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1 Abstract

1 Abstract

1.1 Deutsche Fassung

Die Prognoseabschatzung von neuroendokrinen Neoplasien (NEN) ist nur mit viel Er-
fahrung und unter Einbeziehung verschiedener Fachdisziplinen mdglich. Derzeit sind
Ki-67, der Proliferationsmarker im Tumorgewebe, bzw. die Mitosezahl die bedeutsams-
ten Marker, die Aussagen uber die Prognose treffen kdnnen.

Etablierte Tumormarker bei NEN sind Chromogranin A (CgA) und Serotonin insbeson-
dere beim Karzinoidsyndrom. CgA kann sowohl im Gewebe, als auch im Serum oder
Plasma bestimmt werden. Allerdings bleibt CgA auch nach langjahrigem klinischem
Einsatz in seiner prognostischen und pradiktiven Wertigkeit unbefriedigend. Zudem
existieren unterschiedliche Messmethoden, aber kein standardisierter Assay. Eine op-
timale Standardisierung der CgA-Diagnostik sowie die Etablierung neuer Biomarker
wird bendtigt um die Einschatzung des Tumorverhaltens zu verbessern.

Die Angiogenese spielt eine bedeutende Rolle bei NEN, wird aber durch etablierte

prognostische Biomarker nicht abgebildet. Ziel dieser Arbeit soll die Untersuchung des
Wachstumsfaktors “Placental Growth Factor® (PIGF), sowie des Inhibitors “soluble

Fms-related Tyrosinkinase-1“ (sFlt-1) als prognostischer und pradiktiver Biomarker bei
Patienten mit NEN sein. Ferner soll der robusteste CgA-Assay identifiziert und mit der
Wertigkeit von PIGF verglichen werden.

Von Patienten mit histologisch gesicherten NEN erfolgten Blutentnahmen zur Bestim-
mung von CgA, PIGF, sFlt-1 und Serotonin. Zur Messung der Biomarker wurden etab-
lierte, in die Routinediagnostik von NEN (CgA, Serotonin) oder Praeklampsie (PLGF,
sFlt-1) zugelassene Assays verwendet.

Hierbei wurden zwei Patientenkollektive (Kollektiv I mit Einpunktmessungen, 132 Pati-
enten, hiervon 49 Patienten Midgut-NEN, 28 Patienten Pankreas-NEN, Kollektiv Il mit
repetitiven Messungen, 19 Patienten) untersucht.

Beim Kollektiv | erfolgte eine Korrelation von Biomarkern mit dem Tumorverlauf. Beim
Patientenkollektiv 1l wurden Biomarker vor und nach einer Somatostatin-Analoga-
Therapie (SSA) gemessen.

Im Methodenvergleich wurde fiir CgA der KRYPTOR-Assay aufgrund stabiler Ergebnis-
se, einer automatisierten Handhabung, einer hohen Sensitivitat und Effizienz als die

beste Methode evaluiert. Nichtsdestotrotz wiesen 25% der Patienten mit fortgeschritte-



1 Abstract

nen Tumoren einen normalen CgA-Wert auf.

In der Gesamtkohorte waren samtliche untersuchten Biomarker bei Patienten mit NEN
erhoht. Der prognostische Wert konnte fir CgA und PIGF bestétigt werden. In der mul-
tivariaten Datenanalyse zeigte PIGF einen Mehrwert gegentber CgA bei der Einschat-
zung der Zeit bis zur Tumorprogression (TTP). CgA und Serotonin zeigten nach SSA-
Einleitung einen Abfall in den dynamischen Messungen. Fur CgA konnte diesbeztiglich
ein pradiktives Potential nachgewiesen werden.

Zusammenfassend besitzt PIGF das Potential als prognostischer Tumormarker bei
NEN, vor allem im fortgeschrittenen Krankheitsstadium genutzt zu werden bei Patien-
ten, die keine CgA-Erhohung aufweisen. Aufgrund moglicher Storfaktoren sollten weite-
re Untersuchungen erfolgen, um erhdhte PIGF-Werte richtig interpretieren zu kénnen.
Die klinische Relevanz von sFlt-1 bleibt ungewiss. Uberdies bewahrt sich CgA zum Mo-

nitoring des Verlaufs bei SSA-Therapie.

1.2 Englische Fassung

Prognosis estimation of neuroendocrine neoplasia (NEN) remains a clinical challenge
best addressed by multisicipinary expert teams. Currently, tissue based determination
of the proliferation marker Ki-67 or the number of mitoses combined with morphological
assessment of differentiation provide the best available prognostic information. Estab-
lished tumor markers in NEN are chromogranin A (CgA) and serotonin especially in car-
cinoid syndrome. CgA can be detected not only in tissue, but also in serum or plasma.
Despite CgA long-term clinical use, its prognostic and predictive value has remained a
matter of debate with different measuring methods as additional confounders. Optimal
standardization of CgA diagnostics and the development of new biomarkers are thus
needed to improve the assessment of tumor behavior.

Angiogenesis plays an important role in NEN, but is not reflected by established prog-
nostic biomarkers. This work therefore investigated "Placental Growth Factor" (PIGF)
and the inhibitor "soluble Fms-related tyrosine kinase-1" (sFlt-1) as prognostic and pre-
dictive biomarker in patients with NEN. Furthermore aimed to identify the most robust
CgA assay and to compare the prognostic an predictive performace of CgA and PIGF.
Circulating CgA, PIGF, sFlt-1 and serotonin were determined in established assays ap-
proved for routine diagnosis in NEN (CgA, Serotonin) or preeclampsia (PLGF, sFlt-1).
Samples from 2 patient groups with histologically proven NEN were examined. In collec-

2



1 Abstract

tive | single-point biomarker measurements with the course of the disease (132 patients,
49 patients midgut NEN, 28 patients pancreatic NEN), in collective Il (19 patients), bi-
omarkers were measured before and repeatedly after a somatostatin analogue (SSA)
therapy.

