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0. Abstract

0.1. Deutsch

Einleitung: Der “mammalian target of rapamycin” (mTOR) ist ein bedeutsamer Regulator der
Zellproliferation und Proteintranslation. Bei einer Vielzahl von Malignomen ist mTOR hochreguliert. Die
Expression von verschiedenen Komponenten des mTOR-Pfadweges in der sehr seltenen Gruppe der
gastralen Neuroendokrinen Tumoren (NETs) ist bisher unklar und soll in der vorliegenden Arbeit analysiert
werden.

Methodik: Die Expression von phosphoryliertem mTOR (p-mTOR), sowie vom “eukaryotic initiation factor
4E-Binding Protein 1” (p4E-BP1), “phospho-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha” (pPIK3CA), “phospho-protein kinase B” (p-Akt), “phospho-phosphatase and tensin homolog”
(PPTEN) und “phosphotuberous sclerosis 2” (pTSC2) wurde an 35 histopathologischen Proben von gastralen
NETs untersucht. Die Daten wurden im Rahmen einer retrospektiven Analyse von Patienten mit einem
gastralen NET zwischen 2007 und 2012 an der Charité erhoben.

Ergebnisse: Alle 35 Proben waren positiv fiir die mTOR-Komponenten pTSC2 und pPIK3CA, 34 Proben fir
PPTEN (93%), 31 Proben fur p4E-BP1 (88%), 23 Proben fir p-Akt (67%) und 31 Proben fiir p-mTOR (88%). Es
zeigte sich ein starker linearer Zusammenhang zwischen p-mTOR und p4E-BP1 (p<0,001, R=0,718), und ein
ebenfalls linearer, aber weniger starker Zusammenhang zwischen p-mTOR und pPTEN, sowie zwischen p4E-
BP1 und pPTEN (jeweils p=0,004 und R=0,477). Mit zunehmender Entdifferenzierung (Grading I-lll) nahm
die Positivitdat von p-mTOR (p=0,043) und pPTEN (p=0,019) ab. Ein hoherer Tumor-Typ (von 1-4) war durch
eine Abnahme der Positivitit von p4E-BP1 (p=0,041) und pPTEN (p=0,046) gekennzeichnet. Mit
zunehmendem ENETS-Stadium (von 0-1V) zeigte sich eine Abnahme der Positivitdt von p4E-BP1 (p=0,002).
Eine Fernmetastasierung war mit einer signifikant hoheren Positivitdit von p4E-BP1 vergesellschaftet
(p=0,044). Patienten mit hoherem Ki67%-Index zeigten eine verminderte Positivitdt von pPTEN (p=0,044).
Weibliche Patienten hatten eine starkere Positivitdt von p4E-BP1 im Vergleich zu mannlichen Patienten
(p=0,035). pPTEN war schwach positiv bei den bereits verstorbenen Patienten (p=0,002). Die summierte
Gesamtkomponentenanzahl zeigte eine Abnahme bei zunehmendem Grading (p=0,0466), einem hoheren
ENETS-Stadium (p=0,057), einer bereits eingetretenen Fernmetastasierung (p=0,023) und bei mannlichen
Patienten (p=0,037).

Schlussfolgerung: Zusammenfassend zeigte sich in unserem Patientenkollektiv eine hohe Aktivierung von
mMTOR in gastralen NETs. Hieraus lasst sich ableiten, dass pharmakologische mTOR-Inhibition eine mogliche
therapeutische Strategie in der Behandlung von gastralen NETs darstellen kann.



0.2. Englisch

Background: The mammalian target of rapamycin (mTOR) is an important regulator of cell proliferation and
protein translation and is activated in various malignancies. Expression of mTOR cascade components in
gastric  neuroendocrine tumors (NETs), however, has not vyet been fully explored.

Aims: The goal of the present study was to assess the activation of mTOR and its upstream and downstream
components in the rare group of gastric NETs using immunohistochemistry and to investigate the
relationship between expression and clinicopathological data.

Methods: The expression of phosphorylated mTOR (p-mTOR) and its major target the eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein 1 (p4E-BP1), phospho-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha (pPIK3CA), phospho-protein kinase B (p-Akt), phospho-phosphatase and tensin homolog
(pPTEN), and phosphotuberous sclerosis 2 (pTSC2) were examined in a series of 35 gastric NETs. The data
has been gathered through retrospective analysis from patients at the Charité, which have been diagnosed
with gastric NET during a period between 2007 and 2012.

Results: All samples from the 35 patients showed expression of the mTOR pathway components pTSC2 and
pPIK3CA, 34 were positive for pPTEN (93%), 31 were positive for p4E-BP1 (88%), 23 were positive for p-Akt
(67%) and 31 were positive for p-mTOR (88%). We identified a strong linear correlation between p-mTOR
and p4E-BP1 (p<0,001, R=0,718), and a linear, but weaker correlation between p-mTOR und pPTEN, as well
as between p4E-BP1 and pPTEN (p=0,004 and R=0,477, respectively). Less differentiated tumors resulting in
a higher grading (I-1ll) showed reduced manifestation of p-mTOR (p=0,043) and pPTEN (p=0,019). An
increasing tumor type (von 1-4) showed a decline in positivity regarding the manifestation of p4E-BP1
(p=0,041) and pPTEN (p=0,046). With increasing ENETS stage (0-IV) the manifestation of p4E-BP1 was
reduced (p=0,002). The presence of distant metastases showed a significantly higher positivity with the
manifestation of p4E-BP1 (p=0,044). Patients with higher Ki67% index showed reduced manifestation of
pPTEN (p=0,044). p4E-BP1 was higher in female than in male patients (p=0,035). pPTEN was less positive in
patients who already had died during the follow-up (p=0,002). The sum of all 6 components was reduced
with increasing grading (p=0,0466), higher ENETS stage (p=0,057), the presence of distant metastases
(p=0,023) and in male patients (p=0,037).

Conclusions: In conclusion, these data demonstrate high mTOR activation in gastric NETs, suggesting that
mTOR pathway inhibition may be a possible therapeutic strategy for treatment of gastric NETs.



1.Einleitung

1.1. Neuroendokrine Tumoren des Magens

1.1.1. Unterteilung und Typisierung der Neuroendokrinen Tumore des
Magens

Unter Neuroendokrinen Tumoren versteht man zelluldre Neoplasien des diffusen neuroendokrinen
Systems (DNES). Die Zellen des DNES entwickeln sich aus dem Neuro-Ektoderm. Daher dhneln diese Zellen
hinsichtlich ihrer Eigenschaften Nervenzellen, in ihrer Funktion zadhlen sie jedoch zu Driisen mit endokriner
Aktivitat. Dabei sind diese Zellen jedoch nicht etwa Teil eines endokrin aktiven Parenchyms des
entsprechenden Organs, sondern befinden sich in Epithelien von Organen, die sich beziiglich ihrer
endokrinen Eigenschaften sehr unterschiedlich darstellen kénnen. Das Spektrum reicht von ausgepragter
endokriner Aktivitat bis hin zum volligen Fehlen jeglicher endokrinen Aktivitdt. So gehdren beispielsweise
die in der Schilddriise gelegenen C-Zellen zum DNES, stehen jedoch mit der eigentlichen endokrinen
Aktivitat der Schilddriise nicht in Verbindung. Der Magen wiederum, der nicht zu den endokrinen Organen
zahlt, beherbergt in seiner Schleimhaut unter anderem die G-Zellen, endokrin aktive Zellen, die nicht zum
eigentlichen Magenparenchym gehoren. Durch verschiedene Ausléser und Ursachen kann es zu einer
unkontrollierten Vermehrung neuroendokriner Zellen kommen. Prinzipiell ist hiervon jedes Organ
betroffen, in dem sich neuroendokrine Zellen befinden. Zu den besonders hdaufigen Organmanifestationen
zdhlen jedoch die kleinzelligen Bronchialkarzinome der Lunge, sowie Neoplasien des Magen-Darm-Traktes
einschlieRlich der Pankreas. Insgesamt sind ca. 75% aller neuroendokrinen Neoplasien
gastroenteropankreatischen Ursprungs.

1.1.2. Klassifikation der NET des Magens

1.1.2.1 Verschiedene histopathologische Klassifizierungsméglichkeiten

Im Jahr 2000 erschien ein Klassifizierungssystem der WHO (Tabelle 1).

Tabelle 1: Klassifikation der Magen NET nach WHO 2010

Klassifikation der Magen NET nach WHO 2010

1a: Gut differenzierte NET (Synonym: Karzincid)
- Benigne: bis zu lom Grolie, sicher auf Mucosa und Submucosa beschrankt, kein Angioinvasion

-Unbekanntes Malignitdtspotential:
bis zu 2cm Groke. Beschrankt auf Mucosa und Submucosa, mit oder ohne Angioinvasion

1b: Gut differenziertes NET (Synonym: malignes Karzinoid)
-Niedrig maligne: Uber 2cm GriRe, infiltriert Muscularis propria und dariiber hinaus
oder bereits Metastasiert

2: Schlecht differenzierter NET
- Hoch maligne



Hierbei werden die Neoplasien des Magens aus histomorphologischer Sicht in gut differenzierte
neuroendokrine Tumoren, gut differenzierte neuroendokrine Karzinome und schlecht differenzierte
neuroendokrine Karzinome unterteilt *. Der Begriff ,Karzinoid“ kann hierbei als Synonym fiir die Begriffe gut
differenzierter NET und gut differenziertes neuroendokrines Karzinom benutzt werden .

Ein weiteres wichtiges histopathologisches Kriterium stellt die proliferative Aktivitat dar, die anhand des Ki-
67-Indexes gemessen wird. Die Einteilung erfolgt dabei in die drei Grade G1, G2 und G3. Der Ki-67-Index
beschreibt den Anteil aktiver, also sich teilender Zellen, im Verhéaltnis zur untersuchten
Gesamtzellpopulation. Die drei Grade werden in kleiner als 2%, 2-20% und lber 20% eingeteilt.

Unter Zusammenschau der klinischen und histopathologischen Parameter kénnen die gastralen
neuroendokrinen Tumore (GNETs) anhand der TNM Klassifikation in klinische Stadien eingeteilt werden
(Tabelle 2). Innerhalb der Gruppe der NET des Magens gibt es jedoch erhebliche Unterschiede
untereinander, sodass diese urspriinglich in drei verschiedene Typen unterteilt und spater um einen vierten
erganzt wurden >*.

Tabelle 2: Die Einteilung nach der TNM-Klassifikation

T = Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fir Primartumor

Tis Carcinoma in situ, schwere Dysplasie (< 0,5 cm)

T1 Tumaor infiltriert Lamina propria oder Submukosa und £ 1 cm
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria oder Subserosa oder > 1cm
T3 Tumor infiltriert die Serosa

T4 Tumaor infiltriert andere Organe

N — region&re Lymphknoten

NX regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 regionale Lymphknotenmetastasen

M — Fernmetastasen

X Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Klinische Stadien

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium lla T2 NO MO

b T3 NO MO
Stadium Illa T4 NO MO

b  jedesT N1 MO
Stadium IV jedesT  jedes N M1



1.1.2.2. Gebrduchlichste Einteilung nach Typ 1-4

Die Einteilung in die vier biologisch relevanten Typen (Tabelle 3) erfolgte nach ihren jeweiligen
gewebsspezifischen Merkmalen welche sich u.a. in ihrer jeweiligen Haufigkeitsverteilung, Differenzierung
und Prognose unterschieden *.

Typ 1 Neoplasien stellen ca. 50-80% aller Magen-NETs dar und gehen in der Regel mit einer atrophen
Gastritis einher. Sie treten iberwiegen bei Frauen zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr auf, zeigen sich als
nicht funktionell aktive Tumore und erscheinen typischerweise im Korpus und Fundus als weniger als 1 cm
kleine multipolyptse Schleimhautvorwélbungen °. Das Vorkommen einer die Mucosa liberschreitenden
Infiltration ist dabei sehr selten, woraus sich ein entsprechend geringes Metastasierungsrisiko von 2-5%
ergibt > ®. Verursacht durch die atrophe Gastritis kommt es zu einem vermehrten Untergang von HCl
(Chlorwasserstoffsaure) produzierenden Parietalzellen. Als Konsequenz fiihrt dies zu einer verminderten
Aciditat der Magensaure, wodurch riickgekoppelt vermehrt Gastrin produziert wird, welches seinerseits die
ECL Zellen (ECL = enterochromaffine-like cell) zur Produktion von Histamin anregt. Histamin stimuliert
hieraufhin die noch nicht zerstérten Parietalzellen zur vermehrten Herstellung von Magensaure. Es entsteht
dadurch eine ECL-Hyperplasie, aus der sich das typische Bild einer Typ-1 Neoplasie entwickelt.
Mikroskopisch stellen sich die Tumore gut differenziert dar und sind trabekular bis solide aufgebaut. Die
Proliferationsrate (Ki-67/MIB1-Index) liegt bei maximal 2%. ECL-Zellen zeigen sich stark Chromogranin-A-
positiv und sind durch eine Exprimierung von VMAT2 (vesikuldarer Monoamintransporter 2) sowie meist
auch a-HCG charakterisiert >,

Beim Typ-2 Magen-NET handelt es sich mit 5-6% aller Falle um einen weniger haufig ausgepragten Typ, von
dem Manner und Frauen ungefdhr gleich haufig betroffen sind. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 45
Jahren. Der Tumor ist ebenfalls trabekuladr aufgebauten und tritt besonders haufig im Korpus oder Fundus
auf. Er ist regelhaft mit einem MEN 1 (multiple endokrine Neoplasie Typ 1) assoziiertem Zollinger-Ellison-
Syndrom ( ZES ) bzw. Gastrinom vergesellschaftet, tritt jedoch fast nie bei einem sporadischen ZES ohne
MEN 1 auf *. Etwa 13-37% solcher MEN 1 assoziierten ZES- Fille weisen einen NET Typ 2 auf ’. Ahnlich wie
beim Typ 1 bewirkt der hohe Gastrinspiegel auch hier eine ECL-Hyperplasie. Der Tumor stellt sich in der
Regel relativ klein mit 1-2cm und multipolyp6s dar. Der Proliferationsindex ist ebenfalls gering und liegt
meist unter 2%. Er neigt jedoch vermehrt zur Metastasierung, wobei Lymphknotenmetastasen in bis zu
30% und Lebermetastasen in bis zu 10% der Falle beschrieben wurden. Wahrend beim Typ 1 praktisch keine
krankheitsbezogenen Todesfdlle berichtet werden, geht man beim Typ 2 in bis zu 10% von
tumorassoziierten Todesfallen aus > .

Der mit 14-25% zweithaufigste Typ 3 tritt hingegen sporadisch ohne bekannte Assoziation zu anderen
Erkrankungen bei einem Durchschnittsalter von 50 Jahren auf. Er zeigt mikroskopisch ein trabekulares
Muster und ist proliferativ aktiver als Typ 1 und 2 mit einem Ki-67-Index von in der Regel mehr als 2%. Es
werden ferner keine ECL-Hyperplasien oder andere Magenschleimhautverdanderungen beobachtet. Fir die
polypoiden, solitdar auftretenden Neoplasien gibt es keine bevorzugte Lokalisation im Magen. Zum
Diagnosezeitpunkt weisen sie oft eine GroRe von mehr als 1-2cm auf. Entscheidend fiir die Prognose ist das
im Vergleich zu Typ 1 und 2 weitaus hdufigere in die Muscularis propria einwachsende Tumorgewebe oder
das Vorliegen einer Angioinvasion, sodass sich entsprechend haufiger Fernmetastasen finden lassen. Da sich
in Uber 50% der Félle bei diagnostiziertem Typ-3 GNET bereits Fernmetastasen in Lymphknoten und/oder
der Leber zeigen, ist beim Fund eines Typs 3 die Suche nach Fernmetastasen generell indiziert.
Dementsprechend hoch ist die tumorassoziierte Mortalitdt von 25-30% bei einer durchschnittlichen 5-
Jahres-Gesamtiberlebenswahrscheinlichkeit von knapp unter 50% **°.

