, da 

sich ähnliche Effekten auf die Gefäßausbildung präsentierten. Neben der 

Gefäßneubildung wurde in Migrations-Assays ebenso ein promigratorischer Effekt der 

HMEC-1 Zellen festgestellt. Zusammenfassend beeinflusst Pdcd4 die 

Tumorentwicklung, das Wachstum und die Metastasierung über multiple 

Mechanismen. Neu ist allerdings die Regulation der Expression und Sekretion von 

Ang-2 durch Pdcd4. Die Ang-2-VEGF Achse ist beschrieben als wichtiger Regulator 

der Tumorangiogenese. Die gesteigerte Ang-2 Bildung ist damit ein Mediator der 

Neoangiogenese und Tumor-fördernder Mechanismen in neuroendokrinen 

Tumorzellen. 
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Zusammenfassung: Endocr Relat Cancer. 2014;21(6):879-90 

Der Transkriptionsfaktor CUX1 wurde schon im Mamma- und Pankreaskarzinom 

dezidiert charakterisiert und ist als transkriptioneller Repressor an der 

Tumorprogression beider Entitäten beteiligt. Der Einfluss von CUX1 auf die 

Tumorprogression in neuroendokrinen Neoplasien wurde bislang nicht erforscht. 

Präliminäre immunhistochemische Arbeiten an PanNEN habe eine starke CUX1 

Lokalisation an der Infiltrationsfront von Insulinomen dargestellt, weshalb eine 

dezidiertere Evaluation von CUX1 in PanNEN erfolgte. An einer Kohorte von 59 

Insulinompatienten haben wir mittels Immunohistochemie CUX1 gefärbt und mit 

klinisch-pathologischen Daten korreliert. Die Expression von CUX1 zeigte sich in 

malignen (metastasierten) Insulinom deutlich verstärkt und bot eine Assoziation zur 

Proliferation (G1 vs. G2). Die höchsten Expressionsraten wurden in Metastasen von 

Lymphknoten und Leber festgestellt. Die humanen Ergebnisse von CUX1 wurden im 

genetischen Mausmodell, genannt RIP1Tag2 ebenso repliziert. Im Rahmen der 

Tumorprogression dieses Mausmodells entstehen aus präinvasiven Vorstufen maligne 

Insulinome. Sowohl auf mRNA, als auch auf Proteinebene korrelierte die CUX1 

Expression mit der Tumorprogression. Basierend auf diesen Vordaten führten wir 

weitere Arbeiten zur Charakterisierung der Funktion von CUX1 in-vitro durch. Dazu 

verwendeten wir die neuroendokrinen Zelllinien Bon1 und Ins-1. Unter Verwendung 

stabiler Überexpressionskonstrukte und transienter Transfektionen mittels siRNA 

wurde endogenes CUX1 moduliert. Hierbei zeigt sich ein signifikanter proproliferativer 

und antiapoptotischer Phänotyp in Bon1 und Ins-1 Zellen. Die Proliferationsassays 

wurden mit MTT und BrdU durchgeführt, während die Apoptose mittels 5-FU und 

TRAIL induziert und durch DNA Fragmentation validiert wurde. Der Einfluss von 

konditioniertem Medium CUX1 überexprimierender Bon1 und Ins-1 wurde in den 
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endothelialen Zellen HMEC-1 untersucht und ausgewertet. Das Medium beider 

Zelllinien führte zu einer deutlichen Steigerung der Gefäßlänge und 

Gefäßverzweigungen. Mittels einem auf Angiogenese fokussiertem RNA Profiler 

untersuchten wir 84 Gene, um CUX1 induzierte Effekte mechanistisch genauer zu 

evaluieren. HIF-1a und MMP-9 waren die am stärksten regulierten Gene und diese 

konnten auf Proteinebene ebenso validiert werden. Um die Rolle von CUX1 als 

Regulator von Proliferation/Apoptose und Angiogenese zu verifizieren, führten wir 

Xenograft-Experimente durch. Stabil überexprimierende Bon1 Zellen (2 Klone) wurden 

jeweils in 4 Nacktmäuse appliziert im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Nach 7 

Wochen wurden die Mäuse geopfert und immunhistochemisch aufgearbeitet. 