The KRYPTOR assay emerged as best method for CgA determinations due to stable
results, automated handling, high sensitivity and efficiency.

In the overall cohort, all biomarkers were elevated in patients with NEN. However, 25%
of patients with advanced tumors had normal circulating CgA. Monovariate analysis
identified CgA and PIGF as prognostic parameters with respect to time to disease pro-
gression (TTP). Multivariate data analysis confirmed PIGF but not CgA as an independ-
ent parameter for TTP. CgA and serotonin showed a drop in dynamic measurements
after initiation of SSA. For CgA, a predictive potential could be demonstrated.

In summary, PIGF emerged a promising prognostic tumor marker in NEN, especially in
advanced stage disease and patients with normal CgA levels, encouraging further eval-
uation in NEN. The clinical relevance of sFlt-1 remains uncertain. In addition, CgA is

also successful in monitoring the progress of SSA therapy.



2 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Definition Neuroendokrine Neoplasie

Neuroendokrine Neoplasien sind epitheliale Tumore, die neurosekretorische Vesikelpro-
teine besitzen. Die immunhistochemische Analyse mit Nachweis von Synaptophysin in
small-dense-core-Vesikeln oder von Chromogranin A in large-dense-core-Vesikel ist fur
die Diagnose NEN definierend (1). NEN entwickeln sich phanotypisch aus dem disse-
minierten neuroendokrinen Zellsystem durch maligne Entartung (2, 3). In etwa 67% der
Falle ist der Primartumor im gastroenteropankreatischen (GEP) System, zu 25% im
tracheobronchopulmonalen (4). Zu den seltenen Primartumorlokalisationen zahlen unter

anderem das Ovar oder der Thymus (4).

2.2 Klinische Charakteristika

NEN stellen eine heterogene Gruppe von Neoplasien dar, die Besonderheiten bezlglich
ihrer Biologie durch genetische, funktionelle, organspezifische und prognostische Diver-
sitat aufweisen (5-7). Diese Tumorart gehdrt mit einer Inzidenz von 6,98 Personen pro
100.000 Einwohner (2012) zu den seltenen Tumorentitaten (8).

In etwa 21% der Féalle manifestiert sich klinisch eine hormonell bedingte Funktionalitat
im Sinne eines Hypersekretionssyndrom (9, 10). Die Leitsymptome bei Patienten mit
klinischer Funktionalitat variieren je nach Hormonuberschuss. Sie reichen von Flush,
Diarrhoe, Bronchospasmus und Herzinsuffizienz durch Endokardfibrose bei dem Kar-
zinoidsyndrom (11-14) bis zu multiplen peptischen Ulcera, rezidivierenden Diarrhoen
und gastroosophagealen Reflux beispielsweise beim Gastrinom in Form des Zollinger-
Ellison-Syndroms (12, 14).

Die Mehrheit der NEN weist klinisch keine endokrinologische Symptomatik auf und wird
als nichtfunktionelle NEN Kklassifiziert (7). Die assoziierten Beschwerden sind haufig
nicht spezifisch. Auch bei nichtfunktionellen NEN kann eine Produktion von Peptidhor-
monen und biogenen Aminen vorliegen, die als Folge der hepatischen Metabolisierung
asymptomatisch bleibt (3, 15). Besonders hormoninaktive NEN werden meist erst in
einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (3, 14, 15). So weisen circa 70%-76%

der Patienten bei Erstdiagnose bereits Metastasen auf (16, 17).
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2.3 Molekulare Charakteristika

Die Mehrzahl der NEN tritt sporadisch auf. Nur ein sehr kleiner Teil dieser Tumorgruppe
ist hereditar bedingt im Rahmen komplexer familidrer endokriner Syndrome (9, 18).
Hierzu zahlt das multiple endokrine Neoplasie Typ 1 (MEN1) -Syndrom mit Ausbildung
von Malignome in der Nebenschilddrise, Adenohypophyse und im gastroenteropankre-
atischen Trakt (18-20). Die inaktivierende MEN-1-Gen-Mutation fihrt unter anderem in
etwa 40% der Patienten mit MEN1-Syndrom zu kleinsten multiplen Gastrinomen vor
allem im Duodenum oder Pankreas (19, 20). Bemerkenswert ist jedoch, dass haufig
auch sporadisch auftretende pankreatische NEN insbesondere Gastrinome sowie NEN
in der Lunge (Karzinoide) inaktivierende Mutationen im MEN1-Gen aufweisen (21-25).
Neben der haufigen Mutation im MEN1-Gen wurden in sporadischen pankreatischen
NEN ebenso Inaktivierungen im VHL- und TSC1/2-Genen und Hyperaktivierungen in
PIBK/mTOR-Signalweggenen gefunden (26). Vor kurzem wurde die Inaktivierung der
Gene ATRX und DAXX in pankreatischen NEN erkannt. In der Molekularpathogenese
von pankreatischen NEN wird diese Inaktivierung des ATRX/DAXX-Komplexes bei der
spaten neoplastischen Transformation eine bedeutende Rolle zugesprochen. Die Inak-
tivierung fuihrt zu einer alternativen Verlangerung der Telomeren und korreliert mit hbhe-
ren Tumorstadien. Der Nachweis der Inaktivierung von ATRX und DAXX im Gewebe ist
zudem mit einer schlechteren Prognose assoziiert (26).