Uber den relativ seltenen Typ 4 NET des Magens wurde das erste mal 1974 von Matsusaka et al. berichtet
8 Seitdem wurden lediglich 110 Fille in der Weltliteratur beschrieben °. Es handelt sich hierbei um ein
schlecht differenziertes Karzinom, das tendenziell im hohen Alter, insbesondere ab 60 Jahren auftritt. Im
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Vergleich mit den Typen 1-3 ist die Typ 4 Neoplasie durch die schlechteste Prognose gekennzeichnet, da sie
in der Regel erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert wird. Der Typ 4 NET zeigt sich in seinem
Wachstum ausgesprochen aggressiv, sodass durch Infiltration der Muskelschicht und Einbruch in das
GefaRsystem das Vorfinden zahlreicher Fernmetastasen bei Erstdiagnose eher die Regel als Ausnahme ist.
Die jahrliche Uberlebensrate liegt bei lediglich 50% > * *°. Zum Diagnosezeitpunkt haben die Tumore nicht
selten eine GroRe von Uber 5 cm erreicht und sind bereits exulzeriert. Histomorphologisch zeigen sie
Ahnlichkeiten mit klein- oder groRzelligen Bronchialkarzinomen und weisen einen hohen Proliferationsindex
von meist 20-30% auf.

Tabelle 3: Allgemeine Charakteristika NETs des Magens

Typ1l Typ 2 Typ 3 Typ 4
Anteil an GNETs 70-80% 5-6% 14-25% 6-8%
solitar
Eigenschaften oft klein (< 1-2 cm) oft klein (< 1-2 cm) solitar oft exulzeriert,
meist multipel meist multipel oft>2 cm >2cm
Assoziation CAG MEN1/ZES keine keine
schlecht
Histologie gut differenziert  gut differenziert  gut differenziert differenziert
Gl Gl G1/G2 G3
Serum Gastrin sehr hoch sehr hoch normal normal
Magensaft-pH anazid hyperazid normal normal
Metastasen <10% 10-30% 50-100% 80-100%
Tumorbedingte Todesfalle <1% <10% 25—-30% >50%
KI-67 meist <2% meist < 2% 2-20% >20%

1.1.3 Epidemiologie und Risikofaktoren der NET des Magens

Allgemein betrachtet handelt es sich bei NETs obgleich ihres Ursprungs bzw. Lokalisation um eine sehr
seltene Erkrankung. Die jahrliche Inzidenz liegt bei 2,5 bis 5 Féllen pro 100 000 Einwohnern basierend auf
US-Amerikanischen und schwedischen Daten ' . Die Mehrzahl der neuroendokrinen Tumore hat einen
gastrointestinalen oder bronchopulmunalen Ursprung. Dabei machen die neuroendokrine Tumore lediglich
0,49% aller malignen Neuerscheinungen aus. Von allen neuaufgetretenen NET entfallen wiederum nur 4,1-

4,8% auf neuroendokrine Tumore des Magens ™

. Auf Deutschland extrapoliert kann davon ausgegangen
werden, dass ca. rund 100-200 Menschen jedes Jahr neu an einem gastralen NET erkranken.
Untersuchungen deuten jedoch darauf hin, dass die tatsadchliche jahrliche Inzidenz an NETs deutlich hoher
liegt. So hat eine groR angelegte Autopsie-Studie in Schweden gezeigt, dass in bis zu 8,2 von 100 000
Einwohnern NETs jeglichen Ursprungs zu finden sind **. Eine umfangreiche Metaanalyse von Modlin et al.
zeigte eine steigende Tendenz des Anteils an GNETs innerhalb aller gastraler Malignitaten von 0,3% auf
1,77% innerhalb der letzten 50 Jahre. Der Anteil von GNETs innerhalb aller gastro-entero-pankrealer NET
(GEP-NET) war dabei von 2,4% auf 8,7% angestiegen. Das Verhaltnis zwischen den Geschlechtern stieg von 1
zu 1,1 zwischen Mannern und Frauen auf 1 zu 1,8 zu Ungunsten der Frauen, wonach diese fast doppelt so
haufig an GNETs erkranken wie Manner 1 Diese Zahlen lassen sich vor allem dadurch erkliren, dass der
haufigste Typ der GNETs, der Typ1l, ein hdufigeres Auftreten bei Frauen im Vergleich zu Mannern zeigt.

Es ist nicht bekannt, woraus das verstarkte Auftreten von neuroendokrinen Magentumoren resultiert. Die
gangigste Meinung derzeit ist, dass bedingt durch die Fortschritte in der Medizintechnik mit verbesserten
Diagnostikmoglichkeiten wie Ultraschall, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT)
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etc., und einer gehauften Anzahl an Gastroskopien, mehr Befunde zufillig entdeckt werden als je zuvor *2.
Die Uberlegung, eine steigende Anzahl an Inzidenzen kdnne mit der gestiegenen Verabreichung von
Protonenpumpenhemmern (PPI) zu tun haben, wurde in einigen Studien ebenfalls untersucht. In
Tierversuchen deutete sich ein moglicher Zusammenhang zwischen Sadureblockade bei hohen PPI-Gaben

15

und dadurch gestiegenen Gastrinwerten mit folglich resultierender ECL-Zell-Hyperplasie an In

Metaanalysen konnte jedoch ein statistischer Zusammenhang zwischen PPI-Einnahme und Auftreten von
GNETs nicht nachgewiesen werden .

Ein gesicherter Risikofaktor ist neben dem Geschlecht auch die Ethnie. So konnte in US-Amerikanischen
Studien gezeigt werden, dass in der nicht-weien im Vergleich zur weien Bevdlkerung die Inzidenz flr
GNETs achtmal hoher ist. Ein weiterer relevanter Faktor ist das Alter. So treten alle Arten von NETs bei
Patienten unter 60 Jahren haufiger auf als bei Patienten, die lGber 60 Jahre alt sind. Rauchen zeigte sich
unabhangig von Dauer des Nikotinkonsums und Anzahl an Zigaretten pro Tag hingegen nicht als Risikofaktor.
Ebenfalls konnte kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von GNETs und Alkoholkonsum gezeigt
werden. Patienten mit Diabetes mellitus (DM) Typ Il hingegen haben ein erhdhtes Risiko an GNETs zu
erkranken. Die Erkrankungsdauer spielt hierbei eine ausgepragte Rolle: So zeigte sich, dass Patienten mit
einer Erkrankungsdauer von lber einem Jahr ein 5,6-mal héheres Risiko fir einen GNET hatten als solche,
bei denen der DM weniger als 1 Jahr bekannt war. Insulinpflichtige mannliche bzw. weibliche Patienten
hatten ein nochmals um den Faktor 1,3 bzw. 4,9 hoheres Risiko einen GNET zu entwickeln. Vor allem Frauen
mit DM und einer Erkrankungsdauer von Gber 1 Jahr haben ein 8-mal héheres Risiko fir einen GNET als
Frauen ohne Diabetes .

Eine positive Familienanamnese zeigt bei mannlichen Patienten keinen relevanten Einfluss auf die Inzidenz,
wahrend Frauen hingegen ein 5-fach erhodhtes Risiko haben. Fir Frauen erhoht sich das Risiko beim
Vorliegen eines DM bei gleichzeitig positiver Familienanamnese sogar 52-fach im Vergleich zu Patientinnen
ohne DM und gleichzeitig negativer Familienanamnese '°. Die exakte Kausalitit des Zusammenhangs
zwischen DM und GNETs ist nicht bekannt. Ein moglicher Ansatz ist eine durch den Langzeitdiabetes
ausgeldste chronische Inflammation, die das Auftreten einer chronisch-atrophen Gastritis beglinstigt, mit
folglich gesteigertem oxidativen Stress innerhalb der Zellen. Stressbedingt kénnen dabei DNA-Mutationen
provoziert werden, die Ursache fiir die Entwicklung von GNETs sein kdnnen *°.

1.1.4. Klinik, Diagnostik und Therapie

1.1.4.1. Klinische Prdsentation und Symptomatik

Klinisch machen sich NET des Magens zunadchst kaum bemerkbar. Wenn Symptome auftreten, dann handelt
es sich meist um unspezifische Oberbauchbeschwerden, gastrointestinale Hamorrhagien, Diarrh6 und
ungewollte Gewichtsabnahme. In der Regel werden GNETs als Zufallsbefunde im Rahmen von Routine-

2111420 Gleichzeitig zeigte sich hierbei ein erhdhtes Auftreten einer pernizidsen

Endoskopien diagnostiziert
Anamie bei bis zu 29% der Betroffenen *'. Diese Patienten hatten eine Typ 1 Lasion, welche generell mit
einer atrophen Gastritis vergesellschaftet ist. Durch die progrediente Atrophie der Magenschleimhaut
kommt es zu einer Verminderung der Parietalzellen mit entsprechend geringerer Produktion des fir die
Aufnahme von Vitamin B12 bendtigten Intrinsic factors.

Es wurden einige Typ 3 NETs beschrieben, die sich klinisch mit massiven Hamorrhagien prasentierten > *>.
Ursachlich dafir waren vaskuldare Abnormitdten als Resultat lokal wirksamer Angiogenese-férdernder
Wachstumsfaktoren .

Flush-Anfalle mit Diarrhoe, wie sie bei Karzinoiden des Diinndarms typischerweise auftreten, werden nur in

Ausnahmefillen bei GNETs beobachtet *?’. Hierbei kann es jedoch zu Besonderheiten kommen. Wahrend
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beim Karzinoidsyndrom des Diinndarms Serotonin (5-hydroxytryptamin) fir die Symptomatik
verantwortlich ist, kann es sich beim Karzinoidsydrom, welches von den ECL-Zellen ausgeht, um 5-
Hydroxytryptophan (5-HTP) handeln. Aufgrund der fehlenden Dopa-Decarboxylase, welche v.a. im Darm
und Nieren vorkommt, kann im Magen 5-HTP nicht ausreichend in Serotonin umgewandelt werden. Bei
dieser Form des Karzinoidsyndroms kommt es zu einem intensiveren und verlangerten rotvioletten
Flushing, das oft die GliedmaRen und den oberen Stamm betrifft, sowie mit Teleangiektasien einhergeht .

1.1.4.2 Diagnostik von NETs

Das diagnostisch wichtigste Instrument bleibt die Probenentnahme wahrend der Endoskopie, sowie die
anschlieRende histomorphologische Aufarbeitung. Dabei stellen sich die Tumore aufgrund von Cholesterol-
und Lipidansammlungen als gelbliche Exophyten mit gelegentlich zentralen Ulzerationen dar. Zur korrekten
Charakterisierung der Lasion bedarf es einer erweiterten Probeentnahme. So miissen neben der Biopsie
bzw. der Abtragung der groflten Polypen mindestens zwei Proben aus dem Antrum und vier Proben aus
dem Corpus entnommen werden. Dieses Verfahren dient insbesondere zur sicheren Unterscheidung
zwischen einem Typ 1 und Typ 3 NETs. Findet sich bei der histologischen Untersuchung in den Proben aus
dem erweiterten Bereich eine chronisch-atrophe Gastritis und eine ECL-Hyperplasie, so kann man in aller
Regel von einem Typ 1 ausgehen, der im Vergleich zu Typ 3 eine wesentlich bessere Prognose aufweist 2. Die
Einschatzung der Proliferationsrate und das Ausmal’ an Dysplasien kann mit herkdmmlichen histologischen
Methoden erschwert beurteilbar sein. Die histochemische Analyse mit Chromogranin A und Synaptophysin
ist hierbei besonders bedeutend, um Hyperplasien und maligne Transformationen von ECL-Zellen

7:27.29.30 Eine Bestimmung des Ki-67-Indexes sollte in jedem Fall erhoben werden.

aufzuspliren
Als nachster diagnostischer Schritt schlieft sich regelhaft die Endosonographie an. Diese ist vor Allem bei
Tumoren mit einer GréRe von 1 cm prognostisch wegweisend °. Hierbei kdnnen in 90% die Infiltrationstiefe
des Tumors bestimmt werden und in 75% der Falle, sofern vorhanden, perigastrisch befallene Lymphknoten

3132 Bej Tumoren mit einer GroRe von <lcm ist die Endoskopie mit

ausfindig gemacht werden
Probeentnahme zur histomorphologischen Aufarbeitung die einzig empfohlene Untersuchung. Bei
Neoplasien mit Verdacht auf eine Infiltration, bei starker Entdifferenzierung oder Typ 3 bzw. Typ 4 NETs
sollte eine erweiterte Suche zur Detektion von Fernmetastasen vorgenommen werden. Transabdominaler
Ultraschall, CT und MRT sind diesbeziiglich durch eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt gekennzeichnet. Die
Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie (SRS) wird bei Patienten mit gut-differenzierten Tumoren empfohlen,
um Knochen-, Leber- und Lymphknotenmetastasen zu detektieren °. Bei Patienten mit Typ 1 oder 2 GNETs
kann als weiterer diagnostischer Marker das Serum-Gastrin bestimmt werden. Dieser ist in der Regel erhoht
33 Da viele dieser Patienten jedoch an einer Gastritis leiden und ber lange Zeit PPIs eingenommen
haben, kann dieser Wert durch die PPI-Einnahme verfalscht erhoht sein. Daher sollte nicht nur Gastrin
*® Bei beiden Hormonen muss jedoch

festgehalten werden, dass sie sich aufgrund ihrer geringen Spezifitdt weniger zur Tumorsuche als viel mehr

allein, sondern auch Serum Chromogranin A bestimmt werden

zur Verlaufskontrolle eignen. Wahrend beim Typ 1 der Gastritis eine nicht-peptische Ursache zugrunde liegt,
der Magensaft pH sogar nicht selten erhoht sein kann, handelt es sich beim Typ 2 um eine Gastritis, die
durch eine Ubersduerung des Magensaftes gekennzeichnet ist. Um beide Formen zu unterscheiden, kann
eine pH-Metrie durchgefiihrt werden und eine Suche auf ein Autoimmungeschehen mittels Anti-
Parietalzell- und Anti-Intrinsic-Factor-Antikdrpern stattfinden, die in ca. 50% aller Patienten mit chronisch-
atrophen Gastritis nachweisbar sind *.
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1.1.4.3 Therapie- und Priventionsstrategien

Vorsorgeuntersuchungen zur frithzeitigen Detektion von Magenkarzinomen wurden in Japan etabliert *%. So
wird von dort ein Anteil von 5,1% an fortgeschrittenen Tumorstadien neuroendokriner Karzinome bei
Diagnosestellung gemeldet *. Durch die zunehmende Anzahl an Gastroskopien konnte auch in den USA die
Rate fortgeschrittener Tumorstadien von einst 23,8% in den 50er und 60er Jahren auf 6-8% in den 90er
Jahren gesenkt werden ™ **°, Die 5-Jahres-Uberlebenrate hat sich aktuell auf 71% verbessert und lag noch
in den 70er Jahren bei etwas tiber 50% ' *°. Hieraus ergeben sich die Empfehlungen, dass jiingere Patienten
mit einer autoimmunen chronisch-atrophen Gastritis alle 2-3 Jahre endoskopisch verlaufskontrolliert
werden sollten. Eine engmaschige endoskopische Kontrolle solle auch fiir Patienten mit einem MEN1

assoziiertem ZES stattfinden, da sich bei fast jedem vierten Patienten ein Typ 2 GNET entwickeln ***%.

Die Therapie- und Nachsorgeempfehlungen sind nicht einheitlich und befinden sich noch in der
Entwicklung, da aufgrund der geringen Pravalenz der Erkrankung umfangreiche Metaanalysen fehlen *.
Grundsatzlich richtet sich die Empfehlung dabei nach der Anzahl an detektierten Polypen, dem Stadium und
der GrolRe des Tumors, der Infiltrationstiefe, dem Nachweis einer Angioinvasion, sowie dem histologischen
Differenzierungsgrad. Bei Vorliegen von bis zu 5 Polypen eines gut differenzierten Tumors des Typ 1 und 2,
die kleiner als 1 cm und sicher auf Mukosa bzw. Submukosa beschrankt sind, keine Angioinvasion aufzeigen
und keine Metastasen vorweisen, sollten in  12-monatigen Abstinden endoskopische

Nachsorgeuntersuchungen erfolgen * .

In der Literatur finden sich jedoch auch aggressivere
Herangehensweisen, bei denen die Entfernung aller sichtbaren Lasionen mittels Zangenbiopsie und
endoskopischer Mukosaresektion vorgeschlagen werden * **. GNETs des Typ 1 haben bis zu einer GroRe
von 1 cm ein sehr geringes Risiko fir Metastasen. Wird diese Grenze jedoch (berschritten, sollte eine

14, 20

komplette Resektion des Tumors erfolgen . Bei Invasion tieferer Schichten und tumor-positiven

Schnittrandern nach endoskopischer Mukosaresektion wird eine chirurgische Resektion empfohlen *.
Charakteristisch fir den Typ 1 ist ein multi-polypdses und auch nach Abtragung wiederkehrendes
Erscheinungsbild. Eine Moglichkeit, dem entgegenzuwirken und die chronische ECL-Zell-Stimulation durch
zu hohe Gastrinspiegel zu unterbrechen, ist die chirurgische Antrumsresektion. Diese zeigt sich in ca. 80%
als effektive Therapiestrategie **. In einigen Fallen kann der Tumor jedoch bereits autonom geworden und
damit gastrinunabhdngig sein. Ein Octreotid-Suppressions-Test soll daher im Vorfeld klaren, ob eine
Antrumsresektion einen Vorteil erbringt. Hierbei wird die Gastrinabhangigkeit durch Messung der Histidin-
Decarboxylase-mRNA (HDC-mRNA) in Probebiopsien vor und nach Octreotidgabe untersucht . HDC ist das
Enzym, welches aus Histidin in den ECL-Zellen Histamin generiert. Dieser Prozess ist gastrinabhangig. Ein
Abfall in der HDC-mRNA weist auf eine weiterhin bestehende Gastrinabhéngigkeit eines Tumors hin *.