Während sich ein nicht statistisch signifikanter Trend in Bezug auf das 

Tumorwachstum präsentierte, sahen wir deutliche Unterschiede bei der Auswertung 

von Ki-67 als Marker der Proliferation und der Nekrose als Marker der Antiapoptose. 

Zusammenfassend präsentierte sich CUX1 als starker Mediator der Tumorprogression 

in neuroendokrinen Neoplasien in verschiedenen Tumormodellen (Xenograft und 

genetisches Mausmodell) sowie in in-vitro und an einer großen Kohorte von humanen 

Insulinomen. CUX1 beeinflusst durch die Regulierung von HIF-1a und MMP-9 die 

Proliferation, Apoptose und Angiogenese signifikant. 
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Zusammenfassung: . PLoS One 2015, 10(12):e0143822 

In dieser retrospektiven Analyse wurden alle Patienten ausgewertet, die eine 

Streptozocin (STZ) basierte Therapie mit 5-FU oder Doxorubicin am 

Universitätsklinikum Marburg erhielten. Die aktuellen deutschen und europäischen 

Leitlinien empfehlen diese Kombinationschemotherapie bei metastasierten gut-

differenzierten pankreatischen neuroendokrinen Neoplasien, wenn Patienten einen Ki-

67 Index >10% haben, symptomatisch sind und eine hohe Tumorlast aufweisen. In 

dieser monozentrischen Kohorte waren 84% (65 von 77 Patienten) pankreatischen 

Ursprungs. 88% (n=65) waren G1/G2 Tumore und über 70% zeigten kein hormonelles 

Syndrom. Die häufigsten Metastasierungsorte waren Leber (88%), Lymphknoten 

(66%) und Knochen (39%). 73% der Patienten zeigten eine positive SSTR Bildgebung, 

hauptsächlich ermittelt durch den OctreoScan (111Indium-Szintigraphie). Insgesamt 

präsentierte die Therapie eine gute Verträglichkeit mit weniger als 10% Grad 3/4 

Nebenwirkungen betreffend vor allem hämatologische und renale Komplikationen. 

Basierend auf den RECIST Kriterien 1.1 waren 2 (3.1%), 20 (31.3%) und 24 (37,5%) 

Patienten in kompletter/partieller Remission sowie in einer stabilen Erkrankung als 

bestes Ansprechen. Das mPFS und mOS belief sich auf 16 und 28 Monate. Ein 

positiver SSTR Status sowie ein biochemisches Ansprechen (definiert als eine 

Reduktion des Tumormarkers um mehr als 30%, meisten Chromogranin A) zeigten 

sich als prädiktive Marker für das Ansprechen auf die Therapie. Zusätzlich wurden 

prognostische Faktoren mit dem Cox Regressions Modell auf uni- und multivariater 

Ebene untersucht. Ein Ki-67 Index über 10% war der stärkste Prädiktor für eine 

Tumorprogression in uni- und multivariaten Analysen bezogen auf das PFS. Während 

sich der Profilerationsindex Ki-67 (cut-off 10%), der Performance Status (PS) sowie 

die Primärtumorresektion in der univariaten Analyse als prognostisch erwiesen, konnte 
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dies in der multivariaten Analyse nicht bestätigt werden. Hier zeigte sich ein nicht 

signifikanter Trend des PS (P=0.076). Die STZ-basierte Chemotherapie sollte in 

metastasierten PanNET eingesetzt werden, da sie gut verträglich ist und adäquate 

Ansprechraten erreicht. Das Nebenwirkungsprofil ist akzeptabel. Ein positiver SSTR 

Status sowie ein biochemisches Ansprechen präsentierten sich als prädiktive Marker, 

während einzig Ki-67 ein robuster Anhaltspunkt für einen prognostisch schlechteren 

Verlauf darstellt. 
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Zusammenfassung: Int J Cancer. 2018 Apr 26. [Epub ahead of print] 

Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) spielen in vielen Entitäten eine wichtige Rolle 

als Mediator der Tumorprogression. In pankreatischen neuroendokrinen Neoplasien 

sind TAM bislang nur unzureichend charakterisiert worden. Wir haben daher TAM an 

verschiedenen humanen Kohorten mittels CD68 Immunhistochemie untersucht und 

mit Patientencharakteristika und der Tumorpathologie verglichen. Dabei zeigte sich in 

Primärtumoren zwischen nicht funktionellen und funktionellen sowie nicht 

metastasierten und metastasierten Stadien kein Unterschied der 

Makrophageninfiltration. Die TAM Dichte in Metastasen zeigte sich allerdings 

signifikant erhöht im Vergleich zu denen in Primärtumoren. In einer großen und 

homogenen Kohorte an Insulinomen (n=60) korrelierte die TAM Infiltration mit der 

Malignität, der Metastasierung und auch mit dem Grading. Daraufhin wurde in in vitro 

und in vivo Ansätzen der therapeutische Effekt auf Makrophagen disseziert. Dazu 

verwendeten wir ein in Liposomen verpacktes Bisphosphonat (Clodronat), welches nur 

von Makrophagen phagozytiert wird und bei Kumulation zur Apoptose dieser Zellen 

führt. Dabei zeigte sich ein solitärer antiproliferativer Effekt von liposomalen Clodronat 

auf myeloische Zelllinien (J774, RAW) und isolierte mBMM (murine bone marrow 

macrophages) im Vergleich zu den neuroendokrinen Tumorzelllinien Bon1 und QGP1. 

Danach wurde der Effekt von liposomalen Clodronat im RIP1Tag2 Mausmodell in 

einem präventiven und einem interventionellen Ansatz untersucht. Im präventiven 

Ansatz konnte die maligne Transformation in dem Tumorprogressionsmodell 

signifikant gesenkt werden, was begleitet war von einer Reduktion F4/80 positiver 

Makrophagen und der Gefäßdichte (Untersuchung auf CD31). Im späteren Stadium 

(Interventionsansatz) zeigten sich die Effekt nicht mehr signifikant, was darauf 

hindeutet, dass die Angiogenese als entscheidender Schritt vom angiogenetischen 
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Tumor zum invasiven Tumor durch TAM mediiert wird. Ein synergistscher Effekt des 

liposomalen Clodronat in Kombination mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib 

bestätigte sich nicht. Dabei sollten durch TAM induzierte Resistenzmechanismen, 

nach deren Depletion mit Clodronat, überwunden und die Wirkung von Sunitinib 

verstärkt werden. Zusammenfassend spielen TAM eine essentielle Rolle in der 

Tumorprogression und Therapieresistenz von PanNEN. Neue therapeutische Ansätze 

sollten neben einer klassischen zytotoxischen oder zielgerichteten Therapie auch eine 

Therapie des Tumormicroenvironment einschließen.  
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4 Diskussion 

In neuroendokrinen Neoplasien (NEN) inklusive pankreatischen neuroendokrinen 

Neoplasien (PanNEN) sind das TNM Staging System sowie das von der WHO 

etablierte Grading System unter Angabe des Ki-67 Index die bislang robustesten 

prognostischen Marker [5, 6].  

Neben diesen etablierten Biomarkern wurden weitere Marker auf genetischer, 

epigenetischer und RNA-Ebene untersucht. Veränderungen im PI3K/Akt/mTOR finden 

sich häufig und korrelieren mit dem Verlust von PTEN, TSC2 und MEN1 in PanNET. 

In sporadischen PanNET korreliert dabei eine geringe TSC2 und PTEN Expression mit 

einem schlechten Gesamtüberleben und krankheits-freien Überleben nach kurativer 

Resektion [22]. Zusätzlich zeigen sich epigenetische Veränderungen als Treiber der 

Tumorprogression und mit prognostischer Relevanz. Ein DAXX oder ATRX Verlust war 

mit einer schlechten Prognose in PanNET und einer chromosomalen Instabilität (CIN) 

vergesellschaftet [27, 28]. Das Vorliegen einer CIN korrelierte wiederum mit einem 

aggressiveren biologischen Verhalten in PanNEN [20]. Der DAXX/ATRX Komplex 

reguliert zudem Histone (z.B. H3K9me3). Veränderungen in Histon H3 und H4 waren 

in einer Subgruppe von PanNET mit dem Ki-67 und der Differenzierung assoziiert [74]. 