DarlUber hinaus wurden weitere gewebebasierte Marker fir die prognostische Einschat-
zung identifiziert. So findet sich haufig eine HIC-1-Promotormethylierung - einem nach-
geschalteten Gen von TP53 bei NEN im Pankreas. Seine Expression ist im Gewebe
messbar und ist mit einer besseren Prognose assoziiert. Des Weiteren liegt in circa 20-
50% eine vermehrte Methylierung des Gens CDKN2A in pankreatischen NEN vor. Als
negativer Regulator des Zellzyklus fihrt sein Funktionsverlust zu einer vermehrten
Proliferation und korreliert mit einer schlechten Prognose. Ferner kann eine Hypomethy-
lierung der Gene LINE1 und ALU im Gewebe von NEN vorliegen und ebenso mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sein (27).

Inzwischen liegen auch Transkriptomanalysen von pankreatischen (24, 28, 29) bzw.
pankreatischen und intestinalen NEN (30) vor, aus denen komplexe Signaturen abgelei-
tet wurden, die NEN Subgruppen mit unterschiedlicher Tumorbiologie identifizieren.

Bisher finden derartige Signaturen allerdings keine Anwendung in der Klinik.
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2.4 Prognostischer Stellenwert von NEN-Klassifizierungen

Trotz der gemeinsamen neuroendokrinen Herkunft variiert die 5- und 10-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten mit NEN in Abhangigkeit von der Primartumorlokalisation
und PrimartumorgrofRe sowie der Metastasierung, der histologischen Differenzierung
und einer eventuell vorliegenden Funktionalitat (17, 31). Diese finden in der Weltge-
sundheitsorganisation (WHO)-Klassifikation von 2010/2017/2019 und in der TNM-
Klassifikation der Union for International Cancer Control (UICC) Berticksichtigung.
Neuroendokrine Neoplasien werden nach der WHO in neuroendokrine Tumore (NET),
G1 und G2, die zusammen etwa 90% der NEN ausmachen, und in G3-NEN klassifiziert.
Die Gradeinteilung G1, G2 oder G3 beschreibt hierbei das Proliferationsverhalten von
NEN anhand des Proliferationsmarkers Ki-67 in % oder der Mitosezahl im Schnittprapa-
rat (32, 33). G1 umfasst einen Proliferationsgrad kleiner, gleich 2%, G2 von 3 bis 20%,
und G3 entspricht einem Proliferationsgrad gréRer 20% (32). Im Jahre 2017 aktualisier-
te die WHO die G3 Klassifikation fur Neoplasien mit Primarius im Pankreas (34, 35), im
Jahr 2019 fir GEP-NEN (36). Demnach werden G3-Neoplasien nach der histologi-
schen Differenzierung in hochdifferenzierte neuroendokrinen Tumore und schlechtdiffe-
renzierte neuroendokrine Karzinome (NEC) unterteilt (34-36). AuRerdem verschiebt sich
der cut-off zwischen G1 und G2 derart, dass Tumore mit Ki-67 Fraktionen <3% in der
G1 Gruppe zusammengefasst werden (34).

Der alte Begriff Karzinoid, der 1907 von Oberndorfer eingefihrt und gepréagt wurde (37,
38), behalt auch in der aktuellen Klassifikation bei G1-Neoplasien seine Giltigkeit (33).
Die WHO ist der Auffassung, dass alle NEN ein gewisses malignes Potential besitzen,
sich jedoch in der Metastasierungswahrscheinlichkeit voneinander unterscheiden (33).
Unter Beriicksichtigung der Tumorbiologie erhalt daher diese Klassifikation eine prog-
nostische Aussagekraft (33, 39). Darlber hinaus werden die NEN nach den TNM-
Stadien der ENETS (European Neuroendocrine Tumor Society) und der AJCC (Ameri-
can Joint Committee on Cancer) beziehungsweise UICC stratifiziert. In diesen Syste-
men werden die Neoplasien nach den Parametern Tumorgrof3e und -infiltrationstiefe
[T], Lymphknotenstatus [N] und Fernmetastasierung [M] getrennt dargestellt und an-
schlieend den Tumorstadien | bis IV zugeordnet. Die TNM-Klassifikation erlangt
dadurch unter den Prognosefaktoren derzeit einen grof3en Stellenwert (39-43). Ferner
wurden NEN durch Williams und Sandler 1963 nach lediglich embryogenetischen Krite-

rien in Foregut (Lunge, Oesophagus, Magen, proximales Duodenum, Pankreas), Midgut
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(distales Duodenum, Jejunum, lleum, Zékum, Appendix, Colon ascendens) und Hindgut
(Colon transversum, Colon descendens, Sigmoid, Rektum) eingeteilt (38).

Die prognostische Einschatzung dieser Systeme weist allerdings gerade im Stadium IV
mit bereits stattgefundener Metastasierung Limitationen auf.

Um die Prognose im Stadium IV abschatzen zu kénnen, bedarf es daher weiterer Mar-
ker.

2.5 Zirkulierende Biomarker bei NEN

Hierbei bieten sich zirkulierende Biomarker, die im Blut oder auch im Urin gemessen
werden konnen, an. Als klinisch etablierte Biomarker sind der Nachweis von CgA in Se-
rum oder Plasma sowie der indirekte Nachweis von Serotonin anhand des Metaboliten
5-Hydroxyindolylessigsaure im 24h Sammelurin zu nennen. Daneben ist auch der direk-

te Nachweis von Serotonin im Plasma mdglich.