Auch wenn die TumorgrofRe maligeblich fir die Behandlungsstrategie ist, so gibt es weitere Hinweise darauf,
dass es bei Tumoren mit einer GrofRe <1 cm weitere prognostische Faktoren zu bericksichtigen gibt. So ist
ein hoher Proliferationsindex Ki-67 und der Beweis eines invasiven Wachstums als Indikation fiir eine
therapeutische Behandlung zu sehen, die Uber die reine regelmaRige endoskopische Nachkontrolle
hinausgeht. Derzeit kann die histologische Analyse allein jedoch keine ausreichende Pradiktion Uber das
Auftreten von Metastasen liefern **.

Somatostatin hemmt die Gastrinsekretion aus den G-Zellen des Antrums. So werden Somatostain-Analoga
(SSA) zT. in der Behandlung von GNETs des Typ 1 und 2 benutzt. lhr Einsatz findet allerdings nur limitiert
statt *. AuRer bei funktionalen Tumoren, also solchen, die ihrerseits hormonaktiv sind oder durch andere
gastrinproduzierende Tumore (z.B. pankreatische Gastrinome) unterhalten werden, gibt es keine
Empfehlung zur Primartherapie mit Verabreichung von SSAs *. Ziel ist hierbei v.a. die Linderung der
tumorassoziierten hormonbedingten Symptome. Studien haben jedoch gezeigt, dass eine Therapie mit
SSAs, auch bei den gewdhnlichen Typ 1 Tumoren Uber sechs Monate appliziert zu einer Verkleinerung der
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GroBe und Anzahl der Tumoren gefiihrt hat, verbunden mit einem Abfall der Chromogranin A- und
Gastrinspiegel **. Studien zum Vergleich der SSA-Therapie zur operativen Resektion liegen aktuell jedoch
noch nicht vor *.

Die Behandlung des Typ 2 neuroendokrinen Magenkarzinoms ist ungleich komplexer und bedarf einer
individuellen Losung in spezialisierten NET-Zentren. Hierbei steht v.a. die haufig vorhandene
Vergesellschaftung mit dem ZES/MEN-1 Syndrom bzw. das Vorhandensein eines Gastrinoms im
Vordergrund. Eine endoskopische Behandlung kann gegebenenfalls eine Option sein. Eine Exzision sollte
nur in ausgewdhlten Fallen stattfinden und insbesondere dann erfolgen, wenn sich in der Histologie ein
schlecht differenzierter Tumor zeigt. Es gibt jedoch aktuell keine Studien, die eine eindeutige
Mortalitatsverringerung durch die endoskopische Resektion zeigen, insbesondere bei solchen Patienten,

43, 44

die ein medikamentos kontrollierbares ZES/MEN1- Syndrom haben . In diesen Féllen hat sich

hinsichtlich der Reduktion des Tumorwachstums eine Behandlung mit dem SSA Octreotid erfolgreich gezeigt
48

Bei Karzinomen des Typs 3 bestehen relativ eindeutige Therapieempfehlungen. Diese sind weitestgehend
gleichzusetzen mit denen in der Behandlung der Adenokarzinome des Magens. Hierzu gehort die
Teilresektion oder auch komplette Resektion des Magens mit ausgeweiteter Lymphknotenresektion, wobei
fur kleinere Lasionen auch endoskopische Abtragungen in Erwagung zu ziehen sind *>*°.

Eine fortgeschrittene Erkrankung zeichnet sich v. a. durch eine Filialisierung der Leber aus. Obwohl man hier
generell von einer palliativen Situation ausgehen muss, macht die Behandlung der Lebermetastasen zur
Reduktion der Tumorlast durchaus Sinn. Hierbei kommen die hepatische Resektion, Embolisation von
Seitenasten der A. hepatica, sowie die Radiofrequenzablation und Kryoablation in Frage **°".

Zytotoxische Chemotherapie spielt nur eine geringe Rolle in der Behandlung von Magen NETs. Es hat sich
gezeigt, dass eine Behandlung von Patienten mit Metastasen mit den Chemotherapeutika 5-Fluorouracil,

52-54

Streptozotocin oder Doxorubicin keinen Vorteil bringt . Eine Kombination mehrerer dieser Wirkstoffe hat

ebenfalls keinen signifikanten Vorteil erbracht, sondern ist im Gegenteil aufgrund der hohen Toxizitdt eher
als prognostisch ungtinstig einzustufen >**°.

Besonders der Typ 3 der GNETs zeigt sich generell stark vaskularisiert. Dem liegt eine starke Expression
des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) zugrunde. Behandlungsversuche mit Angiogenese-
hemmenden Mitteln wie Bevacizumab geben jedoch Hinweise darauf, dass hierdurch das Tumorwachstum
entscheidend verlangsamt werden kann ***’,

Die Inhibierung des mammalian Target Of Rapamycin (mTOR)-Pfades, der mit dem VEGF-Signalweg in
engem Zusammenhang steht, stellt ebenfalls einen neueren Angriffspunkt in der Therapie dar *® *°. Einige
aktuelle Arbeiten haben gezeigt, dass in klinischer Anwendung eine pharmakologische Inhibierung des
mTOR-Signalwegs, beispielsweise mittels Everolimus, prognostisch vielversprechende Resultate
hervorbringt ®*°'.

Schlecht differenzierte Karzinome bzw. solche des Typs 4 sollten wie kleinzellige Bronchialkarzinome wenn
moglich im Gesunden reseziert werden. Dies kann gegebenenfalls mit einer Gastrektomie oder
entsprechend chemotherapeutischer Nachbehandlung verbunden sein *" ** . Eine lokale endoskopische
Resektion wird in diesem Fall nicht empfohlen.

Ein relativ neuer Ansatz zur Behandlung von NETs ist die sog. Peptidrezeptor-Radionuklidtherapie (PRRT).
Diese Therapieform basiert auf der verstarkten Auspragung von Somatostatin-Rezeptoren auf NETs. An
diese Rezeptoren kann synthetisch hergestelltes Somatostatin binden, wie z.B. Octreotid. An Octreotid
wiederrum kénnen bestimmte Radionukleotide gebunden werden. Dieses Prinzip macht man sich bei der
Bildgebung im PET-CT zur Detektion von etwaigen NETs und deren Fernmetastasen zunutze. Durch den
Austausch  der diagnostischen gegen therapeutische Radionukleotide nutzt man deren
Strahleneigenschaften zur lokalen Radio-Therapie ®. Das Einsatzgebiet beschrankt sich jedoch nur auf

inoperable bzw. nicht resektable Tumore die in der Regel metastasiert sind und langsam wachsen. Da
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jedoch nur ca. % aller NETs eine verstarkte Somatostatin-Rezeptor Expression aufweisen, stellt diese
Therapieform nicht flir alle Patienten eine Moglichkeit dar. Auch gibt es aufgrund der geringen fir diese
Therapiestrategie in Frage kommenden Falle nur vergleichsweise wenige Zentren deutschlandweit, die diese
durchaus kostenintensive Behandlung anbieten.

1.2. Der mTOR-Pfad

1.2.1. Alljgemeine Grundlagen und Aufbau des mTOR-Pathways

Das Enzym ‘mTOR’, mammalian Target Of Rapamycin, bedeutet (ibersetzt das Ziel flir Rapamycin in
Saugetieren. Aufgrund des Vorkommens in fast allen Tieren und nicht nur in Sdugetieren wird es alternativ
auch als ‘mechanistic Target of Rapamycin’ bezeichnet.

mTOR ist ein Protein mit enzymatischer Aktivitdt, welches in seiner Funktion als Serin-Threonin-Kinase
fungiert und Proteine und Enzyme phosphoryliert und damit aktiviert. Dabei ist mTOR an einer Vielzahl an
vital essentiellen Vorgdngen in der Zelle beteiligt und tragt zu deren Regulation in Bezug auf Wachstum,
Uberleben, Vermehrung, Proteinsynthese und Tod bei ®>. Rapamycin ist ein Makrolid, das urspriinglich aus
Streptomyces hygroscopicus isoliert wurde. Es bindet an mTOR und inhibiert damit seine proproliferative
Funktion, was zu zahlreichen insgesamt antiproliferativen Effekten fihrt, die aufgrund dessen auch in der
Transplantationsmedizin genutzt werden.

mTOR ist Teil zweier unterschiedlicher Proteinkomplexe: mTOR Complex 1 (mTORC1) und mTOR Complex 2
(mTORC2). Dabei besteht mTORC1 aus folgenden Proteinen bzw. Enzymen: mTOR, regulatory-associated
protein of MTOR (Raptor), mammalian lethal with SEC13 protein 8 (MLST8), Dishevelled Egl-10 and
Pleckstrin domain-containing mTOR-interacting protein (DEPTOR) und Prolin-rich Akt subtrate of 40kDa
(PRAS40). Dieser Komplex kontrolliert die Proteinsynthese in Abhangigkeit von Nahrstoff- und
Energieangebot. So stimulieren Insulin, Wachstumsfaktoren, Aminosduren und ein hohes Sauerstoffangebot
die Aktivitat von mTORC1 2. Der aktivierte mTORC1 interagiert dabei mit Eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) und Ribosomal protein S6 kinase beta-1 (S6K1).

MTORC2 besteht aus mTOR, rapamycin-insensitive companion of mTOR (RICTOR), MLST8, G protein B
subunit-like protein (GBL), Protor 1/2, DEPTOR, TELO2-interacting protein 1 homolog (TTI1), telomere
maintenance 2 (TEL2) und dem mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1 (mSIN1) *
. Der Komplex spielt eine wichtige Rolle in der Regulation des Zytoskeletts und des zelluldren
Metabolismus.

mMTORC1 und mTORC2 sind Bestandteil eines Multikomplex-Systems, welches zahlreichen Regulatoren und
enzymatisch aktiven weiteren Proteinkomplexen unterworfen ist. Die zentralen Elemente dieses Systems
sind neben den mTOR-Komplexen das TSC1/TSC2 Teterodimer, der Rag-Komplex, der Akt/PKB-Signalweg,
das Phosphataseprotein Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) und die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K).

1.2.2. Steuerung und Signalwege des mTOR-Pfads

Die Signalwege des mTOR-Pfades kdnnen grob in zwei Richtungen eingeteilt werden, in eine sogenannte
"Upstream’- und eine ‘Downstream’- Komponente. Als Upstream werden jene Bestandteile bezeichnet, die
den mTOR-Pfad aktivieren oder hemmen. Als Downstream werden solche definiert, die in der Synthese von
Proteinen resultieren ”*. Die Upstream- Effektoren konnen in verschiedene Kategorien eingeteilt werden,
die Uber ihren jeweiligen Signalweg die Aktivierung von mTOR erhdohen oder verringern koénnen
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(Abbildung 1). Dazu zihlen v.a., jedoch nicht ausschlieBlich, das Energie-, Insulin- und Aminosaurenangebot
66-68, 72»74.

Eine Ausschiittung von Insulin bzw. dem Insulin-like-Growth Factor (IGF-1) aktiviert Insulinrezeptoren (IR)
und IGF-1-Rezeptoren (IGF-1R). Die Rezeptoren ihrerseits phosphorylieren das Signalprotein Insulin
Receptor Substrate 1 (IRS-1). Das nun phosphorylierte IRS-1 ertffnet Bindungsstellen fir PI3K. IRS-1 und
PI3K zusammen vermitteln Uber die Aktivierung von Phosphoinositide-Dependent Kinase-1 (PDK1) die
Bildung von Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) [80]. PIP3 seinerseits aktiviert den Akt/PKB-
Signalweg. Dieser fiihrt einerseits zur Phosphorylierung von bestimmten Komponenten des TSC1/TSC2
Komplexes als auch von PRAS40. Bei der Phosphorylierung von TSC1/TSC2 an den Serinresten 939 und 981,
sowie am Threoninrest 1462 kommt es zur Dissoziation von TSC1 und TSC2. Dies hat zur Folge, dass TSC2
seine GTPase-Activating-Protein (GAP)-Funktion verliert. Funktionelles GAP interagiert mit dem an RAS
Homolog Enriched in Brain (RHEB) gebundenen GTP, indem es GTP hydrolysiert und so aus dem aktiven
GTP-RHEB-Komplex den inaktiven GDP-RHEB-Komplex bildet. Bei Dissoziation von TSC2 und damit dem
Funktionsverlust von GAP bleibt der aktive GTP-RHEB-Komplex erhalten. Dieser Komplex ist fiir die
Aktivierung von mTORC1 verantwortlich . Werden andere Stellen phosphoryliert, so kann dies hingegen zu
einer hoheren GAP-Aktivitdt fliihren und damit zu einer starkeren mTORC1 Inhibierung. Vereinfacht
ausgedruckt: Akt/PKB inhibiert den inhibitorisch wirkenden TSC1/TSC2-Komplex und aktiviert damit
mTORC1. Das von Akt/PKB ebenfalls phosphorylierte PRAS40 wird hierdurch inaktiviert. Auch PRAS40
besitzt eine inhibitorische Funktion. Seine Inaktivierung erméglicht die Interaktion von S6K1 und 4E-BP1 mit
mTORC1 und resultiert letztendlich in einer Proteinbiosynthese ’>. 4E-BP1 und S6K1 gehdren selbst zum
Downstream und sind im Folgenden naher erlautert.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des mTOR-Signalweges in Verbindung mit mTORC1
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Die Energieversorgung in der Zelle korreliert mit dem ATP-zu-AMP-Verhaltnis. Steigt AMP im Verhaltnis zu
ATP Uber einen bestimmten Wert hinausgehend an, dann aktiviert dieses die AMP-aktivierte Proteinkinase
(AMPK). AMPK phosphoryliert TSC2 am Serinrest 1387, resultierend in einer Aktivierung von GAP und damit
zu einer Inaktivierung des GTP-RHEB-Komplexes und mTORC1 " 7.

Ohne eine ausreichende Menge an Aminosauren, selbst bei genligender Energieversorgung der Zelle, findet
keine mTOR vermittelte Proteinbiosynthese statt. Der Aminosdurepegel wird von einer Gruppe von
GTPasen, den Rags, gemessen ">, Dabei lagern sich vier unterschiedliche Rags zu einem Komplex zusammen,
der an den Lysosomen und spaten Endosomen lokalisiert ist. Bei ausreichender Menge an Aminosauren in
der Zelle dndern die Rags ihre Konformation und werden aktiviert. Sie interagieren mit Raptor und
veranlassen dadurch die Bewegung von mTORC1 auf die Oberfliche der Lysosomen und spaten
Endosomen. An dieser Stelle ist auch der RHEB-GTP-Komplex lokalisiert, sodass am Ende der Insulin- und

2. Ohne Wachstumsfaktoren und Energie bleibt demnach der

Aminosauresignalweg zusammenlaufen
RHEB-GTP-Komplex nicht bestehen und ohne Aminosauren findet keine Bewegung des mTORC1 zum RHEB-
GTP-Komplex statt, um an diesem aktiviert zu werden. So stellt die Zelle sicher, dass nur bei ausreichendem
Vorhandensein von Substraten eine Proteinbiosynthese stattfinden kann.

Stehen genug Nahrstoffe und Energie zur Verfligung, findet der Downstream statt. Dabei interagiert
mTORC1 direkt mit den Proteinen 4E-BP1 und S6K1. 4E-BP1 wird durch Phoshphorylierung gehemmt, S6K
hingegen aktiviert. 4E-BP1 seinerseits bt ebenfalls eine hemmende Funktion aus. Bei seiner Inaktivierung
wird der eukaryotic Translation Initiation Factor 4E (elF4E) freigesetzt. Dieser setzt daraufhin eine Kaskade
von Reaktionen in Gang, die letztendlich zu einer Initiierung des Translationskomplexes fiihrt. Vermittelt
wird dies durch die ribosomale Untereinheit 40S, welche im Rahmen der von elF4E ausgel6sten
Reaktionskaskade das Start-Codon detektiert und bindet . S6K1 phosphoryliert seinerseits bei Aktivierung
unter Anderem das Ribosomal protein S6 (rpS6). RpS6 ist Teil der ribosomalen Untereinheit 40S. Hierdurch
wird 40S aktiviert und kann die Translation durchfiihren ®. Vereinfacht kann also gesagt werden, dass die
Inaktivierung von 4E-BP1 dazu fihrt, dass das Ribosom die mRNA binden kann und die Aktivierung von
S6K1 die Aktivierungsenergie fiir das Ribosom bereitstellt.