Weitere häufig epigenetisch regulierte und methylierte Gene sind MGMT (O6-

Methylguanin-DNA-Methyltransferase), THSB1, P14  und  P16. Der MGMT Status ist 

seit längerer Zeit in kritischer Diskussion, weil für ihn auch prädiktive Eigenschaften 

postuliert werden. Mehrere retrospektive Studien validierten den prognostischen Wert 

von MGMT und kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen. Die Arbeitsgruppe von 

Perren zeigte, dass der Expressionsverlust von MGMT auf Proteinebene 

(immunohistochemische Darstellung) mit einem geringem Überlegen assoziiert war 

[75]. 
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In der vorliegenden Habilitation wurden zwei auf Proteinebene dysregulierte Zielgene,  

der Tumorsuppressor Pdcd4 sowie der Transkriptionsfaktor CUX1, in verschiedenen 

pankreatischen neuroendokrinen Tumorzelllinien als Mediatoren der 

Tumorprogression charakterisiert. Die Funktionen von Pdcd4 sind Zelltyp-spezifisch 

[76]. In neuroendokrinen Tumorzellen inhibierte der Tumorsuppressor über die 

Regulation von eIF4E die Proteinsynthese und steuerte die Carboanhydrase II, ein 

essentielles Enzym multipler intrazellulärer Signalwege, u.a. involviert in die 

Pyrimidinsynthese, Glukoneogenese und Aminosäurensynthese [76]. Weitere 

Untersuchungen in Bon1 Zellen zeigten einen Einfluss auf die dUTPase, ein wichtiges 

Substrat für die Synthese von Thyminnukleotiden über die Thymidylat-Synthase. Eine 

hohe dUTPase Expression stellt einen Resistenzmechanismus von Tumorzellen dar, 

vor allem gegen Antimetaboliten wie 5-FU und deren Derivate [77]. Unsere Ergebnisse 

reihen sich in die beschriebenen tumorsuppressiven Eigenschaften von Pdcd4 ein. 

Neu ist die Erkenntnis, dass Pdcd4 seine Effekte über Ang-2 vermittelt und direkt 

Endothelzellen und damit die Angiogenese beeinflussen kann. Die Angiogenese ist  

ein entscheidender Faktor im Rahmen der Tumorprogression und der „angiogenic 

switch“ ist daran maßgeblich beteiligt [78]. Bekannt ist, dass das Zytokin VEGF in 

diesem Prozess eine zentrale Rolle einnimmt. Obwohl zirkulierendes VEGF in 

unterschiedlichen Konzentrationen abhängig von der Primärtumorlokalisation 

vorhanden ist, zeigten sich höhere VEGF Spiegel in NET Patienten mit 

nachgewiesenen Tumorprogress im Vergleich zur Kontrollgruppe mit stabiler 

Erkrankung [79]. Dabei zeigen gut-differenzierte neuroendokrine Tumore eine hohe 

Gefäßdichte und starke VEGFA Expression, was mit einer besseren Prognose 

assoziiert ist, als die wenig stark vaskularisierten und aggressiveren neuroendokrinen 

Karzinome. Dieser Effekt wird als neuroendokrines Paradoxon bezeichnet [80]. Im 

Verlauf konnten translationale Arbeiten eine ebenso prägende Funktion von Ang-2 als 
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Prädiktor für eine starke Angiogenese in NET darlegen. Ang-2 und deren Rezeptor 

TIE2 fanden sich signifikant erhöht in NET Patienten und zeigten eine Korrelation zur 