2.5.1 Chromogranin A — etablierter Biomarker bisher ohne standardisiertem
Assay

Chromogranin A stellt einen etablierten Tumormarker bei NEN dar, der sich sowohl im
Gewebe wie auch als zirkulierender Biomarker bei NEN nachweisen lasst.

CgA gehort der Gruppe der Granine an. Dies sind granular-assoziierte Molekiile, die fur
die regulierte Sekretion von Hormonen und Neurotransmittern sehr bedeutsam sind.
CgA wird vor der Exozytose zusammen mit den Sekretionsprodukten in Vesikeln ge-
speichert und spater mit diesen co-sezerniert. (3, 44-47) Seine Expression ist unter an-
derem von der Anzahl der Granula pro Zelle (44, 48) und somit vom Differenzierungs-
grad abhéangig. So konnen kleinzellige, entdifferenzierte NEN aufgrund weniger Granula
auch CgA-negativ sein.

Als zirkulierender Biomarker kann CgA auch im Blut nachgewiesen werden. Es ist hier-
bei anderen Tumormarkern wie der neuronenspezifischen Enolase (NSE) oder dem
carcinoembryonalem Antigen (CEA) in Studien Uberlegen (49, 50). Es stellt einen relativ
sensitiven und zugleich unspezifischen Biomarker dar (51), da es nicht nur von NEN
sondern auch von Nervengewebe sezerniert wird (46). CgA besitzt sowohl eine Rele-
vanz bei funktionellen als auch bei nonfunktionellen Neoplasien (11, 46, 51). So kdnnen
erhbhte CgA-Werte durch eine verstarkte Sekretionsrate bedingt sein, anderseits aber
auch weitestgehend mit der Tumorlast korrelieren (52-54). Ferner gibt es Hinweise,
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dass ein Anstieg von CgA eine Rekurrenz anzeigt (49, 55). Jedoch besitzt CgA auch
Limitationen. So kdnnen erhdhte CgA-Werte im Zusammenhang mit einer Medikation
mit Protonenpumpenhemmer (56, 57), einer Niereninsuffizienz (57) oder auch einem
nicht ausreichend eingestellten arteriellen Hypertonus stehen (58). Eine weitere Limita-
tion ist, dass CgA nur eine ca. 70-80%ige Sensitivitat bei NEN besitzt (3, 57). Daher
kann dieser Tumormarker bei einigen Patienten nicht erhoht gemessen werden. Umge-
kehrt ermdglichen normale CgA-Spiegel keinen sicheren Ausschluss einer NEN.

Zur Bestimmung von CgA im Serum oder Plasma stehen mehrere antikorperbasierte
hochempfindliche Methoden der Bioanalytik zur Verfigung. Diese variieren jedoch stark
in der Epitop-Spezifitat, der Abstammung der Antikdrper (monoklonal / polyklonal), der
Messmethodik (Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) / Radioimmunoassay
(RIA)) sowie der Mal3einheiten, was nachfolgend in teilweise erheblich unterschiedli-
chen Resultaten in der im Jahre 2003 durchgefuhrten Studie von Stridsberg mindete
(59). Kompliziert wird die Bestimmung von CgA durch die komplexe proteolytische Pro-
zessierung des Granins, wobei gewebespezifische Muster von Fragmenten entstehen.
Entsprechend wird auch fur die Tumorsituation angenommen, dass NEN mit unter-
schiedlichem Primum CgA verschieden spalten (46, 60) und moglicherweise die hete-
rogenen Fragmente von den verschiedenen Assays unterschiedlich erfasst werden.
Eine direkte Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Nachweisverfahren ist bisher nicht
gegeben (59).

Aus den dargestellten Griinden soll im Rahmen dieser Dissertation eine erneute Evalu-
ierung der Gutevariablen (Spezifitat und Sensitivitat) bei Assays der Hersteller DAKO
GmbH, Thermo Fisher Scientific B-R-A-H-M-S GmbH, CIS bio GmbH und Euro Diag-
nostica AB durch Messung von CgA bei Patienten mit NEN erfolgen. Anschlieend soll
eine erneute Evaluation der pradiktiven und prognostischen Relevanz von CgA erfol-
gen. Der Terminus pradiktiv umfasst in der hier vorgelegten Arbeit die Vorhersage des
Therapieansprechens, prognostisch die Vorhersage des Krankheitsverlaufs. Des Weite-
ren soll ein Vergleich von CgA mit neueren Tumormarkern stattfinden - fir die aufgrund

der oben beschriebenen Limitationen von CgA unverandert gro3er Bedarf besteht.

2.5.2 Serotonin

Einen bereits etablierten Tumormarker bei NEN mit bestehender Funktionalitat stellt
Serotonin dar. Dieses spielt eine wichtige Rolle bei der Ausbildung eines Karzinoidsyn-
8



2 Einleitung

droms, dem Klinisch haufigsten Hypersekretionssyndrom bei NEN (61). Welche Bedeu-
tung Serotonin fur die Tumorprogression bei NEN hat, ist unklar— Serotonin erscheint
aber prognostisch bezuglich des Gesamtiiberlebens (62). Es gibt Hinweise, dass Sero-

tonin die Proliferationen in NEN-Zellen fordern kann (63, 64).