1.2.3. Bedeutung des mTOR-Pfades

Die als Folge des Downstreams aktivierten und synthetisierten Proteine sind zahlreich und aktueller
Gegenstand der Forschung. Einige davon konnten bereits ausreichend gut analysiert werden, sodass
mittlerweile bekannt ist, dass der mTOR-Pfad eine wichtige Rolle im Zellzyklus, in der Angiogenese, im
Muskelwachstum, in der Apoptose, im Immunsystem, in der Pathogenese einiger Krankheiten, im Altern
und v.a. im Tumorwachstum spielt.

1.2.3.1 Die Bedeutungq fiir den Zellzyklus

Der Zellzyklus wird von vielen Faktoren reguliert. Ob die Mitose einer Zelle in Gang gesetzt wird, hdangt von
mehreren Komponenten ab und wird an multiplen Stellen beeinflusst. Die Zelle durchlauft im Rahmen der
Mitose die Phasen GO, G1, S und G2, die zusammengefasst als Interphase bezeichnet werden. In der G1-
Phase finden zwei entscheidende Kontrollen statt. Zunachst wird gepriift, ob das Vorhandensein von
Wachstumsfaktoren gegeben ist, anschlieRend, ob genug Nahrstoffe und Energie fir die nachfolgenden
Phasen bereitstehen ”’. Die erste Kontrolle findet ungefihr in der Mitte der G1-Phase statt und wurde
bereits im Jahr 1974 von Pardee et al. beschrieben ’®. Diesen von Wachstumsfaktoren abhéngigen Punkt
bezeichnet man als restriction point (R). Ein weiterer Punkt, gegen Ende der G1-Phase gelegen, wurde von
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Foster et. al 2011 als ““cell growth” checkpoint” beschrieben ”’. Dieser Kontrollpunkt ist mTOR-abhangig
und damit indirekt abhangig vom Energie- und Aminosaureangebot. , Besteht” eine Zelle beide Kontrollen,
so geht sie in die S-Phase ein, die keiner weiteren Regulation unterliegt. Somit verpflichtet sich die Zelle
beim Ubertritt in die S-Phase zunichst einmal zum Wachstum, im Sinne eines , Alles-oder-Nichts“-Prinzips
7 Das finale Signal fur den Ubergang von einer in die nichste Phase wird von bestimmten Proteinen, den
sogenannten Cyclinen, gegeben. Der erste Kontrollpunkt R vermittelt (iber eine mit der Ras-GTPase
startenden Signalkaskade zunachst einen Anstieg von Cyclin D, der zweite Kontrollpunkt “cell growth”
checkpoint flhrt anschlieBend zu einem Anstieg von Cyclin E. Das Ansteigen der intrazelluldren
Konzentration von Cyclin D und schlieRlich Cyclin E fiihrt dazu, dass die S-Phase eingeleitet werden kann ”’.
So ist es letztendlich mTOR, der, Giber mehrere nachgeschaltete Signalwege, die aktuell noch nicht komplett

bekannt sind, zu einer vermehrten Cyclin E —Synthese fiihrt und damit die Zelle zum Wachstum anregt.

1.2.3.2. Die Bedeutung fiir die Angiogenese und Zellwachstum

Die Angiogenese ist von groRer Bedeutung in der Entwicklung und im Wachstum von Tumoren. Schnell
wachsende Karzinome brauchen eine gute Nahrstoffversorgung, die sie durch neu und schnell
einwachsende Gefille gewahrleisten. Zentraler Faktor der Angiogenese ist VEGF. Die Bildung von VEGF
wiederrum wird von einem bestimmten Transkriptionsfaktor initiiert, dem Hypoxia-Inducible Factor 1 (HIF-
1) ®°. HIF-1 besteht aus je einer alpha- und einer beta-Untereinheit die nur in gegenseitiger Verbindung ihre
Wirkung entfalten. Beide Untereinheiten werden kontinuierlich exprimiert, jedoch hangt die Konzentration
von HIF-1-alpha vom Sauerstoffgehalt in der Zelle ab. Bei normaler Sauerstoffversorgung wird HIF-1-alpha
verstarkt abgebaut, bei Hypoxie durch weniger Hydroxylierungen weniger stark abgebaut. Es hat sich

gezeigt, dass mTOR in diesem Signalweg eine relevante Rolle spielt 5 8!

. mTOR ist zwar nicht obligat
notwendig fir die Bildung von HIF-1, aber entscheidend fiir seine maximale Expression. Wie genau mTOR
den Hypoxie-Signalweg verstarkt, ist aktuell noch nicht ausreichend geklart. Vermutet wird eine

Stabilisierung von HIF-1-alpha durch eine mTOR-Kinase vermittelte Modulierung.

1.2.3.3 Immunologische Bedeutung und Tumorsuppression

Die Zellen des Immunsystems werden ebenfalls von mTOR reguliert. Als Konsequenz besteht eine direkte
Verbindung zwischen Immunantwort und Né&hrstoff-/Energieangebot im Organismus. Auch hier belegt die
aktuelle Studienlage, dass verschiedenste immunologische Prozesse durch mTOR vermittelt werden. Hierzu
zahlt die Aktivierung, Differenzierung, Migration, Ausreifung, Cytokin- und Antikdrperproduktion, sowie
viele weitere immunologische Prozesse, die von den CD4+ -, CD8+ -, B-Zellen und Antigenprasentierenden-
Zellen (APC) vermittelt werden ®2. Dabei wirkt mTOR auf jeden Zelltyp individuell tiber ganz bestimmte,
jeweils charakteristische Signalwege, die jedoch in ihrer Gesamtheit derart zahlreich und komplex sind, dass
an dieser Stelle bewusst auf eine detaillierte Ausfiihrung verzichtet wird. In diesem Kontext ist es jedoch
durchaus sinnvoll, dass eines der Haupteinsatzgebiete von Rapamycin in der Transplantationsmedizin zur
Verhinderung von AbstoRungsreaktionen liegt.

Der Phosphatase PTEN kommt eine wichtige Bedeutung in der Tumorsuppression zu. lhre Funktion ist es,
das unkontrollierte Zellwachstum zu unterbinden. Dies wird realisiert, indem sie PI3K und somit den
Akt/PKB-Signalweg inhibiert und somit letztendlich die Aktivierung von mTOR hemmt. Zusammengefasst
flhrt ein Verlust des PTEN-Gens mit konsekutiver Hochregulation von mTOR, wie oben beschrieben, zu
verstarktem Zellwachstum, verringertem Proteinabbau, gesteigerter Angiogenese, sowie weiteren
proproliferativen Vorgdngen, die das Tumorentstehen und -wachstum beglinstigen. So wird davon
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ausgegangen, dass die Dysregulation des PTEN-Akt/PKB —Signalwegs mit folgender Uberexpression von S6K
und elF4E in Zusammenhang mit der Entstehung verschiedenster Malignome steht und das Auftreten von
Mamma-, Ovarial-, Nieren-, Kolon- und Kopf-/Halstumore begiinstigen kann %,

1.2.4. Pharmakologischer Einsatz von mTOR-Inhibitoren

1.2.4.1 Generelle Wirkungsweise von mTOR-Inhibitoren

Wie oben beschrieben bildet mTOR einen Komplex mit weiteren Proteinen/Enzymen, die als mTORC1 und
MTORC2 bezeichnet werden. Wichtiger Teil von mTORC1 ist Raptor. Seine Bindung an mTOR, MLSTS,
DEPTOR und PRAS 40 aktiviert erst die Formierung des Komplexes mTORC1. Die Bindung von Raptor an die
restlichen mTORC1 Bestandteile ist dabei von dem Enzym FK506-binding protein 12 (FKBP 12) abhangig.
FKBP 12 gehort zu den Peptidyl-Prolyl-cis-trans-lsomerasen (PPlase). Diese Enzyme beeinflussen die
Proteinfaltung, indem sie eine Achsenrotation des Proteinskeletts an einer Stickstoffbindung durchfiihren,
an der die Aminosdure Prolin beteiligt ist. Rapamycin bildet einen Komplex mit FKBP 12, wodurch die
Anbindung von Raptor an mTOR und somit die Wirkung von mTOR gehemmt wird .

1.2.4.2 Allgemeine Indikationen und Limitationen von mTOR-Inhibitoren

Neben seinem pharmakologischen Einsatz nach Transplantationen zum Zwecke der Immunsuppression
werden mit Rapamycin auch koronararterielle Stents beschichtet, um einer In-Stent-Restenosierung
entgegen zu wirken. Anfangliche Hoffnungen in der Anwendung bei verschiedenen Krebsformen konnten
sich jedoch nicht bestatigen ®. Neue technologische Méglichkeiten fiihrten zur Entwicklung von Rapamycin-
Derivaten, den sogenannten niedermolekularen Inhibitoren. Dazu gehéren Temsirolimus, Everolimus und
Deforolimus, die fir die antineoplastische Behandlung allesamt glinstigere pharmokinetische Merkmale als
Rapamycin besitzen. Temsirolimus und Everolimus werden beispielsweise in der Behandlung von
Nierenzellkarzinomen eingesetzt. Everolimus zeigte sich prognostisch vorteilhaft in der Anwendung bei NETs
des Pankreas ¢, sowie in der Behandlung von Lymphomen. Bei der Applikation sowohl bei Hodgkin-, als
auch Non-Hodgkin-Lymphomen zeigte sich insgesamt eine Ansprechrate von 33%. Temsirolimus erzielte
Ansprechraten von 36% beim diffusen groRzelligen B-Zell-Lymphom und 56% beim follikuldren Lymphom. In
der Behandlung von anderen soliden Tumoren konnten mit mTOR-Inhibitoren bislang keine

¥ Eine Ausnahme stellt hier die Behandlung von

zufriedenstellenden Ansprechraten erreicht werden
Sarkomen mit Deforolimus (=Ridaforolimus) dar, bei der eine statistisch signifikante Verzogerung der
Tumorprogression festgestellt wurde. Unter den bekannten Nebenwirkungen von mTOR-Inhibitoren wie
Stomatitis, Infektionen, Miidigkeit, Thrombozytopenie, Pneumonitis, Hyperglykdmie und Hautausschlag
konnte die Gesamtiiberlebenszeit im Mittel von 85,3 auf 90,6 Wochen erhéht werden .

Als einer der Griinde fiir die relativ eingeschrankte Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren konnte in neueren
Studien der lange Zeit wenig beachtete mTORC2 ausgemacht werden. Es zeigte sich, dass mTORC2 uber
einen positiven Feedbackloop Akt phosphoryliert und aktiviert, wodurch im Gegenzug die mTORC1-Aktivitat
erhoht wird ®. Die Aktivierung von mTORC2 liuft dabei zunichst auf gleichem Wege ab wie die von
MTORC1. Wie beschrieben stellt Raptor den Hauptangriffspunkt der Rapamycinderivate dar. Dieses Protein
ist jedoch nicht Bestandteil des Komplexes mTORC2. Somit wird durch die klassischen mTOR-Inhibitoren nur
MTORC1 gehemmt, nicht aber mTORC2. Dieser reguliert jedoch Uber eine volle Akt-Aktivierung mTORC1
hoch. Dem wird versucht durch die Entwicklung einer zweiten Generation von mTOR-Inhibitoren

entgegenzuwirken.
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1.2.4.3. Spezielle Therapie mit mTOR-Inhibitoren bei NETs

Die Studienlage zur Behandlung von NETs mittels mTOR-Inhibitoren ist insbesondere aufgrund der
unterschiedlichen Pravalenz der einzelnen Tumorgruppen sehr unterschiedlich. So haben sich mTOR-
Inhibitoren bereits in der Therapie pankreatischer NETs bewahrt. Die Behandlung mit Everolimus hat heute
ihren festen Stellenwert in der Therapie und zeigt eine Verzégerung der Tumorprogression.

Bezliglich der Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren bei nicht-pankreatischen NETs wurden erst kirzlich die
Ergebnisse der grolR angelegten RADIANT-4-Studie (RADOO1 in Advanced Neuroendocrine Tumours, Fourth
Trial) publiziert. Hierbei wurde der Effekt von Everolimus auf das Wachstum nicht-hormonaktiver NETs der
Lunge und des Verdauungstrakts analysiert. Ausgenommen wurden in dieser Studie pankreatische NETs,
deren positives Ansprechen auf mTOR-Inhibitoren bereits vorbekannt war. Es konnte an einem Kollektiv aus
302 Patienten gezeigt werden, dass in der Everolimus-Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe das
Progressions-freie Uberleben von 3,9 auf 11,0 Monaten verldngert werden konnte *°. Korrespondierend zu
der nur niedrigen Prdvalenz von NETs des Magens allgemein waren nur 11 der 302 eingeschlossenen
Patienten in der RADIANT-4-Studie von einem gastralen NET betroffen. Diese Subgruppe an Patienten
wurde in dieser Studie nicht extra beziglich der Wirksamkeit und definierter Endpunkte untersucht.

1.3. Therapie von NETs des Magens und Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits im Abschnitt ,Therapie- und Praventionsstrategien” beschrieben, stellt die lokale endoskopische
Resektion der Neoplasien bzw. die chirurgische Resektion von befallenen Magenteilabschnitten oder des
kompletten Magens die Therapie der Wahl dar. Insbesondere bei nicht metastasierten NETs ist die
Entfernung im Gesunden prognostisch entscheidend. Aber selbst bei bereits metastasierten Karzinomen
kann ein Debulking des Primartumors Sinn machen. Auch die Resektion von einzelnen Metastasen,
insbesondere in der Leber, kann, abhdngig von Differenzierung und Hormonaktivitdt des Tumors, zur
Erhéhung qualitdtsadjustierter Lebensjahre beitragen .

Die medikamentdse Therapie mit Somatostatin-Analoga wie beispielsweise Octreotid zur Reduktion der
Gastrinproduktion wurde bereits bei lokal begrenzten Typ 1 und 2 NETs des Magens etabliert.

In der Behandlung von weiter fortgeschrittenen Magen NETs gibt es jedoch bisher keine klare Empfehlung
und insbesondere nur wenig Erfahrung mit mTOR-Inhibitoren. Grund dafir ist unter anderem die aktuell
noch kaum untersuchte Expression des mTOR-Pfades in Magen NETs. Dementsprechend gibt es hierbei
aktuell keine eindeutige Empfehlung bzw. Genehmigung fiir den Einsatz von mTOR-Inhibitoren.

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation der Expression verschiedener Komponenten des mTOR- Pfades in NETs
des Magens. Unsere Hypothese ist, dass bei Exprimierung von einzelnen Komponenten des mTOR-Pfades
eine Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren prinzipiell wahrscheinlich ist. Diese Arbeit soll dazu beitragen, die
Wirksamkeit von mTOR-Inhibitoren in den speziellen NETs des Magens besser einschatzen zu kdnnen, um
hieraus gegebenenfalls Grundlagen fiir prospektive klinische Studien zu schaffen und
Therapieempfehlungen ableiten zu kdnnen.
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2. Methodik

2.1. Patientendaten

Die Akquirierung der Patienten erfolgte im Rahmen einer retrospektiven Analyse tber die Datenbank des
Pathologischen Institutes der Charité. Zeitlich wurde eine Beschrankung auf einen Rahmen zwischen 2007
und 2012 festgelegt. Aus einer Sammlung an histologischen Auswertungen von NETs des Magen-Darm
Traktes (exklusive Pankreas) wurden die mit Nachweis eines gastralen NETs selektioniert. Zu 35 aus 37
histologischen Datensdtzen mit Nachweis eines GNETs lagen in den Archiven des Pathologischen Institutes
Paraffin-Blocke vor. Zu allen 35 Fillen mit Nachweis eines GNETs lagen ausreichend histologische und
klinische Daten vor, um die Patienten in die Analyse mit einzubeziehen.
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Abbildung 2: Darstellung der Datenakquise im Rahmen einer retrospektiven Analyse
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2.2. Statistischer Zusammenhang zwischen den einzelnen
Komponenten

Die folgenden Komponenten des m-TOR Pfadweges haben wir in unsere Analyse integriert und in jeder der
35 Proben erhoben: pPTEN, pTSC2, pPIK3CA (eine katalytische Untereinheit von PI13K), p4E-BP1, p-Akt und
p-mTOR. Da in der aktuellen Literatur bereits beschrieben ist, dass diese Komponenten pathophysiologisch
miteinander in Zusammenhang stehen, haben wir eine Analyse der statistischen Korrelation mittels
Spearman Test der beschriebenen sechs Komponenten vor Allem als zuséatzliche Qualitdtskontrolle
durchgefihrt.