Metastasierung und Prognose [81]. Deutlich erhöhte Werte an zirkulierendem Ang-2 

korrelierten außerdem mit einem schnelleren Tumorprogress [82]. Antiangiogen 

wirkende Substanzen wie Sunitinib und Everolimus konnten in großen klinischen 

Phase III Studien einen signifikanten Effekt auf das progressions-freie Überleben 

präsentieren und beide Therapieansätze sind zur Therapie von pankreatischen NET 

zugelassen worden [62, 83]. Allerdings zeigen einige Patienten ein primäres oder 

sequentielles Therapieversagen auf antiangiogene Therapien. Gründe dafür liegen in 

primären oder sekundären Resistenzmechanismen. Die primär vorhandene Resistenz 

basiert auf dem Ausgleich der Angiogenesehemmung durch weitere Zytokine und 

proangiogene Faktoren. Neben dem VEGF-Signalweg gibt es VEGF unabhängige 

Mechanismen z.B. die Freisetzung von Zytokinen über proinflammatorischen Zellen 

(IL-6, TNF-a, IL-1) [84]. Die VEGF Blockade über die etablierten Therapie mit Sunitinib 

und Everolimus kann damit kompensiert und überwunden werden. Adaptive 

Mechanismen der erworbenen Resistenz sind vielfältig. Ein zentraler Mediator der 

Resistenz ist HIF-1a (Hypoxia-inducible factor-1 alpha). HIF-1a ist ein 

Transkriptionsfaktor, der durch hypoxische Zustände in seiner Expression induziert 

wird und Einfluss auf die Angiogenese in PanNET besitzt [85]. Dabei führt die Induktion 

des Transkriptionsfaktor zur Regulationen von diversen Genen, welche in die 

Sauerstoffversorgung und –Freisetzung und anaerobe Stoffwechselvorgänge 

involviert sind [85]. Neben hypoxischen Zuständen durch ein rasantes 

Tumorwachstum oder antiangiogene Therapie ist ein weiterer Mechanismen der HIF-

1a Regulation die Inaktivierung des VHL Gens über somatische oder epigenetische 

Veränderungen. Bis zu 25% der spontanen PanNET weisen Veränderungen des VHL 

Gens auf [86]. Die Induktion von HIF-1a führt dann zur Induktion von alternativen 
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Signalwegen über Angiopoietine, den FGF-Rezeptor, ggf. über EMT (Epithelial-

mesenchymale Transition) zur Resistenz. In zwei humanen Kohorten von GEP-NET 

war die immunhistochemische Expression von HIF-1a ein unabhängiger Prädiktor für 

das Gesamtüberleben [87]. Dabei korrelierte HIF-1a mit einer schlechten 

Differenzierung und höherer Proliferation [88]. Wir konnten zeigen, dass der 

Transkriptionsfaktor CUX1 durch die Regulation von HIF-1a und MMP-9, einem 

weiteren proangiogenem Zytokin, die Angiogenese signifikant moduliert. CUX1 (Cut 

homeobox 1) ist auf der Chromosomenbande 7q22.1 lokalisiert und existiert in 

verschiedenen Isoformen. CUX1 wurden in verschiedenen Malignomen als Mediator 

der Tumorigenese und Tumorprogression charakterisiert, in PanNEN gab es bis dato 

keine Untersuchungen von CUX1 [89, 90]. Spätere Arbeiten charakterisierten CUX1 

als Repressor NF-kB regulierter Chemokine in inflammatorischen Zellen und zeigten 

auch einen Einfluss auf die Angiogenese im Adenokarzinom des Pankreas [91]. Die 

besondere Bedeutung von CUX1 in PanNEN wurde außerdem unterstrichen durch die 

Validierung der in vitro Arbeiten im Xenograft Modell und an einer humanen Kohorte 

von funktionell aktiven PanNEN. CUX1 agiert als Modulator der Tumoraggressivität in 

PanNEN, insbesondere weil CUX1 auf verschiedenen Ebenen (Proliferation, Apoptose 

und Angiogenese) die Tumorprogression beeinflussen kann.  

Einen weiteren Schwerpunkt der Habilitation bildete die Untersuchung von Tumor- 

assoziierten Makrophagen in PanNEN. Neben der Tumorzelle selbst ist der 

zunehmende Einfluss der Tumormikroumgebung, insbesondere von infiltrierenden 

Immunzellen wie den TAM, auf Tumorinitiierung, -progression und Metastasierung in 

den letzten Jahren in den Fokus gerückt. Während in einigen Entitäten TAM schon 

länger erforscht wurden, war die Rolle von TAM in PanNEN nur in wenigen Arbeiten 

untersucht worden. TAM können durch die Expression und Sezernierung von 

proangiogenen Faktoren wie VEGF, Heparanase und Cathepsinen indirekt und direkt 
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auf das Tumorwachstum und das Mikromilieu Einfluss nehmen [92]. In klinischen 