2.5.3 Multianalytbiomarker

Vor kurzem wurde ein RNA-basierter Blutmolekulartest entwickelt, der NETest®, bei
dem 51 spezifische Gene im Blut gemessen werden und nachfolgend mit Hilfe eines
Algorithmus analysiert werden (65, 66). Insbesondere fur gut differenzierte GEP-NET
wurde ein prognostisches und pradiktives Potential nachgewiesen (67). Der Stellenwert

im klinischen Alltag bleibt abzuwarten.

2.6 Tumorangiogenese als Grundlage neuer Biomarker - PIGF und Flt-1 -

2.6.1 Tumorangiogenese ein klinisch validiertes Target bei pankreatischen
NET

Es ist bekannt, dass das Wachstum und die Progression von Tumoren von der Vaskula-
risation abhédngen (68). Gastroenteropankreatische NEN stellen eine sehr gefal3reiche
Tumorentitat dar (69-71). Sie produzieren verschiedene Wachstumsfaktoren, die fur die
pathophysiologische GefaRneubildung bedeutend sind. So beispielsweise Wachstums-
faktoren der VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)-Familie, denen eine grof3en
Rolle bei der Tumorausdehnung und Progression zugesprochen wird (3, 72). Neuroen-
dokrine Neoplasien, beispielsweise im Pankreas, weisen haufig eine starke VEGF- und
VEGF-Rezeptor-Expression auf (3, 73-75). Diese Uberexpression kann als para- und
autokrine Wachstumsstimulation verstanden werden. In einer Studie waren hohe
VEGF-Spiegel zum Teil mit einer vermehrten Vaskularisation bei NEN und dartber hin-
aus mit einem geringeren progressionsfreien Uberleben assoziiert (76). Jedoch stellte
sich heraus, dass VEGF als prognostischer Marker nicht robust fiir die klinische An-
wendung zu sein scheint.

Fur die Testung weiterer angiogener Faktoren der VEGF-Familie als Biomarker spricht
die Wirksamkeit von Sunitinib - einem Tyrosinkinase-Inhibitor von VEGF-Rezeptoren
bei nicht resezierbaren, gutdifferenzierten neuroendokrinen Tumoren des Pankreas

(PNET) mit Tumorprogress (77).
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2.6.2 PIGF — ein Marker fur pathologische Angiogenese und Inflammation

Einen viel versprechenden Ansatz bietet der Wachstumsfaktor PIGF. Dieser Faktor
wurde durch Dr. Graziella Persico in Neapel im Jahre 1991 entdeckt und stellt gleich-
falls ein Mitglied der VEGF-Familie dar (78, 79). Durch alternatives Spleil3en kann die-
ser Wachstumsfaktor in vier Isoformen (PIGF1-4) auftreten (78). PLGF ist typischer-
weise im Rahmen pathologischer Prozesse, sowie wahrend der Schwangerschaft ex-
primiert (78, 79). Im Stroma des Tumors fiuhrt PIGF zu einer veranderten pathologi-
schen Angiogenese einerseits durch Forderung der Neovaskularisation durch Prolifera-
tion (78-80) und Erhalt von Endothelzellen (78-82) sowie von glatten Muskelzellen (78-
80, 82, 83). Anderseits bewirkt PIGF die Migration von Stamm- (80, 84), Vorlaufer- (78-
80, 82, 85, 86), Stroma - (80) sowie Zellen des Immunsystems (87), die weitere angio-
gene Faktoren enthalten (78-80).

Auf Zellebene fuhrt die Bindung von PIGF an dem Rezeptor Flt-1 (Fms-related Tyrosin-
kinase 1), auch bekannt als VEGFR-1 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1)
zu einer molekularen Wechselwirkung zwischen VEGFR-1 und VEGFR-2 (Vascular En-
dothelial Growth Factor Receptor-2), wodurch die VEGF-induzierte Neovaskularisation
verstarkt wird (80, 88, 89). PIGF induziert durch Bindung an Neuropilin-1-Rezeptoren
ferner das Wachstum und das Uberleben der Tumorzelle (90).

Darlber hinaus kann PIGF die Progression und Metastasierung von einigen soliden
Tumoren teilweise durch Hemmung der Ausreifung dendritischer Zellen férdern (79,
80).

Eine schematische Ubersicht der PIGF-vermittelten Wirkungen an den einzelnen Ef-

fektorzellen zeigt Abbildung 1.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wirkung von PIGF

Die GefalBneubildung durch PIGF erfolgt durch Rekrutierung und Aktivierung unter-
schiedlicher Zellarten wie Endothelzellen, Makrophagen und Vorlauferzellen. Zudem tritt
eine Unterdrtickung der Immunantwort durch Hemmung der Reifung dendritischer Zellen
ein. Diese Mechanismen beglinstigen das Tumorwachstum und die Verbreitung.
(Anlehnung an Pompeo et. al. (91), Fischer et. al. (80))

Aus bereits durchgefiihrten Studien gibt es Hinweise, dass erhdhte PIGF-Spiegel mit
einer schlechten Prognose solider Tumore korrelieren (78, 92, 93). Im Rahmen Klini-
scher Studien wird PIGF aktuell auch als therapeutisches Target evaluiert.

Es ist jedoch auch aus experimentellen Daten bekannt, dass PIGF das Wachstum von
Tumoren und die GefalRneubildung hemmen kann. Die Bildung von VEGF-PIGF Hete-
rodimeren besitzt einerseits eine niedrigere wachstumsfordernde Aktivitat als die von
VEGF-Homodimeren und fihrt gleichzeitig zu einem verstarkten Abbau von VEGF (78,
80, 94).