2.3. Einfluss verschiedener Klinischer und pathologischer
Faktoren

Im Rahmen unserer Analyse wurde der Zusammenhang verschiedener klinischer oder pathologischer
Faktoren mit der Auspragung der einzelnen sechs erhobenen m-TOR-Pfadwegkomponenten evaluiert, sowie
eine Summe Uber alle sechs Komponenten gebildet. Hierzu zahlten:

- Tumor-Grading: das Grading erfolgte anhand der pathologischen Stadien | (hoch differenziert), Il
(maRig differenziert) und Il (schlecht differenziert)

- Tumor-Typ: die Einteilung in Tumor-Typen erfolgte klinisch in die Typen 1-4 (ausfihrliche
Beschreibung s. Einleitung Tabelle 3)

- ENETS-Stadium: die Einteilung erfolgte in die Tumor-Stadien 0-1V

- Vorhandensein einer Fernmetastasierung: diese Einteilung erfolgte klinisch in die zwei Gruppen
Metastasierung vorhanden oder nicht vorhanden zum Zeitpunkt der letzten Patientenbefragung
bzw. Sichten der in der Charité archivierten Arztbriefe (bis Juni 2016)

- Hohe des Ki-67%-Indizes: die Einteilung erfolgte in <2%, 2-20%, >20% anhand der pathologischen
Schnitte

- Patientengeschlecht: mannliche und weibliche Patienten wurden unterschieden

- Lokalisation: diese Einteilung erfolgte nach Lokalisation in Antrum, Corpus, Fundus oder diffuse
Lokalisierung

- Vorhandensein einer Symptomatik: die Unterscheidung erfolgte nur quantitativ (Symptomatik
vorhanden oder nicht; keine Wertung; fiir Details siehe Tabelle 1). Als vorhandene Symptomatik
wurden insbesondere folgende Parameter gezahlt: Magenschmerzen, Vollegefiihl, Fatigue, B-
Symptomatik

- Zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups konnte der klinische Verlauf von drei Patienten nicht erhoben
werden
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2.4. Statistische Auswertung

Die Angabe der Werte erfolgte als Mittelwert + Standardabweichung bzw. absolute Anzahl (relative
Auspragung in %), soweit nicht anders angegeben. Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS Statistics
Version 20.0 durchgefihrt. Ein p-Wert von <0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant definiert.

Die Auswertung der Korrelationen erfolgte mittels Spearman’s Korrelation fiir die Komponenten pPTEN,
pTSC2, pPIK3CA, p4E-BP1, p-Akt und p-mTOR, da es sich hierbei um eine bindre Auspragung (ja, nein) und
nicht um intervallskalierte Werte handelt. Bei 100% Positivitat musste auf die statistische Analyse verzichtet
werden und es erfolgte stattdessen eine deskriptive Auswertung.

Der Einfluss der verschiedenen klinischen Faktoren wurde bei Vorhandensein von 2 Gruppen
(Metastasierung, Geschlecht Symptomatik) durch Fisher-Exakt Test untersucht. Bei Vorhandensein von
mindestens 3 Gruppen (Grading, Tumor-Typ, ENETS-Stadium, Ki-67% Index, Lokalisation) wurde der Chi-
Quadrat Test verwendet.

Als zusatzlicher Parameter wurde die Summe Uber das Vorhandensein der einzelnen Komponenten
ermittelt (von 0-6), der eine Gesamtaussage zu den m-TOR Komponenten zulassen soll. Aufgrund der
Ordinalskalierung wurde hierbei der Mann-Whitney U-Test bei Vorhandensein von 2 Gruppen
(Metastasierung, Geschlecht, Symptomatik) verwendet, bei mehr als zwei Gruppen auf den Kruskal-Wallis
Test zurtickgegriffen (Grading, Tumor-Typ, ENETS-Stadium, Ki-67% Index, Lokalisation).

2.5. Histo-pathologische Aufarbeitung

Die Herstellung der Gewebe-Microarrays, fir die immunohistochemische Analyse der mTOR Pfadweg-
Expression, erfolgte mittels eines semiautomatischen Gewebe-Arrayers (Tissue Microarrayer TMA
Grandmaster, 3DHistech, Budapest, Hungary), durch in der Handhabung des Gerates geschultes
Fachpersonal. Fiir jede Probe wurde ein reprasentativer mittels Formalin fixierter Paraffin-Block ausgewahlt,
welcher Tumorgewebe enthalten sollte. Das laboratorische Fachpersonal am Pathologischen Institut der
Charité erstellte mit Hdmatoxylin und Eosin gefdrbte Schnitte aus den Gewebeproben. Tumor enthaltene
Gebiete wurden auf beiden Seiten markiert. Sowohl die Auswahl des Gewebeblocks, als auch die
Markierung von tumorenthaltenen Arealen wurde von einem Pathologen mit Spezialisierung in NET-
Pathologie durchgefiihrt. AnschlieRend wurden ein oder zwei Gewebe-Kerne mit einem Durchmesser von 1
mm aus dem Tumor enthaltenem Gewebe ausgestanzt und auf einen sogenannten Donor-Paraffinblock
Ubertragen. Die immunohistochemischen Gewebe-Microarray Abschnitte mit einer Dicke von 2-3 um
wurden von geschultem Personal geschnitten und mittels Antikbrpern gegen p-mTOR (Ser2448) (clone
49F9, 1:100; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA), pTSC2 (polyclonal, 1:100; Cell Signaling
Technology), pAkt (polyclonal, 1:200; Abcam, Cambridge, MA, USA), p4EBP1 (clone 235B4, 1:100; Cell
Signaling Technology), pPTEN (monoclonal, 1:100; Cell Signaling Technology) und pPIK3CA (1:100; Cell
Signaling Technology) inkubiert. Das Weglassen des primdren Antikorpers fungierte als Negativ-Kontrolle.
Die Ki-67-Farbung (clone M7240, 1:100; Dako, Glostrup, Denmark) wurde auf den gesamten Objekttrager
aufgetragen. Die Farbung wurde in einem Benchmark XT Autostainer (Ventana, Tuscon, AZ, USA), durch
Fachpersonal entsprechend dem Hersteller-Protokoll durchgefiihrt. Die Analyse der Gewebeproben wurde
vom Autor durchgefiihrt und dann als positiv gewertet, wenn mindestens 50% der Tumorzellen eine
moderate oder starke Expression des Ziel-Proteins aufwiesen.
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3.Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika

Tabelle 4: Charakteristika der Patienten in unserem Kollektiv

Charakteristikum

Basisdaten

Durchschnittsalter 60,7

Geschlecht weiblich 19
mannlich 16

Klinisch relevante Daten

Tumortyp * 1 24
2 3
3 4
4 4

ENETS-Stadium 2010 *2 0 15
I 10
I 3
11 2
v 5
Fernmetastasierung

M1-Stadium *3 gesamt 9

Fernmetastasierung
anteilig (Mehrfach-
nennung moglich)

hepatisch 9
ossar 2
andere
keine Fernmetastasen 26

Tumorlokalisation ** Antrum 3
Corpus 23
Fundus 2
unspezifisch verteilt

Follow-up *° komplette Remission 15
stabiler Befund 6
Progression 9
Tod
unbekannt

Symptomatik nein 27
ja 8

10,6
(54%)
(46%)

(69%)
(9%)
(11%)
(11%)
(43%)
(29%)
(9%)
(6%)
(14%)

(26%)

100%
22%
22%

(74%)
(9%)

(66%)
(6%)

(20%

(43%

(17%

(26%
(6%)
(8%)

(77%)

(23%)

)
)
)
)
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Histopathologische Parameter

Grading 1 23 (66%)
2 8 (23%)
3 4 (11%)
Ki67% Index <2% 21 (60%)
2-20% 11 (31%)
>20% 3 (9%)

Ausprdgung der Komponenten

pPTEN 34 (97%)
p4E-BP1 31 (89%)
p-Akt 23 (66%)
p-mTOR 32 (91%)
pTSC2 35 (100%)
pPIK3CA 35 (100%)

*! Einteilung in die vier Subtypen entsprechend der verschiedenen klinischen und pathologischen Charakteristika,
genaueres siehe Kapitel 1.1.2.2.
*2 StadiumO  Carcinoma in situ, TumorgréRe weniger 0,5 cm, begrenzt auf Mukosa

Stadium | Tumor infiltriert Lamina propria oder Submucosa und ist bis zu 1 cm grof

Stadium Il A Tumor infiltriert Muscularis propria oder Subserosa oder groRer als 1 cm

Stadium Il B Tumor infiltriert die Serosa

Stadium IIl A Tumor lGberschreitet die Serosa oder infiltriert andere Organe

Stadium Ill B Nachweis von Lymphknotenmetastasen unabhdngig von Tumorausdehnung

Stadium IV Nachweis von Fernmetastasen unabhangig von Tumorausdehnung
*3 Dje Evaluation der Fernmetastasierung erfolgte klinisch; Zeitpunkt des letzten Follow-ups Juni 2016
*4 Tumorproben wurden ubiquitar in der gesamten Magenschleimhaut entnommen; bei Angabe der Lokalisation
wurden die Proben gezdhlt, bei denen in der pathologischen Analyse sicher neuroendokrine Tumorzellen
nachgewiesen wurden
*> Zeitpunkt des letzten Follow-ups der Patienten war Juni 2016; das Follow-up erfolgte telefonisch bzw. unter Analyse
der Patientenepikrisen an der Charité bis Juni 2016

Die Patienten unseres Kollektivs mit nachgewiesenem neuroendokrinen Magentumor hatten ein
durchschnittliches Alter von 60 Jahren. Die Madnner-zu-Frauen Verteilung war nahezu ausgeglichen. Die
meisten Tumoren lielen sich dem meist benignen Typ 1 zuordnen, nur bei den wenigsten Patienten lag zum
Zeitpunkt der letzten Befragung eine Fernmetastasierung vor. Histopathologisch waren die meisten
Tumoren gut differenziert (Grading I) und hatten einen geringen Ki67%-Index (<2%).
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3.2. Korrelationen der erhobenen Komponenten des mTOR-Pfads
untereinander

Alle 35 Patientendatensatze wurden als auswertbar klassifiziert und fir die vorliegende Analyse verwendet.
Fir alle 35 Patienten wurden die folgenden Komponenten des m-TOR Pfadweges fir die statistische
Auswertung erhoben: pPTEN, pTSC2, pPIK3CA, p4E-BP1, p-Akt und p-mTOR.

Die beiden mTOR-Komponenten pTSC2 und pPIK3CA waren in allen 35 Proben positiv (Abbildung 3). Jeweils
34, 31, 23 und 31 Proben waren positiv flir pPTEN (93%), p4E-BP1 (88%), p-Akt (67%) und p-mTOR (88%).

Abbildung 3: Auspragung der Komponenten des mTOR-Pfades
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Vergleich der Auspragung der verschiedenen erhobenen m-TOR Pfadweg-Komponenten im 35 Patienten umfassenden
Kollektiv. Alle Proben waren positiv flir pTSC2 und pPIK3CA, wodurch eine statische Auswertung dieser Komponenten
entfallen ist. Ein starker linearer Zusammenhang zeigte sich zwischen den Komponenten p-mTOR und p4E-BP1
(p<0,001 und R=0,718), ein ebenfalls linearer, aber schwacher Zusammenhang zwischen p-mTOR und pPTEN, sowie
zwischen p4E-BP1 und pPTEN (p=0,004 und R=0,477 jeweils). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Spearman’s
Korrelation.

In unserer Stichprobe zeigte sich ein starker linearer Zusammenhang zwischen p-mTOR und p4E-BP1
(p<0,001, R=0,718), ein ebenfalls linearer, wenn auch weniger stark ausgepragter Zusammenhang zwischen
den Komponenten p-mTOR und pPTEN, sowie p4E-BP1 und pPTEN (p=0,004 und R=0,477 jeweils fiir beide
Vergleiche). Ein lediglich schwach linearer statistischer Zusammenhang lieB sich zwischen den m-TOR
Pfadweg-Komponenten p-mTOR und p-Akt (p=0,494), zwischen p-Akt und p4E-BP1 (p=0,688), sowie
zwischen p-Akt und pPTEN (p=0,170) ermitteln. Die Spearman’sche Korrelation zwischen den beiden
Komponenten pTSC2 und pPIK3CA untereinander, sowie mit den lbrigen 4 Komponenten des m-TOR-
Pfadweges konnte aufgrund der Positivitét in allen 35 Fallen nicht durchgefiihrt werden.

27



3.3. Einfluss verschiedener klinischer Faktoren auf die
Komponenten des m-TOR Pfadweges

3.3.1. Einfluss des Tumor-Gradings

Informationen bezliglich des Tumor-Gradings lagen uns zu allen 35 Patienten vor, sodass alle Proben in die
Analyse integriert wurden. Jeweils 23, 8 und 4 Patienten wurden zum Zeitpunkt der Datenerhebung in die
Stadien | (hoch differenziert, 66%), Il (maRig differenziert, 23%) und Ill (schlecht differenziert, 11%)
eingeordnet.

Abbildung 4: Einfluss des Gradings auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhdngigkeit vom Tumor-Grading. Jeweils 23, 8 und
4 Patienten wurden einem Grading von | (gut differenziert), Il (maRig differenziert) und Il (schlecht differenziert)
zugeordnet. Die Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl
in der jeweiligen Gruppe. Mit zunehmendem Stadium des Gradings (abnehmende Differenzierung) zeigte sich eine
verminderte relative Positivitdt der Komponenten p-mTOR und pPTEN (p=0,043 und p=0,019 jeweils; die statistische
Analyse erfolgte mittels Chi-Quadrat Test). Die tbrigen Komponenten p-Akt und p4E-BP1 zeigten dieselbe Tendenz,
jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,368 und p=0,190). Alle Proben zeigten eine positive Auspragung flr pPIK3CA
und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und hierfir nur
eine deskriptive Analyse durchgefiihrt wurde.

Mit zunehmender Entdifferenzierung in der pathologischen Auswertung (von Grading | bis lll) nahm die
Positivitdt von p-mTOR (von 100% in Stadium | auf 75% in den Stadien Il und Ill; p=0,043) und pPTEN (von
100% fur Grading | und Il auf 75% bei Stadium [ll, p=0,019) in den Schnitten ab. Das Tumor-Grading zeigte
keinen relevanten Einfluss auf die Positivitat auf p-Akt (p=0,368) und p4E-BP1 (p=0,190), jedoch lieB sich mit
zunehmendem Stadium die Tendenz einer Abnahme fiir die Positivitdt beider Komponenten erkennen (p-
Akt: von 74% in Stadium | auf 50% in Stadium Il und lll und p4E-BP1: von 96% in Stadium | auf 75% in
Stadium 1l und Ill). Der Einfluss des Gradings auf die Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht
statistisch ausgewertet werden, da alle Proben eine positive Auspragung hierfir zeigten.

Als zusatzlichen Parameter fir die Gesamtauspragung haben wir die Einzelkomponenten summiert und den
Einfluss des Gradings auf die Gesamtkomponentenauspragung evaluiert. Mit zunehmendem Grading zeigte
sich eine Abnahme der Auspragung der Gesamtkomponentenanzahl (siehe Abbildung 4; p=0,047).

28



3.3.2. Einfluss des Tumor-Typs

Informationen zum Tumor-Typ lagen uns ebenfalls zu allen 35 Patienten vor, sodass alle Proben in die
Analyse integriert wurden. Die Tumoren wurden in 4 Typen eingeteilt, in die jeweils 23 (66%), 3 (9%), 4
(11%), 4 (11%) Proben eingeordnet wurden.

Abbildung 5: Einfluss des Tumortyps auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhdngigkeit vom Tumor-Typ. Jeweils 23, 3, 4 und 4
Patienten wurden den Tumor-Typen 1, 2, 3 und 4 zugeordnet. Die Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit
Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Mit zunehmendem Tumor-Typ zeigte
sich eine verminderte relative Positivitdit der Komponenten p4E-BP1 und pPTEN (p=0,041 und p=0,046 jeweils;
statistische Analyse mittels Chi-Quadrat Test). Die librigen Komponenten p-mTOR und p-Akt zeigten dieselbe Tendenz,
jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,304 und p=0,337). Alle Proben zeigten eine positive Auspragung fur pPIK3CA
und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und hierfiir nur
eine deskriptive Analyse durchgefiihrt wurde.