Studien korrelierte die TAM Infiltration in Primärtumoren mit dem Proliferationsindex 

Ki-67, dem Auftreten von Lebermetastasen sowie dem Rezidiv-freien Überleben nach 

kurativer Resektion [93, 94]. Unsere humanen Ergebnisse von TAM in zwei großen 

Kohorten von funktionell aktiven und inaktiven unterstützen die Hypothese, dass die 

TAM Infiltration rein deskriptiv an der Tumorprogression beteiligt ist. Um den 

Mechanismus von TAM auf die Tumorprogression zu erörtern haben wir das 

genetische neuroendokrine Mausmodell RIP1Tag2 benutzt. Die Gruppe von D. 

Hanahan hat das international vielfach verwendete transgenes Mausmodell entwickelt, 

das die humane Erkrankung von PanNEN gut rekapituliert. In diesem murinen Modell 

werden spezifisch in endokrinen pankreatischen Inselzellen über das Onkogen SV40-

T-Antigen die Tumorsuppressoren p53 und RB herunterreguliert und dadurch die 

Entwicklung von funktionell aktiven und inaktiven PanNEN induziert. In kurzer Zeit 

entwickeln sich in diesem Modell aus normalen Inselzellen invasive Tumore [29]. 

Durch die gute Charakterisierung des Modells zeigte sich, dass aus den ursprünglich 

etwa 400 murinen Langhans-Inseln regelhaft ab der 5. Lebenswoche hyperplastische 

und dysplastische Vorstufen entstehen. Nach der 5. Lebenswoche kommt es zu dem 

sog. „angiogenen switch“, welcher maßgeblich an der Progression von gut 

vaskularisierten Inselzellhyperplasien zu Inselzelladenomen beteiligt ist. Nach der 

Entwicklung von Inselzelladenomen bis zur 10. Lebenswoche führt die weitere 

neoplastische Transformation zur Entstehung von invasiven Tumoren. Zusätzlich 

konnte im RIP1Tag2 Modell, ähnlich wie in humanen PanNEN bewiesen werden, dass 

die Angiogenese, gesteuert durch mehrere gut definierte Signalwege (IGF-II/IGF-1R, 

MMP-9 und MMP-2, VEGF-A/VEGFR2, mTOR, EGFR und PDGF-B/PDGFRβ), eine 

essentielle Rolle im Rahmen der Tumorprogression spielt [95, 96]. In einer Arbeit von 

Pyonteck wurden ortsständige Makrophagen durch eine genetische Modulation  von 
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CSF-1 (colony-stimulating factor-1) im RIP1Tag2 Modell depletiert [93]. Während die 

Makrophageninfiltration um 50% in allen Tumorstadien sank, zeigte sich innerhalb der 

verschiedenen Tumore kein Unterschied auf Proliferation, Apoptose, Invasion und 

Angiogenese. Die insgesamt reduzierte kumulative Tumorlast in diesem 

Versuchsansatz wurde durch das Auftreten von weniger Tumoren und die 

Einflussnahme auf den „angiogenic switch“ erklärt [93]. Unser Ansatz konzentrierte 

sich auf die pharmakologische Depletion von TAM, sowohl von ortsständigen als auch 

potentiell zirkulierenden TAM. Damit bietet sich ein selektiverer Ansatz an eine 

bestimmte Makrophagenpopulation anzugreifen. Unsere Untersuchungen 

unterstützen allerdings die Hypothese, dass Makrophagen/TAM in der frühen Phase 

in präinvasiven und angiogenetischen Stadien essentiell für die Tumorprogression 

sind. Allerdings sahen wir unabhängig vom Tumorstadien im Gegensatz zu Pyonteck 

et al. durchgängig einen antiangiogenen Effekt von TAM. Zudem korrelierte die 

Makrophageninfiltration mit dem Proliferationsindex Ki-67 und dem MVD (micro-vessel 

density) Marker CD31. In späteren Tumorstadien scheint die alleinige Modulation von 

TAM nicht auszureichen, um signifikante Effekte zu erzielen. Dabei hatte die duale 

sequentielle Therapie von liposomalem Clodronat und Sunitinib folgende Rationale. 