Ein mit PIGF funktionell eng verkniupfter Regulator der Angiogenese stellt die 16sliche
Fms-related Tyrosinkinase-1, abgekurzt als sFlt-1, dar. Der Marker sFlt-1 entspricht da-
bei dem l6slichen, verklrzten, extrazellularem Teil vom VEGF-1-Rezeptor (80, 82, 95).
sFlt-1 entsteht vermutlich durch alternatives Spleien oder weniger wahrscheinlich
durch proteolytische Spaltung aus VEGFR-1 (82, 96). Vermutlich existieren von sFlt-1
mindestens vier verschiedene l6sliche VEGFR1-Proteine (96). sFlt-1 wird unter ande-
rem von Endothelzellen, Immunzellen der unspezifischen Abwehr sowie von sauer-
stoffminderversorgten glatten Muskelzellen und Tumorzellen exprimiert (82, 95, 96).
sFIt-1 scheint eine Rolle bei der Gefal3stabilisierung im pathophysiologischen Sinn zu
haben (82, 96). Der funktionelle Bezug zu PIGF ergibt sich aus dem hemmenden Effekt
auf der Bindung von VEGF-Rezeptor-Liganden (VEGF Sequestrierung) wie freiem

PIGF, oder auf Heterodimerisierung mit intakten VEGFR1-Monomeren, die aufgrund
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des Fehlens der Tyrosinkinase-Doméne im sFlt-1-Anteil dann keine intrazellulare Sig-
naltransduktion auslosen kdnnen (96). Aktuell existiert keine Studie zur klinischen Rele-
vanz von sFlt-1 bei NEN.

Durch die zuletzt genannten Fakten besteht ein wachsendes Interesse, an PIGF und
sFIt-1 als Biomarker weiter zu forschen. Hauptaugenmerk soll in der vorliegenden Dis-
sertationsschrift die Uberprifung der klinischen Wertigkeit dieser potentiellen neuen
prognostischen Marker im Hinblick auf die Zeit bis zur Tumorprogression sein. Ebenso

sollen Faktoren, die diese Parameter beeinflussen kdnnen, identifiziert werden.

2.7 Personalisierte Therapie bei NEN — ein unmet medical need

Es steht derzeit eine Fllle verschiedener Therapien zur Behandlung von NEN zur Ver-
fugung (Chemotherapie auf Basis von Streptozotocin in Kombination mit 5-

Fluorouracil oder Doxorubicin, Somatostatin-Analoga, lokale Verfahren wie Hochfre-
qguenzablation und Chemoembolisation, Radionuklidtherapie) (97, 98).

Zurzeit ricken zielgerichtete Therapien wie der Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib und der
mTOR-Inhibitor Everolimus insbesondere fir Patienten, bei denen konventionelle The-
rapien zu keiner Stabilisierung der Tumorerkrankung gefuhrt haben, in den Vordergrund
(99). Derzeit ist jedoch unklar, welcher Patient von welcher Therapieart zu welchem
Zeitpunkt der Erkrankung profitiert. Die Therapie wird lediglich durch Bertcksichtigung
der Komorbiditaten, des Toxizitatsprofils und die Verflugbarkeit des Arzneimittels ge-
wahlt (99). Ziel der personalisierten Medizin ist daher, mithilfe von prédiktiven Biomar-
kern das Ansprechen der Behandlung vor Therapiebeginn vorherzusagen.

2.7.1 Biomarker fur personalisierte Therapie

Aktuell sind keine Biomarker fir die personalisierte Therapie bei NEN verfliigbar mit der
Einschrankung, dass der Nachweis von Somatostatin-Rezeptorpositivitat fur peptidver-
mittelte Radiorezeptortherapie genutzt wird (1). In Studien wurden Einzelnukleotid-
Polymorphismus (SNP) in mRNA und Proteine bei Patienten mit NEN, welche mit
Sunitinib/Everolimus behandelt wurden, analysiert. Hierfir wurden als mdgliche Bio-
marker Proteine des VEGF-Pathway’s (SNP im VEGFR-3: rs307826 / rs307821), Inter-
leukin-6, Interleukin-8, Osteopontin, stromal cell-derived Factor 1a, CgA und neuron-
spezifische Enolase identifiziert (99, 100). Insbesondere waren unter Sunitinib SNP des

VEGFR-3 und unter Everolimus erhoht gemessenes CgA und NSE mit einem geringe-
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ren Gesamtuberleben verbunden (100, 101)

SSA wie Octreotid sind eine Standarttherapie bei einem serotonin-bedingten Karzinoid-
syndrom zur Symptomkontrolle, stellt aber oftmals auch eine Option bei niedrigmalignen
nonfunktionellen NEN zur Tumorstabilisierung dar (1, 102-105). Gerade in der zweiten

Anwendung waren Biomarker zur Auswahl geeigneter Patienten wiinschenswert.

Zusammenfassend stellen Biomarker flr eine bessere Stratifizierung von NEN Patien-
ten mit Blick auf die zunehmenden Behandlungsoptionen einen dringlichen ,medical
need” dar. Zukunftig sollten Biomarker bei der Wahl der Therapie obligatorisch einbe-
zogen werden.