Mit zunehmendem Tumor-Typ in der pathologischen Auswertung (von 1-4) nahm die Haufigkeit der
Positivitdat von p4E-BP1 (96-100% bei Typ 1 und 2 auf 50% bei Typ 3, leichter Anstieg auf 75% bei Typ 4;
p=0,041) und pPTEN (von 100% Positivitdt bei den Tumor-Typen 1-3 auf 75% bei Typ 4, p=0,046) in den
Schnitten ab. Der Tumor-Typ lieR keinen signifikanten Einfluss auf die Ausprdagung von p-Akt (p=0,337) und
p-mTOR (p=0,304) erkennen. Jedoch zeigte sich die diskrete Tendenz einer Abnahme der Positivitdt beider
Komponenten in héheren Tumor-Typen (p-Akt: 67-75% bei Tumor-Typ 1-3 auf 25% in Tumor-Typ 4, sowie
96-100% Positivitdt von p-mTOR bei Tumor-Typ 1 und 2 versus 75% Positivitdt bei den Typen 3 und 4). Der
Einfluss des Gradings auf die Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch ausgewertet
werden, da alle Proben eine positive Auspragung hierflr zeigten.

In dieser Kohorte zeigte der Tumortyp keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die summierte
Komponentenanzahl als zusétzlich erhobenen Parameter fiir die Gesamtauspragung (p=0,151), jedoch die
Tendenz einer Abnahme mit zunehmendem Typ (siehe Abbildung 5).
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3.3.3. Einfluss des ENET-Stadiums

Informationen zum ENETS-Stadium lagen uns zu allen 35 Patienten vor, damit wurden alle Proben in die
Analyse integriert. Die Tumoren wurden in 5 Stadien eingeteilt (0-1V), in die klinisch jeweils 15 (43%), 10
(29%), 3 (9%), 2 (5%) und 5 (14%) Patienten eingeordnet wurden.

Abbildung 6: Einfluss des ENET Stadiums auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhangigkeit vom ENETS-Stadium des Tumors.
Jeweils 15, 10, 3, 2 und 5 Patienten wurden den ENETS-Stadien O-1V zugeordnet. Die Darstellung erfolgt als relative
Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Mit zunehmendem
ENETS-Stadium zeigte sich eine insgesamt eine tendenziell verminderte Auspragung der Komponente p4E-BP1
(p=0,002; die statistische Analyse erfolgte mittels Chi-Quadrat Test). Die tbrigen Komponenten p-mTOR, p-Akt und
pPTEN zeigten eine dhnliche Tendenz, jedoch ohne statistische Signifikanz (p=0,358, p=0,222 und p=0,186). Alle
Proben zeigten eine positive Auspragung fiir pPIK3CA und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische
Auswertung integriert werden konnten und hierfiir nur eine deskriptive Analyse durchgefiihrt wurde.

Mit zunehmendem ENETS-Stadium zeigte sich in der pathologischen Auswertung (von O0-1V) eine
tendenzielle Abnahme der Haufigkeit der Positivitdt von p4E-BP1 (100% Positivitat bei den ENETS-Stadien O,
I und lll, 67% bei Stadium Il und die geringste Positivitdt von 40% im Vergleich bei ENETS-Stadium 1V;
p=0,002). Alle Gbrigen Komponenten zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
ENETS-Stadien, allerdings zeigte sich die leichte Tendenz einer Abnahme fir die Auspragung der drei
Komponenten p-mTOR, p-Akt und pPTEN bei h6herem Tumor-Stadium (p-mTOR Positivitadt in den Stadien O-
IV 93%, 100%, 67%, 100%, 100%; p=0,358, fir p-Akt jeweils 80%, 50%, 100%, 50% und 40% und fir pPTEN
eine Positivitdt von jeweils 100% in den Stadien 0-Ill, 80% in Stadium IV). Der Einfluss des Gradings auf die
Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch ausgewertet werden, da alle Proben eine positive
Auspragung hierfiir zeigten.

Ein  hoheres ENETS-Stadium war ebenfalls mit einer gering reduzierten summierten
Komponentenauspragung assoziiert, allerdings war dieser Vergleich statistisch leicht subsignifikant
(p=0,057) (siehe Abbildung 6).
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3.3.4. Einfluss des Vorhandenseins von Fernmetastasen

Informationen zum Vorhandensein einer Fernmetastasierung lagen uns zu allen 35 Patienten vor, damit
wurden alle Proben in die Analyse integriert. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung lag bei 9 Patienten eine
Metastasierung vor (26% versus 26 Patienten; entsprechend 75%).

Abbildung 7: Einfluss der Metastasierung auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhdngigkeit vom Vorhandensein von
Fernmetastasen des Tumors. In unserem Patientenkollektiv lagen bei 9 Patienten bereits Metastasen vor. Die
Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl in der jeweiligen
Gruppe. Die Positivitdit von p4E-BP1 war hoher bei Patienten ohne Fernmetastasierung im Vergleich zur
Patientengruppe mit bereits eingetretener Metastasierung (p=0,044; die statistische Analyse erfolgte mittels Fisher-
Exakt Test). Die Gbrigen Komponenten p-mTOR, p-Akt und pPTEN zeigten die gleiche Tendenz, jedoch ohne statistische
Signifikanz (p=0,268; p=0,220; p=0,257). Alle Proben zeigten eine positive Auspragung fiir pPIK3CA und pTSC2, sodass
diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und hierfir nur eine deskriptive
Analyse durchgefiihrt wurde.

In unserem Patientenkollektiv war eine Fernmetastasierung mit einer signifikant geringeren Positivitat von
p4E-BP1 vergesellschaftet im Vergleich zu den Patienten, bei denen noch keine Fernmetastasierung zum
Zeitpunkt des letzten Follow-ups vorlag (96% versus 67% ohne Metastasierung im Vergleich zu Patienten
mit bereits eingetretener Fernmetastasierung; p=0,044). Auch die Komponenten p-mTOR, p-Akt und pPTEN
zeigten sich leicht gesteigert positiv bei Patienten ohne Fernmetastasierung (ohne Metastasen versus mit
Metastasierung p-mTOR 92% versus 78% p=0,268; p-Akt 73% versus 44% p=0,220 und fir pPTEN 100%
versus 89% p=0,257). Ein Einfluss der bereits eingetretenen Fernmetastasierung auf die Komponenten
pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch ausgewertet werden, da alle Proben eine positive Auspragung
hierfir zeigten.

In unserem Patientenkollektiv war eine bereits eingetretene Fernmetastasierung ebenfalls mit einer
reduzierten summierten Gesamtkomponentenanzahl verbunden (p=0,023) (siehe Abbildung 7).
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3.3.5. Einfluss der Hohe von Ki67

Flr die Auswertung des Einflusses des Ki67-Index, der in die Kategorien <2%, 2-20% und >20% eingeteilt
wurde, lagen uns von allen Patienten Daten vor. In die jeweiligen pathologisch erhobenen Kategorien
wurden jeweils 21, 11 und 3 Patienten (jeweils 60%, 31% und 9% entsprechend) eingeordnet.

Abbildung 8: Einfluss von Ki67 auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhangigkeit von den verschiedenen pathologisch
definierten Ki67%-Indexstadien: <2%, 2-20% und >20%. Jeweils 21, 11 und 3 Patienten wurden den jeweiligen
Kategorien zugeordnet. Die Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute
Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Die Positivitdt von pPTEN war stdrker bei Patienten mit hoherem Ki67%-
Stadium (p=0,044; die statistische Analyse erfolgte mittels Chi-Quadrat Test). Die tibrigen Komponenten p-Akt, p4E-BP1
und p-mTOR zeigten sich ebenfalls diskret negativ bei zunehmendem Ki67%-Stadium, jedoch war der Vergleich ohne
statistische Signifikanz (p=0,423, p=0,242; p=0,060). Alle Proben waren positiv ausgepragt fir pPIK3CA und pTSC2,
sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und deshalb hier nur
deskriptiv dargestellt sind.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich bei Patienten mit héher ausgepriagtem Ki67%-Index eine
verminderte Positivitdt der Komponente pPTEN (p=0,044; 100% Positivitdt in den Stadien 1 und 2 versus
67% in Stadium 3). Auch die Komponenten des m-TOR Pfadweges p-Akt (p=0,423; Positivitdt jeweils 71%,
64% und 33% in den Stadien 1, 2 und 3), p4E-BP1 (p=0,242; Positivitat jeweils 95%, 82% und 67% in den
Kategorien 1, 2 und 3 des Ki67%-Indizes) und p-mTOR (p=0,060; Positivitdt jeweils 100%, 82% und 67% in
den Stadien 1, 2 und 3) zeigten sich weniger stark ausgepragt bei hoherem Stadium, jedoch ohne
statistische Signifikanz. Ein Einfluss des Ki67%-Indizes auf die Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte
nicht statistisch ausgewertet werden, da alle Proben eine positive Auspragung hierfir zeigten.

Auf die summierte Gesamtkomponentenanzahl liel sich kein statistisch signifikanter Einfluss vom Ki67%-
Index evaluieren (p=0,184)(siehe Abbildung 8).
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3.3.6. Einfluss des Patientengeschlechts

Es erfolgte ebenfalls die Auswertung des Einflusses des Patientengeschlechts auf die Auspragung der m-TOR
Pfadwegkomponenten, das uns bei allen Patienten vorlag. Somit wurde keine Probe aus dieser Analyse
ausgeschlossen. 54% der in diese Arbeit eingeschlossenen Patienten waren weiblich und 46% mannlich
(n=19 versus n=16).

Abbildung 9: Einfluss des Geschlechts auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhdngigkeit von dem jeweiligen Geschlecht der
Patienten. 19 Patienten unseres Kollektivs waren weiblich und 16 Patienten mannlich. Die Darstellung erfolgt als
relative Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Die
Positivitdt von p4E-BP1 war starker bei Frauen im Vergleich zu Mannern ausgepragt (p=0,035 die statistische Analyse
erfolgte mittels Fisher-Exakt Test). Die Komponenten p-Akt, p-mTOR und pPTEN zeigten sich ebenfalls vermehrt positiv
bei weiblichen im Vergleich zu méannlichen Patienten, jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied (p=0,311,
p=0,582 und p=0,457). Alle Proben waren positiv ausgepragt fiir pPIK3CA und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht
in die statistische Auswertung integriert werden konnten und deshalb hier nur deskriptiv dargestellt sind.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich bei weiblichen Patienten eine starkere Positivitat von p4E-BP1 im
Vergleich zu mannlichen Patienten (100% Positivitdt bei Frauen versus 75% bei Mannern; p=0,035). Die
gleiche Tendenz, nur ohne statistische Signifikanz, zeigte sich ebenfalls im Vergleich der Komponenten p-
Akt, p-mTOR und pPTEN (p-Akt 74% bei Frauen versus 56% bei Mannern; p=0,311, p-mTOR Positivitdt von
95% bei weiblichen Patienten versus 88% bei mannlichen Patienten; p=0,582 und Positivitdt von pPTEN bei
Frauen 100% versus 94% bei Mannern; p=0,457). Der Einfluss des Patientengeschlechts auf die
Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch ausgewertet werden, da alle Proben eine positive
Auspragung hierfiir zeigten.

Auch in Bezug auf die Gesamtkomponentenanzahl zeigte sich eine stirkere Auspragung bei weiblichen im
Vergleich zu mannlichen Patienten (p=0,037)(siehe Abbildung 9).
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3.3.7. Einfluss der Tumorlokalisation

Daten zur anatomischen Lokalisation der positiven Probe im Organ lagen uns zu allen Patienten vor, sodass
keine Probe aus dieser Analyse ausgeschlossen wurde. Jeweils 3, 23, 2 und 7 Proben wurden im Antrum,
Corpus und Fundus lokalisiert entnommen bzw. waren unspezifisch im Organ verteilt (jeweils 9%, 66%, 6%
und 20% entsprechend).

Abbildung 10: Einfluss der Tumorlokalisation auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhdngigkeit von der jeweiligen Lokalisation des
Tumors im Organ. Bei jeweils 3, 23, 2 und 7 Patienten war der Tumor jeweils im Antrum, Corpus, Fundus lokalisiert
bzw. unspezifisch im Organ verteilt. Die Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit Angabe in % in Bezug auf die
absolute Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Der Vergleich keiner der Komponenten p4E-BP1, p-Akt, p-mTOR
und pPTEN zeigte einen statistisch relevanten Unterschied zwischen den Lokalisationen (p=0,592, p=0,380, p=0,363,
p=0,911; die statistische Auswertung wurde mittels Chi-Quadrat Test durchgefiihrt). Alle Proben waren positiv
ausgepragt fur pPIK3CA und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden
konnten und deshalb hier nur deskriptiv dargestellt sind.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich kein statistisch signifikanter Einfluss der Tumorlokalisation auf die
Auspragung der Komponenten p4E-BP1, p-Akt, p-mTOR und pPTEN (jeweils p=0,592, p=0,380, p=0,363,
p=0,911). Der Einfluss der Lokalisation auf die Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch
ausgewertet werden, da alle Proben hierfiir positiv ausgepragt waren.

Die Gesamtkomponentenanzahl blieb ebenfalls weitgehend unbeeinflusst von der Tumorlokalisation
(p=0,654)(siehe Abbildung 10).
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3.3.8. Einfluss der Patientensymptomatik

Klinische Daten lagen uns ebenfalls zu allen Patienten vor, sodass wir alle Proben in diese Analyse
integrieren konnten. Bezlglich der Symptomatik wurde rein quantitativ unterschieden, ob eine
Symptomatik vorlag (ja, keine weitere qualitative Differenzierung erfolgt; n=8 entsprechend 23%) und mit
den Patienten verglichen, die zum Zeitpunkt der Diagnostik komplett beschwerdefrei waren (n=27
entsprechend 77%).

Abbildung 11: Einfluss der Symptomatik auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhangigkeit vom Vorhandensein einer mit dem
Tumor vergesellschafteten Symptomatik. Bei 27 Patienten lag keine Symptomatik vor, 8 Patienten berichteten Gber
Beschwerden. Die Darstellung erfolgt als relative Ausprdagung mit Angabe in % in Bezug auf die absolute
Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Das Vorhandensein einer Symptomatik zeigte keinen relevanten Einfluss auf
die Ausprdagung der verschiedenen Komponenten. So war bei Patienten mit Symptomatik p-Akt (p=0,685; die
statistische Analyse erfolgte mittels Fisher-Exakt Test) etwas schwacher ausgepragt, die Positivitdt von p4E-BP1
identisch in beiden Gruppen (p=1,000) und bei asymptomatischen Patienten die Positivitdt von pPTEN (p=0,229) und
p-mTOR (p=0,553) geringer ausgepragt als bei asymptomatischen Patienten. Alle Proben waren positiv ausgepragt fur
pPIK3CA und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und
deshalb hier nur deskriptiv dargestellt sind.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich kein statistisch signifikanter Einfluss der Patientensymptomatik auf
die Auspragung der m-TOR Pfadwegkomponenten. p-Akt war bei asymptomatischen Patienten etwas
starker positiv (asymptomatisch 75% versus symptomatisch 63% Positivitdt; p=0,685), die Positivitdt von
p4E-BP1 hingegen identisch in beiden Gruppen (Positivitdt 89%; p=1,000). Bei asymptomatischen Patienten
zeigte sich die Positivitdt von pPTEN und p-mTOR (pPTEN asymptomatisch 88% versus symptomatisch 100%;
p=0,229 und p-mTOR asymptomatisch 88% versus symptomatisch 93% Positivitdt; p=0,553) geringer als bei
symptomatischen Patienten. Der Einfluss der Patientensymptomatik auf die Komponenten pPIK3CA und
pTSC2 konnte nicht statistisch ausgewertet werden, da alle Proben hierfiir positiv ausgepragt waren.

Die Patientensymptomatik zeigte keinen signifikanten Einfluss, allenfalls die geringe Tendenz einer erhéhten
Gesamtkomponentenauspragung bei den Patienten, bei denen zum Zeitpunkt des letzten Kontaktes noch
keine Fernmetastasierung vorlag (p=0,384)(siehe Abbildung 11).
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3.3.9. Einfluss des klinischen Verlaufs im Follow-up

Von 32 Patienten lagen uns zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups sichere Daten zum klinischen Verlauf vor
(91%, 9% lost to Follow-up). Bei den 32 in die Analyse integrierten Patienten unterschieden wir zwischen
kompletter Remission, einem stabilen Befund, der Progression und dem Versterben des Patienten. In diese
Kategorien wurden jeweils 15 (43%), 6 (17%), 9 (26%) und 2 (6%) Patienten zugeordnet.