Durch die Depletion von Makrophagen sollten vorhandene primäre 

Resistenzmechanismen ausgeschaltet werden, damit eine klassische antiangiogene 

Therapie mit Sunitinib eine effektivere Wirkung zeigt. Dieses Vorgehen konnte im 

RIP1Tag2 Modell nicht bestätigt. Während andere in vivo Studien im RIP1Tag2 Modell 

mit einer dualen Therapie z.B. mit VEGFR/FGFR Inhibitoren vielversprechende 

Ergebnisse erzielten [97] zeigten klinische Studien der Kombinationstherapie keinen 

Zusatznutzen [98, 99].  
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Die ersten drei Arbeiten der kumulativen Habilitation haben neue proangiogene Marker 

charakterisiert, welche zusätzlich, durch Modulation der Proliferation und Apoptose in 

vitro und in vivo, einen prognostischen Charakter aufwiesen. Neben der präklinischen 

und translationalen Evaluation von Biomarkern haben wir eine monozentrische 

Kohorte am ENETs Zentrum Marburg evaluiert und entsprechend einer 

therapeutischen Stratifizierung nach prädiktiven und prognostischen Effektoren 

gesucht. Unter den GEP-NEN zeigen hauptsächlich PanNET eine Sensitivität auf 

zytotoxischen Therapien. Die aktuellen europäischen und deutschen Leitlinien 

empfehlen daher als Erstlinientherapie eine Streptozocin basierte Chemotherapie [48, 

100]. Allerdings sind die randomisierten Studien zu Streptozocin (STZ) aus den 80-

iger Jahren sehr heterogen und entsprechen, was die radiologische Auswertung und 

supportive Therapie betrifft, nicht dem heutigen Standard [101]. Neuere Studien mit 

RECIST Auswertung beweisen weiterhin einen Benefit von STZ Kombinationen mit 

Ansprechraten von 30-40%.[102]. Der Nutzen der STZ basierten Therapie wurde von 

uns und zwei weiteren großen ENETs Zentren (ebenso retrospektive monozentrische 

Arbeiten) publiziert [103, 104]. Im Marburger Kollektiv zeigten sich 91% der Patienten 

im metastasierten Stadium, 78% gut differenzierte Tumore, 88% mit Lebermetastasen 

(und fast 40% Knochenmetastasen), wobei nur 20% der Patienten Therapie-naiv 

waren und eine leitlinienempfohlene Erstlinienchemotherapie erhielten. Während sich 

die Ansprechraten und die Krankheitsstabilisierung (70-90%) in allen Studien ähnelten, 

waren im mPFS und mOS deutliche Unterschiede erkennbar. Die mPFS und mOS 

Ergebnisse aus Marburg waren mit 16 und 28 Monaten niedriger als die der 

Vergleichsgruppen aus Berlin und Uppsala. Gründe dafür waren der geringe Einsatz 

von STZ als erste Therapie und 15% der eingeschlossenen Patienten hatten keinen 

pankreatischen Ursprung, was einen zusätzlichen Bias präsentierte. Alle Studien 

untersuchten prädiktive und prognostische Marker innerhalb der Kohorte. Dabei 
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ergaben sich robuste Ergebnisse für Ki-67 und Grading als prognostische Faktoren. In 

unserer Kohorte zeigte sich zudem neben dem biochemischen Ansprechen 

(Chromogranin A Abfall mehr als 30% zum Basalwert) auch eine positive SSTR 

Bildgebung als prädiktiv. Da die SSTR Expression ebenso korreliert mit der 

Differenzierung ist diese auch als Surrogatparameter für gut differenzierte NET 

anzusehen, unabhängig davon, ob es sich hierbei um einen G1,G2 oder G3 Tumor 

handelt. Weitere prädiktive Marker für eine STZ basierte Chemotherapie in PanNET 

Patienten wurden im Verlauf veröffentlich mit dem Fokus auf das DNA-

Reparatursystem. Dazu wurde der MGMT-Status immunhistochemisch und der MGMT 

Promotermethylierungsstatus erhoben. Vielversprechende Daten publizierten Schmitt 