Daher soll der pradiktive Wert von CgA, PIGF und Serotonin fur die SSA-Therapie un-

tersucht werden.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten und Studienablauf

In diese klinische Studie wurden Patienten mit NEN eingeschlossen, die von 2008 bis
2011 Blutproben abgaben und sich in Behandlung in der Medizinischen Klinik m. S. He-
patologie und Gastroenterologie, Charité Campus Virchow Klinikum befanden. Die Di-
agnose der NEN wurde mittels histologischer Untersuchung nach international festge-
legten Kriterien gesichert. Ferner erfolgte der Studieneinschluss erst nach ausfihrlicher
arztlicher Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung seitens der Patienten.
Ein Ethikvotum lag vor (EA62/2002 und EA2/064/09).

Die Blutentnahme zur Erfassung der Marker CgA, PIGF, sFlt-1 sowie Serotonin erfolgte
bei Erstdiagnose oder an einem variablen Tag im Rahmen der regelméafigen Tumor-
nachsorge bzw. vor, wahrend oder nach der Therapie. Hierzu wurden die Patienten
aufgeklart, im Vorfeld auf serotoninreiche Nahrungsmittel wie zum Beispiel Bananen zu
verzichten.

Gleichzeitig wurde mit der Blutabgabe das Pro-BNP 2 (Pro Brain Natriuretic Peptide 2)
ermittelt. Um erhohte PIGF-Werte, die durch eine vorliegende ischamische Kardiomyo-
pathie (ICM) bedingt sind, auszuschlielen, wurden Patienten mit Pro-BNP 2-Werten
Uber 500 pg/ml im Folgenden nicht beriicksichtigt.

Nach diesen Kriterien konnten insgesamt 132 Patienten in dieser Studie in Kohorte I,
wie im Flussdiagramm Tafel 1 zu sehen, eingeschlossen werden. In einer Subpopulati-
on (Kohorte Il, n=19) erfolgten repetitive Messungen vor und nach SSA-Therapie-
einleitung. An den ersten drei Tagen wurde finfmal taglich Blut von den Patienten ab-
gegeben, weiterhin wurden, wenn mdglich, die Spiegel zur Follow-up-Untersuchung
bestimmt. Lediglich ein Patient floss mit weniger als 15 Probenabgaben an den ersten
drei Tagen in die Bewertung ein.

Diese zwei Kohorten wurden im Folgenden getrennt voneinander untersucht.

Die Charakteristika der Patienten der Kohorten | und Il sind dem Ergebnisteil zu ent-

nehmen.
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3 Patienten und Methoden

Datenbank-Screening zur Identifizie-
rung potentieller Studienpatienten mit
histologisch-pathologischer Sicherung
einer NEN
n =153

Blutentnahmen mit Bestimmung von
CgA, PIGF, sFlt-1,
Pro-BNP 2, Serotonin

n =153
Ausschluss von Patienten mit
Pro-BNP 2 > 500 pg/ml
n=20
Datenerhebung
n=133

Ausschluss eines Patienten auf-
grund fehlender Dokumentation
zum Krankheitsstatus
n=1

Einschluss von Patienten zur Analyse
(Einpunktmessung von Biomarkern)
Kohorte |
n=132

Einschluss von Patienten zur repetiti-
ven Analyse von Biomarkern
Kohorte Il
n=19

Tafel 1. Flussdiagramm zur Identifizierung und Rekrutierung von Patienten in Kohorte I, Il
15
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3.2 Erhebung der Patientendaten

Zusammenfassend wurden insgesamt 124 variable Parameter von den in der Studie
eingeschlossenen Patienten in einem Erfassungsbogen erstellt, schriftlich dokumentiert
und spater in einer Datenbank in dem Programm IBM SPSS Statistics (Version 21) zu-
sammengefuhrt.

Dazu wurden einerseits Epikrisen von den Patienten mit dokumentierten Befunden z.B.
bildgebender Verfahren wie Sonographie, Computertomographie, auch Gallium-68-
DOTATOC-Computertomographie, Magnetresonanztomographie, Octreotid- und Kno-
chenszintigraphie, sowie Operationsberichte mit nachfolgender pathologisch anatomi-
scher Begutachtungen herangezogen.

Zu den Basisvariablen gehodrten demographische Daten, Charakterisierung des Tu-
mors, Resektionsstatus, Tumorverlauf und Therapie.

In den Verlaufsparametern wurden Laborparameter und nachfolgende Anderungen be-
zuglich des Tumorstadiums mit neuaufgetretener Metastasierung sowie eine Anderung

der Therapie erfasst.

3.3 Kontrollkollektiv

In dieser Studie gab es zur Erfassung von Referenzwerten zwei Kontrollgruppen.
Von der Kontrollgruppe | wurden CgA und von der Kontrollgruppe Il PIGF und sFlt-1 von

Gesunden gemessen.

3.4 Bestimmung von Tumormarkern

3.4.1 Bestimmung von CgA

Die Messung von CgA erfolgte durch Assays verschiedener Firmen (DAKO GmbH,
Thermo Fisher Scientific B-R-A-H-M-S GmbH, CIS bio GmbH und Euro Diagnostica
AB).