Abbildung 12: Einfluss des Follow-ups auf die Komponenten des mTOR Pfades
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Auspragung der verschiedenen m-TOR Pfadweg-Komponenten in Abhangigkeit von den verschiedenen klinischen
Stadien im Verlauf: komplette Remission, stabiler Befund, Progression und Tod des Patienten. Jeweils 15, 6, 9 und 2
Patienten wurden in die beschriebenen Kategorien eingeordnet. Die Darstellung erfolgt als relative Auspragung mit
Angabe in % in Bezug auf die absolute Patientenanzahl in der jeweiligen Gruppe. Die Positivitdt von pPTEN war
deutlich reduziert bei den Patienten, die bereits verstorben waren im Vergleich zu den tibrigen Patienten (p=0,002; die
statistische Analyse erfolgte mittels Chi-Quadrat Test). Die ibrigen Komponenten p-Akt, p4E-BP1, p-mTOR (p=0,230;
p=0,385; p=0,165) zeigten keinen statistisch relevanten Unterschied. Alle Proben waren positiv ausgepragt fur pPIK3CA
und pTSC2, sodass diese Komponenten nicht in die statistische Auswertung integriert werden konnten und deshalb
hier nur deskriptiv dargestellt sind.

In unserem Patientenkollektiv zeigte sich eine geringere Positivitdt von pPTEN bei den bereits verstorbenen
Patienten im Vergleich zu den Ubrigen Patienten unseres Kollektivs (50% bei bereits verstorbenen Patienten
versus 100% Positivitdt bei noch lebenden Patienten; p=0,002). Die (ibrigen Komponenten p-Akt, p4E-BP1
und p-mTOR waren ohne signifikanten Unterschied im Vergleich, zeigten jedoch ebenfalls die diskrete
Tendenz einer geringeren Ausprdagung bei unglnstigerer klinischer Situation (jeweils fir die Verlaufe
komplette Remission, stabiler Befund, Progression und Tod p-Akt Positivitdt 80%, 67%, 56% und 0% mit
p=0,230; p-P1 87%, 100%, 89%, 50% mit p=0,385 und p-mTOR 87%, 100%, 100%, 50% mit p=0,165). Der
Einfluss des klinischen Follow-ups auf die Komponenten pPIK3CA und pTSC2 konnte nicht statistisch
ausgewertet werden, da alle Proben hierfiir positiv ausgepragt waren.

Das klinische Follow-up war ebenfalls nicht mit einem statistisch eruierbarem Unterschied in der
summierten Gesamtkomponentenanzahl assoziiert (p=0,285)(siehe Abbildung 12).
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4.Diskussion

4.1. Zusammenfassung

Unsere Arbeit demonstriert erstmals, dass NETs mit gastraler Lokalisation eine hohe mTOR-Aktivitat
aufweisen. Fiir die Uberpriifung dieser Hypothese haben wir 6 verschiedene mTOR-Pfadweg-Komponenten
und ihre Auspragung in histopathologischen Praparaten von gastralen NETs untersucht: pPTEN, pTSC2,
pPIK3CA, p4E-BP1, p-Akt und p-mTOR. Alle 6 Komponenten zeigten einen starken positiven linearen
Zusammenhang.

Darliber hinaus konnten wir im Rahmen zusatzlich durchgefiihrter Substudien Unterschiede in der
Auspragung von einzelnen Pfadwegkomponenten, sowie der Summe der gesamten Komponentenanzahl
evaluieren, abhdngig von verschiedenen klinischen und histopathologischen Parametern. So zeigten sich in
histopathologischen Untersuchungen signifikant unterschiedliche Einfllisse auf die Auspragung der mTOR-
Pfadwegkomponenten. Beispielsweise war eine zunehmende Entdifferenzierung (Grading von Stadium 1-3
zunehmend) mit einer Abnahme der Positivitdt der Komponenten p-mTOR und pPTEN, sowie mit einer
geringeren Auspragung der Gesamtkomponentenanzahl verbunden. Ebenfalls gab es einen Einfluss des
Tumor-Typs auf die Komponentenauspragung. Ein héherer Tumor-Typ (Einteilung von 1-4 zunehmend) war
durch eine Abnahme der Positivitat von p4E-BP1 und pPTEN charakterisiert. Mit zunehmendem ENETS-
Stadium (von 0-1V) zeigte sich eine Abnahme der Positivitdt von p4E-BP1. Bei Patienten mit hdherem Ki67%-
Index zeigte sich ebenfalls eine verminderte Positivitdit von pPTEN. Daneben wiesen auch klinische
Parameter einen Einfluss auf die Komponentenausprdagung auf. Eine schon zur Baseline oder im Laufe des
Follow-ups vorhandene Fernmetastasierung war mit einer signifikant geringeren Positivitdt von p4E-BP1,
sowie der Gesamtkomponentenanzahl vergesellschaftet. pPTEN war ebenfalls geringer positiv bei den
bereits verstorbenen Patienten in unserem Kollektiv. Interessanterweise konnte auch ein
geschlechterspezifischer  Unterschied beobachtet werden. Weibliche Patienten fielen im
histopathologischen  Prdaparat mit einer starkeren Positivitat von p4E-BP1, sowie der
Gesamtkomponentenanzahl im Vergleich zu mannlichen Patienten auf.

4.2. Klinischer Kontext und Bedeutung der Einzelkomponenten

Wir gehen von der Annahme aus, dass eine hohe mTOR-Aktivitat in Tumoren moglicherweise mit einer
héheren Ansprechrate auf eine Therapie mit mTOR-Inhibitoren vergesellschaftet sein kdnnte. Hier sehen
wir den zentralen klinischen Benefit dieser Arbeit, in der erstmals gezeigt wurde, dass gastrale NETs
abhangig von weiteren histopathologischen und klinischen Charakteristika durch eine mehr oder weniger
starke mTOR-Aktivitdt gekennzeichnet sind. mTOR-Inhibitoren werden routinemaRig bereits zur Therapie
bestimmter Tumorentitdten eingesetzt. Unsere Studie zeigte, dass von diesem therapeutischen Ansatz
moglicherweise ebenfalls Patienten mit gastral lokalisierten NETs profitieren kénnten. Insgesamt ist die
Studienlage beziiglich Therapieempfehlungen zu NETs des Magens aufgrund ihrer geringen Pravalenz
stellenweise uneinheitlich. Aktuell gangige Therapieschemata beinhalten primar endoskopische bzw.
operative Vorgehensweisen. Systemische Therapieoptionen, v.a. bei fortgeschrittenen Stadien, stehen
derzeit jedoch nur begrenzt zur Verfligung. In unserer Studie konnte dargestellt werden, dass der Einsatz
von mTOR-Inhibitoren einen zusatzlichen Behandlungsweg in der Therapie gastraler NETs darstellen kénnte.

Wir sind davon ausgegangen, dass in Bezug auf individuell optimierte Therapiestrategien eine genaue
Differenzierung und Betrachtung der Auspragung der verschiedenen einzelnen mTOR-Komponenten von

37



besonderer Bedeutung sein kdnnte. Grund dafiir ist, dass diese sich in ihrer spezifischen Rolle im m-TOR
Pfadweg und bezliglich ihrer Stellung innerhalb der Aktivierungskaskade, einschlieRlich ihrer letztendlichen
Wirkung auf die konkrete Proteinsynthese, bzw. in unserem Fall auf die Auspragung und Verlauf der
Tumorerkrankung, deutlich unterscheiden.

PTEN ist, wie in Kapitel 1.2.3.3. erwdhnt, ein wichtiges Tumor-Suppressor Protein. Ein Verlust des PTEN
exprimierenden Gens ist mit einer erhohten Tumorrate vergesellschaftet. In unserer Auswertung zeigte sich,
dass eine Minderexpression von PTEN insgesamt mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium eines eher
entdifferenzierten und mit schlechter Prognose vergesellschafteten Tumorleidens einherging.

Akt spielt als Inhibitor des seinerseits inhibierenden TSC1/TSC2-Komplexes und des ebenfalls inhibierenden
PRAS40 eine wichtige Rolle in der Aktivierung des mTROC1 Komplexes. Eine erhdhte Expression lieR sich
bei unserer Auswertung in nur ca. 2/3 der Proben nachweisen. Tendenziell nahm die Akt- Expression bei
Zunahme des Ki67-Index, Zunahme des ENETS Stadiums und Entdifferenzierung sowie Vorliegen von
Fernmetastasen ab, wenn auch jeweils ohne statistische Signifikanz. Insgesamt deutet dies darauf hin, dass
die Aktivierung des mTOR-Pfades, in prognostisch schlechteren Verldaufen, mit aggressiveren Tumoren, nicht
maRgeblich durch eine Akt vermittelte mTOR Hochregulierung ablauft.

4E-BP1 ist Teil des Downstream (siehe. Kap. 1.2.2.). 4E-BP1 ist in seiner nicht phosphorylierten Form aktiv
und inhibiert elFAE, welcher seinerseits ein zentraler Vermittler zwischen Ribosomen und mRNA ist. Durch
elFAE kommt es zur Bildung des Translationskomplexes und der Ubersetzung der mRNA-Information am
Ribosomen in eine Aminosduresequenz, somit letztendlich zum Proteinaufbau. Phsophoryliertes 4E-BP1
(p4E-BP1) wird inaktiviert. Damit entfdllt die Blockade von elF4E, womit dieses essentielle Element des
Proteinaufbaus seine Wirkung entfalten kann. In unserer Untersuchung sahen wir, dass abhangig vom
Tumortyp (numerisch aufsteigend), bei unglinstigerem ENETS Stadium entsprechend mit Vorliegen von
Metastasen, sowie bei weiblichem Geschlecht und im Antrum lokalisierten Entitdten p4E-BP1 statistisch
signifikant vermindert ausgepragt war. Ohne statistische Signifikanz, aber mit Tendenz zeigte sich bei
zunehmendem Grading (abnehmende Differenzierung) und héherer Mitoserate (zunehmender Ki67-Index)
auch hier eine geringere Positivitat von p4E-BP1. Zu lberlegen ware gewesen, ob erhdohte p4E-BP1 Werte
und damit eine vermeintlich erhohte Proteinsynthese zu einem verstiarktem Tumorwachstum und
letztendlich schlechterer Prognose filhren wirden. Ein solcher Zusammenhang lasst sich jedoch nicht
ableiten, es ist sogar ganz das Gegenteil der Fall. Aggressive Tumore mit schlechter Prognose scheinen sich
unabhangig von der Downstream Regulierung zu verhalten und unterliegen somit eher nicht mehr dem
mTOR Pfadweg. Hier scheinen andere Pathomechanismen fiir den Tumorprogress verantwortlich zu sein.
Eine weitere Erklarung kdnnte sein, dass erhohte p4E-BP1 Werte bei glinstigen Verlaufen, mit letztendlich
erhohter Proteinsynthese, zu einer vermehrten Expression von Proteinen fiihren, die an der Zell-Apoptose
beteiligt sind und so eher zum Tod von Tumorzellen fihren.

mTOR ist eine Thyrosinkinase und Bestandteil des mTORC1-Komplexes. Uber seine Kinasefunktion tibertragt
es Phosphatgruppen direkt auf andere Proteine. Es muss dazu selbst zundchst eine Phosphatgruppe
aufnehmen, wodurch es zeitweise in seine aktive Form als p-mTOR gebracht wird, und kann anschlieRend
diese Phosphatgruppe auf andere Proteine weitergeben. Hierzu gehdren das oben erwahnte 4E-BP1
(welches darauf zu p4E-BP1 wird ) und S6K1 (welches zu pS6K1 wird). Beide sind Bestandteile des
Downstreams und direkt an der Proteinsynthese beteiligt. Ein vermehrtes Vorliegen von p-mTOR kann
daher mit einer erhéhten Proteinsyntheserate assoziiert werden. Es zeigte sich in unserer Untersuchung fir
p-mTOR eine geringere Positivitdat bei geringer differenzierten Tumoren. Eine tendenziell geringere
Auspragung ohne jedoch statistische Signifikanz besteht bei numerisch aufsteigendem Tumortyp (Typ 1-4),
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einem héherem ENETS Stadium sowie einem erhéhten KI67 Index und bei weiblichem Geschlecht. Wie bei
allen zuvor untersuchten Komponenten scheint ein aggressiverer Tumorverlauf nicht maRgeblich vom
mTOR-Kinase Pfad abhangig zu sein.

Flr TSC2 und PIK3CA konnten keine statistischen Aussagen hinsichtlich des Tumorleidens getroffen werden,
da beide Komponenten bei allen Proben immer ausgepragt waren.

Die Auspragung dieser Komponenten zeigte sich in unserer Analyse in den verschiedenen klinischen und
histopathologischen Kontexten letztlich jedoch stets gleichermalRen und nie gegenlaufig. Somit sind unsere
sechs Komponenten in ihrer Wirkung als synergistisch zu betrachten.

Darliber hinaus haben wir im Rahmen unserer Analyse Subgruppenvergleiche zwischen verschiedenen
klinischen und histopathologischen Faktoren durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass man beziiglich des
mTOR Stoffwechsels und der Komponentenauspragung ebenfalls von interindividuellen Unterschieden
ausgehen muss. Diese betreffen offensichtlich nicht nur histopathologische Aspekte, sondern ebenfalls
klinischen Faktoren, wie z.B. das Geschlecht.

Der Vergleich in der Auspragung von mTOR-Pfadwegkomponenten zwischen mannlichen und weiblichen
Patienten zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied. In unserem Kollektiv war eine Frauen-zu-
Manner-Verteilung von nahezu 1:1 vorhanden (19 versus 16 Patienten). Ebenfalls gilt fiir beide Geschlechter
gleichermalien, dass bei den meisten Patienten der Tumor Typ 1 vorlag, bzw. sich der Tumor im ENETS-
Stadium 0 oder | befand. Gleiches gilt fur das Grading: in beiden Gruppen zeigte sich bei ca. 2/3 der
Patienten in der histopathologischen Untersuchung ein Grading von |. Der Unterschied in der Anzahl an
Gesamtkomponenten und p4E-BP1 im Speziellen zwischen den méannlichen und weiblichen Patienten kann
dementsprechend nicht in Zusammenhang mit einer unterschiedlichen Verteilung von histopathologischen
Merkmalen wie dem Grading/Tumortyp gesehen werden, sondern liegt moglicherweise unterschiedlichen
endokrinologischen oder stoffwechselphysiologischen Merkmalen zugrunde, die zwischen den
verschiedenen Geschlechtern variieren. Auf die Unterschiede zwischen Mdnnern und Frauen wurde bereits
in Kapitel 1.1.3 hingewiesen. Schon in vorhergehenden Studien zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der Haufigkeitsverteilung von gastralen NETs in Anbetracht der Risikofaktoren (positive Familienanamnese,
Diabetes mellitus) zwischen beiden Geschlechtern. Auch unsere Untersuchungen bestdtigen einen
Geschlechterunterschied und deuten auf eine enzymatische Ursache hin, die sich histopatholgisch u.a. in
der Auspragung des mTOR Pfadweges wiederspiegelt. Ein Erklarungsansatz konnte sein, dass es
Unterschiede in der enzymatischen Auspragung der in den mTOR-Pfadweg involvierten Enzyme gibt oder
geschlechterspezifische Unterschiede im Aktivierungs- oder Inaktivierungsverhalten vorliegen.

Ahnliches konnte bisher im Rahmen von Stoffwechselerkrankungen wie z.B. der koronaren Herzkrankheit
gezeigt werden. Hierbei stellte sich geschlechterspezifisch ein unterschiedliches Stoffwechselverhalten dar,
resultierend in der Ableitung verschiedener Therapieansatze bzw. individuell angepasster Therapieschemata
fur mannliche und weibliche Patienten ** . Ahnliche Kausalititen kdnnten auch den NETs zugrunde liegen.
Dies musste zukinftig in groBer angelegten Studien untersucht werden. Moglicherweise besteht auch hier
ein Bedarf an individualisierten Therapieansatzen nicht nur fir unterschiedliche histopathologische oder
klinische Merkmale, sondern ebenso fiir die beiden jeweiligen Geschlechter. Eine Herausforderung fiir die
Durchfiihrung methodisch guter Studien bleibt hierbei, dass es sich bei den gastralen NETs noch immer um
seltene Tumore mit geringer Pravalenz handelt.