[75], Walter [105] und Kulke [106]. Die aktuellste Arbeit von Cives et al. konnte diese 

Daten an ihrer Kohorte allerdings nicht bestätigen [107]. Ein neues Werkzeug zur 

Stratifizierung von GEP-NET Patienten unter Therapie könnte der NETest sein. Der 

NETest beinhaltet eine Gen-basierte Signatur von 51 Genen [108]. Diese werden nach 

verschiedenen Algorithmen ausgewertet und nach Tumoraktivität bewertet. In 

mehreren Studien zeigte der NETest seine Robustheit mit guten inter- und intra-

Variationskoeffizienten. Dabei war der NETest in der Lage einen Tumorprogress früher 

zu detektieren als die Bildgebung. Eine geringe Aktivität des NETest korrelierte mit 

einer langen Krankheitsstabilität (~5 Jahre), während hohe Werte einen zügigen 

Progress innerhalb von 2 Jahren vorhersagten [109, 110]. Ziel ist es prädiktive Marker 

in großen prospektiven randomisierten Studien zu validieren, um deren Implikation in 

der klinischen Routine zu evaluieren. 
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5 Schlussfolgerung  

Der Tumorsuppressor Pdcd4 und der transkriptionelle Repressor CUX1 modulieren 

über Ang-2, HIF-1a und MMP-9 die Angiogenese und die Prognose von PanNEN. 

Neben ihren proangiogenen Effekten in vitro sind beide Gene an einem aggressiven 

Phänotyp durch Aktivierung anti-apoptotischer und pro-proliferativer Signalkaskaden 

involviert. Für CUX1 wurden diese Effekte auf Proliferation und Malignität im 

Xenograft- und im transgenen Mausmodell (RIP1Tag2) in vivo sowie an einer 

humanen Kohorte funktionell aktiver PanNEN korroboriert. Neben direkten Mediatoren 

der Tumorprogression innerhalb der Tumorzelle, modellierten wir den Einfluss von 

Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) auf PanNEN. Deren prognostische 

Bedeutung wurde in 2 humane Kohorten und deren Einfluss auf die Tumorprogression 

in frühen Stadien im genetischen RIP1Tag2 Modell validiert. Die TAM Infiltration zeigte 

dabei eine starke Korrelation zur Proliferation und Angiogenese. Außer präklinischen 

Untersuchungen wurden Biomarker an einer retrospektiven Kohorte von PanNET 

Patienten evaluiert. Unter zytotoxischer Chemotherapie wurden die etablierten 

prognostischen Biomarker Ki-67 und das WHO Klassifikationssystem bestätigt. 

Prädiktive Marker für die Chemotherapie waren biochemisches Ansprechen und ein 

positiver Somatostatinrezeptorstatus.  
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7 Thesen 

1. Pdcd4 und CUX1 modulieren über Ang-2, HIF-1a und MMP-9 die Angiogenese 

und die Prognose von PanNEN.  

2. Pdcd4 inhibiert und CUX1 induziert einen aggressiven Phänotyp durch 

Modulation anti-apoptotischer und pro-proliferativer Signalkaskaden. 

3. Die Effekte von CUX1 auf Proliferation und Malignität sind im Xenograft-, im 

transgenen Mausmodell (RIP1Tag2) sowie in humanen funktionell aktiven 

PanNEN präsent. 

4. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) haben einen Einfluss auf die 

Tumorprogression in humanen PanNEN. 

5. Die TAM Infiltration korreliert im RIP1Tag2 Mausmodell mit der Proliferation und 

Angiogenese. 

6. Eine pharmakologische Depletion von TAM verhindert die Ausbildung invasiver 

PanNEN. 

7. Bei Patienten mit PanNEN unter zytotoxischer Chemotherapie sind der 

Biomarker Ki-67 und das WHO Klassifikationssystem etablierte prognostische 

Faktoren. 

8. Prädiktive Marker für das Ansprechen unter Chemotherapie sind ein 

biochemisches Ansprechen und ein positiver Somatostatinrezeptorstatus.  
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