Insgesamt konnte bei entsprechenden Patienten mit gastralen NETs ein alternatives Therapieschema mit

mMTOR-Inhibitoren diskutiert werden, was insbesondere aufgrund der gestiegenen Inzidenz und der aktuell
noch sehr sparlichen Studienlage zu gastralen NETs klinisch relevant ist. Zusammenfassend ergibt sich im
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Hinblick auf individuell optimierte Therapieschemata flir die NETs des Magens folgende Hypothese:
Aufgrund der geringeren Auspragung von mTOR-Pfadwegkomponenten bei weniger gut differenzierten
Tumoren, bei fortgeschrittenen Tumorstadium, einem hoherem Ki-67%-Index oder bei weiblichen Patienten
sollten nach Moglichkeit weiterhin konventionelle Therapieansatze verwendet werden. Der Gebrauch von
mTOR-Inhibitoren kdnnte sich insbesondere als vorteilhaft erweisen bei mannlichen Patienten, friiheren
Tumorstadien, guter histopathologischer Differenzierung und einem kleinerem Ki-67% Index, sofern ein
konventionelles Vorgehen nicht méglich ist. Die Durchfiihrung weiterer Studien zur Uberpriifung dieser
Hypothese ist jedoch notwendig.

4.3. Vergleich mit anderen aktuellen Studien

In dieser Arbeit wurden erstmals spezifisch die sehr seltene Gruppe der neuroendokrinen Tumore des
Magens in Hinblick auf den mTOR Pathway untersucht. Ein Vergleich mit anderen Studien fallt daher sehr
schwer, da sich keine Studie finden lasst, in der ein gleiches Vorgehen beschrieben wurde. Die jedoch
zahlreichen Studien und Metaanalysen hinsichtlich des mTOR Pfades bei neuroendokrinen Tumoren
jedweder Lokalisation beleuchten ausgiebig die Aktivitdt, Expression und pradiktive Faktoren fir ein
Ansprechen auf mTOR-Inhibitoren.

Zusammenfassend lasst sich dabei sagen, dass in allen neuroendokrinen Tumorentitaten der mTOR Pathway
hochreguliert oder aktiviert war **. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen unserer Arbeit. Ob
sich aus einer erhohten mTOR Aktivitat jedoch auch eine therapeutische Empfehlung ableiten lasst, kann
derzeit nicht mit letzter Sicherheit geklart werden. Pradiktive Marker fiir eine prazise prognostische Aussage
zur Wirksamkeit einer Therapie mit den durchaus nicht glinstigen und nicht selten mit Nebenwirkungen
behafteten mTOR Inhibitoren stehen derzeit nicht zur Verfigung *. Jedoch zeigten Erfahrungswerte, dass
bei der Therapie von pNETs mit Everolimus das progressionsfreie Uberleben deutlich verldngert werden
konnte. Es folgten daher klinische Studien, die kldren sollten, wie sich das progressionsfreie Uberleben von
Patienten mit Nicht-pNETs unter einer Therapie mit Everolimus verhalt. Die bereits erwdahnte RADIANT-4
Studie ist die bislang GrofSte dieser Art. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es unter einer Therapie mit
Everolimus zu einem signifikanten Anstieg des progressionsfreien Uberlebens kommt bei gleichzeitig
therapiebedingten milden bis moderaten Begleiterscheinungen (Stomatitis, Infektionen, Diarrhde, Odeme,
Fatigue). Jedoch wurden hierbei die Tumorentitdten des Gastrointestinal-Traktes zusammen mit denen des
bronchopulmonalen Systems betrachtet. Dabei hatten von den 302 eingeschlossenen Patienten mit NET ca.
30% einen pulmonalen Ursprung. Auch wenn aus embryologischer Sicht der Verdauungs- und
Atmungstrakt aus einem gemeinsamen Keimblatt, dem Endoderm, hervorgehen, sowie die Zellen des DNES
gemeinsam dem Neuroektoderm entstammen, prasentieren sich gastrointestinale und pulmonale NETs in
der Klinik sehr unterschiedlich. Eine Differenzierung zwischen gastrointestinalen und pulmonalen Tumoren
im Hinblick auf die Therapieeffektivitdit von mTOR Inhibitoren erscheint sinnvoller als die gemeinsame
Betrachtung beider Entitdten. In der gastrointestinalen Subgruppenanalyse von Singh et al. erfolgte ca. ein
Jahr nach Erscheinen der Studie schlieRlich erstmals eine getrennte Evaluation *°. Es zeigte sich dabei, dass
das progressionsfreie Uberleben in der Everolimus Gruppe 13,1 Monate betrug, wahrend es in der Placebo-
Vergleichsgruppe bei 5,4 Monaten lag, womit durchschnittlich ein progressionsfreies Uberleben von 7,7
Monaten erzielt werden konnte. Ferner wurde zur Minimierung des statistischen Effekts kleiner Subgruppen
mit nur wenig Fallzahlen, wie z.B. beim Magen und Jejunum, eine Unterteilung in zwei grofle Subgruppen
unternommen. Es wurde in eine Gruppe mit Tumorursprung im Mitteldarm und eine Gruppe dessen
Tumorursprung auBerhalb des Mitteldarms liegt untergliedert. Bei der Gruppe mit Nicht-Mitteldarm
Tumoren, wozu die Magen-NETs zihlen, zeigte Everolimus ein verlidngertes progressionsfreies Uberleben
von 6,2 Monaten und eine 73%ige Verringerung des Risikos fiir einen Progress oder Tod. Anzumerken ist
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jedoch, dass von den 60 Patienten in der Nicht-Mitteldarm Gruppe nur 11 Patienten einen NET des Magens
aufwiesen und von diesen 11 wiederrum nur 7 in der Everolimusgruppe waren. In wieweit also die
Ergebnisse der RADIANT-4 Studie auf Patienten mit einem neuroendokrinen Tumor des Magens Ulbertragbar
sind, kann nicht mit letzter Sicherheit beurteilt werden. Insgesamt deutet jedoch vieles daraufhin, dass es
eine ausgepragte Aktivitdit des mTOR-Pfades in samtlichen NETs gibt, einschlieBlich denen des Magens.
Unsere Arbeit konnte diese Vermutung ebenfalls untermauern. Ob eine Therapie mit mTOR-Inhibitoren im
individuellen Fall einen prognostischen Vorteil bringt, kann derzeit jedoch nicht vorhergesagt werden.

4.4. Limitationen und Stirken unserer Arbeit

Diese Arbeit wurde als retrospektive Studie durchgefiihrt mit einem relativ kleinen Patientenkollektiv von
n=35. Diese Patienten wurden in einem singuldaren Zentrum mit dem Setting eines Universitatsklinikums
(Charité Universitatsmedizin Berlin; Station fiir Innere Medizin, Gastroenterologie und Infektiologie)
eingeschlossen.

Herausforderung der zu untersuchenden Erkrankung allgemein ist, dass es sich um eine sehr seltene Entitat
mit entsprechend geringer Pravalenz handelt. Aus diesem Grund kann eine groRBe randomisierte doppelt
verblindete Studie in diesem Kontext nur schwer durchgefiihrt werden. Die Charité Universitatsmedizin
Berlin verflgt iber ein spezialisiertes Zentrum fiir neuroendokrine Erkrankungen und ist seit 2009 von der
Europdischen Gesellschaft fiir Neuroendokrine Tumoren (ENETS)als erstes Exzellenzzentrum fir
neuroendokrine Tumore europaweit zertifiziert worden. Dementsprechend kann von einer im Vergleich zu
anderen Kliniken relativ hohen Fallzahl an Patienten ausgegangen werden. Soweit bekannt wurden jene
Patienten an der Charité mit einem von 2007 bis 2012 diagnostizierten gastralen NET (histopathologish
gesichert und entsprechendes histologisches Material vorliegend) retrospektiv eingeschlossen, was in der
Summe trotzdem ein sehr (ibersichtliches Patientenkollektiv von knapp mehr als 30 Patienten ergeben hat.
Wir haben aus diesem Patientenkollektiv das Hochstmal an Informationen eruiert und eine weiterfiihrende
Subgruppenanalyse unter Berlicksichtigung aller von uns erhobenen klinischen und histopathologischen
Charakteristika durchgefihrt.

Im Rahmen unserer Subgruppenanalysen haben wir verschiedene klinische und histopathologische
Parameter untersucht, welche moglicherweise nicht vollstandig getrennt und unabhangig voneinander
betrachtet werden kdnnen. Beispielsweise waren bei allen Patienten, die im Follow-up verstorben sind,
bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Fernmetastasen vorhanden, bei den brigen Patienten lag nur in ca.
1/5 der Falle initial eine Fernmetastasierung vor. Vergleicht man zum Beispiel Patienten mit bereits
eingetretener Fernmetastasierung mit Patienten ohne Fernmetastasen bzgl. ihres Gradings und ihres
Tumorstadiums, zeigen sich auch hier relevante Differenzen, die eine komplett unabhingige Betrachtung
ausschlieBt. Ca. 80% der Patienten mit Fernmetastasen zeigten histopathologisch ein Grading von Il oder I,
bei Patienten ohne Fernmetastasierung war in 80% der Falle ein Grading von | nachweisbar. Dasselbe gilt flr
den Tumortyp. Bei nahezu der Halfte der Patienten mit bereits eingetretener Fernmetastasierung zeigte sich
ein Tumortyp 4, ca. 85% der Patienten ohne Fernmetastasen zeigten in der histopathologischen
Untersuchung einen Tumortyp 1. Es gibt also in unserem Kollektiv einen Zusammenhang zwischen der
Fernmetastasierung, dem Follow-up, dem Grading und dem Tumortyp. Patienten mit einem klinisch
fortgeschrittenerem Tumorstadium und schnellem Verlauf zeigen haufig in der histopathologischen
Untersuchung ebenfalls einen maligneren, entdifferenzierteren Befund.
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Insgesamt ist aufgrund der nur geringen Patientenzahl auch nur von einer eingeschrankten Aussagekraft der
statistischen Auswertung auszugehen. Es miissen insbesondere die grenzwertig statistisch signifikanten
Werte (p-Wert nur knapp unterhalb 0,05) als eingeschrankt aussagefahig betrachtet werden. Vor diesem
Hintergrund kénnen keine therapeutischen Strategien, insbesondere in den fortgeschrittenen Stadien, von
denen in unserer Studie nur vergleichsweise wenige eingeschlossen werden konnten, sicher abgeleitet
werden.  Nichtsdestotrotz haben wir, in Kenntnis des nur geringen Patientenkollektives, unsere
statistischen Tests so ausgewahlt, dass die nur kleine Fallzahl auf die statistische Aussagekraft einen
moglichst geringen Einfluss hat.

Fir zukilnftige Untersuchungen ware es interessant, entsprechende Hypothesen, die sich aus der
Auswertung dieses kleinen unizentrischen Patientenkollektivs ergeben, in einem gréBeren Setting zu testen.
In einem ersten Schritt konnte eine grol} angelegte retrospektive Studie durchgefiihrt werden, die den
Vorteil hat, dass man das Patientenkollektiv maximieren kann. Sinnvoll wéare insbesondere in Hinblick auf
die Maximierung des Patientenkollektivs, mehrere Zentren in eine solche Auswertung zu integrieren. Mit
einem entsprechend grofleren Patientenkollektiv kdnnte dann auch die Durchfiihrung einer prospektiv
angelegten klinischen Studie in einem néachsten Schritt diskutiert werden. Hierbei kénnten Patienten
entweder eine zusatzliche Therapie mit mTOR-Inhibitoren zum konventionellen Schema erhalten und dieses
Vorgehen mit einer rein konventionellen Therapie verglichen werden, beispielweise im Rahmen einer
randominiserten kontrollierten klinischen Studie.

4.5. Schlussfolgerung

Es existiert eine hohe Aktivierung von mTOR-Komponenten in gastralen NETs mit einer hohen Korrelation
der einzelnen Komponenten untereinander. Hieraus lasst sich ableiten, dass pharmakologische mTOR-
Inhibitoren eine mogliche zusatzliche therapeutische Strategie in der Behandlung von gastralen NETs
darstellen kdnnen. Es existieren interindividuelle Unterschiede in Abhangigkeit von histopathologischen und
klinischen Charakteristika, die bei entsprechender Therapie berticksichtigt werden sollten, um eine optimale
Therapie von Patienten mit diesem seltenen Tumor zu ermoglichen. Dabei deutet insgesamt Vieles
daraufhin, dass gut differenzierte, sich in einem friihen Tumorstadium befindliche gastrale NETs eine
erhohte mTOR Pfadwegkomponenten- Auspragung zeigen und damit eher einer Therapie mit mTOR
Inhibitoren zuganglich waren. Fortgeschrittene Tumore zeigen sich eher unabhdngig von der mTOR
Regulation. Eine medikamenttse Inhibierung erscheint unter diesen Aspekten im Hinblick auf eine
Tumortherapie bei fortgeschrittenen Tumoren weniger erfolgsversprechend zu sein.
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5.Anhang

Anonymisierte und randomisierte tabellarische Auflistung der jeweiligen demographischen, klinischen und histopathologischen Daten der Patienten

Geburtsjahr
1958
1941
1954
1938
1951
1960
1958
1965
1968
1946
1948
1956
1953
1957
1961
1971
1941
1930
1934
1962
1958
1941
1942
1942
1949
1956
1968
1960
1955
1944
1940
1957
1963
1963
1967

miw Lokalization

=

Corpus

Corpus

Diffus

Fundus

Corpus

Antrum und Corpus
Corpus

Corpus

Corpus

Antrum

Corpus

Corpus

Corpus

Corpus

Corpus

Antrum

Antrum

Corpus

Corpus

Corpus

Antrum und Corpus
Corpus

Corpus

Corpus und Fundus
Corpus und Fundus
Carpus und Antrum
Corpus

Corpus

Corpus

Diffus

Corpus

Corpus

Corpus

Fundus

Corpus

223333 3==3==233==s3=s3==x3=s33=3=s=s=s=2¢=z33

Tumortyp Grading G Kj67-Index

1

2
1
3
3
2
1
1
1
1
2
3
1
2
1
2
2
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
3
1
1
1
1
2

1,00%
2.00%
2.00%
2.00%
2-4%
2-10%
1,00%
2-3%
%
5,00%
30,00%
25,00%
%
15-20%
1,00%
2,00%
10,00%
%
2,00%
%
5,00%
%
1,00%
2.00%
2.00%
1,00%
5-10%
1,00%
15%
25,00%
%
2.00%
7.00%
2.00%
5,00%

Erstdiagnose Symptomatik

2004

2011
2007
2005
2010

2010
2006
1988
2008
2009

2011
2008
2010
2011
1986
2007
2004
2000
2003

2010
2012
2002
2009
2004
2004
2004
2010
2011
2012

2008

keine

keine

keine
Tumorkachexie
keine

keine

keine
Magenschmerzen
keine
Magenschmerzen
keine

Abdominale Schmerzen

keine
keine
keine
keine
keine
keine

Abdominale Schmerzen

Magenschmerzen
keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

Ubelkeit
IMagenschmerzen

Fernmetastasierung
keine

keine

Hepatisch
Hepatisch

keine

keine

keine

keine

keine

keine

Hepatisch
Hepatisch, Peritoneal
keine

Hepatisch, Ossar
keine

keine

keine

Hepatisch

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

keine

Hepatisch

Ossar, hepatisch, pulmonal
keine

keine

Hepatisch

keine

keine

Therapie

Unbekannt

Unbekannt

Unbekannt

Gastrektomie
Gastrektomie
Endoskopische Resektion
Unbekannt
Endoskopische Resektion
Endoskopische Resektion
Endoskopische Resektion
Octreotid

Gastrektomie

Unbekannt
Radiopeptidrezeptortherapie
Endoskopische Resektion
Endoskopische Resektion
Gastrektomie

Unbekannt

Gastrektomie

Unbekannt

Unbekannt
Endoskopische Resektion
Unbekannt

Unbekannt
Endoskopische Resektion
Unbekannt

Unbekannt

Gastrektomie
Gastrektomie
Chematherapie
Unbekannt
Endoskopische Resektion
Lokalexzision
Gastrektomie
Magenteilresektion

Verlauf
Remission
Remission
Progress
Stabile Desease
Stabile Desease
Remission
Unbekannt
Remission
Remission
Stabile Desease
Progress

Tod

Remission
Progress
Remission
Remission
Remission
Unbekannt
Remission
Remission
Stabile Desease
Stabile Desease
Unbekannt
Progress
Remission
Progress
Progress
Remission
Progress

Tod

Stabile Desease
Remission
Progress
Progress
Remission

Follow-Up bi=s
06/2014
01/2006
08/2015
01/2015
04/2015
02/2012

11/2012
10/2006
01/2008
02/2010
06/2010
01/2010
03/2018
09/2009
01/2010
04/2015

092011
07/201
09/2009
032016

032013
02/2015
08/2012
032012
11/2015
032013
04/2008
11/2011
08/2011
0772015
11/2009
08/2015
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