Die genaue Charakteristik der Assays ist der Tabelle 1 zu entnehmen.
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Tabelle 1: Charakteristika kommerzieller Inmunoassays fur Chromogranin A (44, 59)

Firma DAKO GmbH Thermo Fisher Sci-  CIS bio GmbH Euro Diagnostica
entific B-R-A-H-M-S AB
GmbH
Assay DAKO ELISAKIT  KRYPTOR CIS bio-RIACT EURIA
(106) (107) (108, 109) (110)
Methode
Sandwich-ELISA Immunfluoreszenz-  Sandwich-RIA RIA, kompetitiv
assay TRACE™
Antikorper
polyklonal (2) monoklonal (2) monoklonal (2) polyklonal gegen
gegen C- gegen gegen Kern des Fragment
terminales 23-kD  AS 250-301 + Molekils (145-245) AS 116-439
Fragment AS k. A, AS 198-245
AS 145-197
Markierung
Peroxidase k. A. 125 125
Matrix
Humanplasma Humanserum Humanserum oder - Humanserum oder
plasma -plasma
Einheit
ul/l ng/ml (ug/l) ng/ml nmol/|
Messbereich
5-450 7-1.000.000 1,5-k.A. k.A.
Cut-off-Wert
Firma 18 k.A. 100 Serum 6
150 Plasma
Testzeit
2,5h 29 min 18h+2h 20-24 h +
30-60 min

[TRACE™: Time-Resolved Amplified Cryptate Emission, AS: Aminoséaure, k.A.: keine Angabe]

CgA wurde in dieser Studie im CIS bio-RIACT und im EURIA-Assay im Serum gemes-

sen.

Bei CgA-Messungen, welche mittels DAKO ELISA -Assay durchgefuhrt wurden, muss-

ten bei Doppelmessungen bei circa 4% starke Abweichungen (50% bis 100% bei Repli-

katmessungen) registriert werden. Eine Ursache hierflr konnte nicht gefunden werden.

Die Proben wurden erneut in einem zweiten unabhéngigen Labor mittels DAKO-Assay

gemessen, jedoch konnte kein besseres Ergebnis erzielt werden. Weitere Analysen mit

dem DAKO-Assay erschienen daher nicht sinnvoll.
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3.4.2 Bestimmung von PIGF

Die Bestimmung von PIGF erfolgte im Fremdlabor. Zur quantitativen Messung von PIGF
in Humanserum wurde der Elecsys® PIGF Festphasen-Enzymimmunoassay der Firma
Roche verwendet. Diese Testmethode nutzt zwei monoklonale Anti-PIGF-Antikoérper
und eine Streptavidin-Biotin-Verbindung. Die Laufzeit betragt 18 min (111). Der Mess-
bereich des Assays liegt zwischen 1,06-1000 pg/ml (111) und erfasst die PIGF-Isoform
1 zu 100% und die Isoform 2 zu 28%. [Persdnliche Kommunikation mit Roche].

3.4.3 Bestimmung von sFlt-1

Die Bestimmung von sFlt-1 erfolgte im Fremdlabor. Zur quantitativen Erfassung von
sFlt-1 in Serum wurde ebenfalls eine immunologische maschinelle Untersuchungsme-
thode der Firma Roche benutzt. Die Messung erfolgte mittels Sandwich-Assay auf
Grundlage der Streptavidin-Biotin-Verbindung mit einem Messbereich von 10-85000
pg/ml (111).

3.4.4 Bestimmung von Pro-BNP 2

Die Pro-BNP 2-Werte wurden in einem Fremdlabor mit einem vollautomatisierten Elekt-

ro-Chemolumineszenz-Immunoassays nach Elecsys® der Firma Roche erfasst (112).

3.4.5 Bestimmung von Serotonin

Die Bestimmung von Serotonin erfolgte im Routinelabor. Mit Hilfe von Hochleistungs-
flussigkeitschromatographen wurde in dieser Studie Serotonin in Plasma (EDTA, Plate-

let poor) ermittelt und in ng/l angegeben.

3.5 Auswertung und Statistik

Die statistische Auswertung der o0.g. Patientendaten wurde unter Verwendung der Da-
tenanalyseprogramme SPSS (Version 21) und GraphPad Prism (Version 5) generiert.

Um die Testgute der verschieden CgA-messenden Assays zu ermitteln, wurden jeweils
die Sensitivitdt sowie die Spezifitat bestimmt. Dazu wurden die Anzahl der Patienten
und gesunden Kontrollen gezahlt, deren gemessenen Werte ober- und unterhalb des

berechneten Referenzwertes lagen, sowie anschlielend in einer Vierfeldertafel ins Ver-
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haltnis zueinander gesetzt.

Die genaue Berechnung der einzelnen Gutevariablen kann der Tafel 2 entnommen

werden.
Krankheit Gesundheit
‘ CgA pathologisch a b a+b ‘
‘ CgA normwertig c d c+d ‘
a+c b+d
T T -
Sensitivitat = s Spezifitat = o

Tafel 2: Anfertigung der Vierfeldertafel und Berechnung von Sensitivitat und Spezifitat

Zudem wurde der Versuch unternommen eine direkte Vergleichbarkeit der Assays her-
zustellen. Hierzu wurden die Mittewerte der jeweiligen Assays berechnet. AnschlieRend
erfolgte zur Ermittlung eines Vergleichskoeffizienten (CgA/Mittelwert) die Division des
errechneten Mittelwertes durch die jeweiligen Messwerte.

Daruiber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit deskriptive und explorative Daten-
analysen angewandt.

Bei den explorativen Analysen wurden die Variablen je nach Fragestellung in Gruppen
eingeteilt und in Streudiagrammen bzw. in Box- und Whisker-Plots vergleichend gegen-
Ubergestellt. Die graphischen Darstellungen in Box- und Whisker-Plots bilden dabei
(von unten nach oben sortiert) 25-, Median und 75-Perzentile ab. Fur den Vergleich der
Gruppen und die Berechnung der statistischen Unterschiedlichkeit wurden der Mann-
Whitney-U-Test oder der Kruskal-Wallis-Test flr nichtparametrische und unverbundene
Stichproben herangezogen. Als statistisch signifikant wurde eine Disparitat ab einem
Signifikanzwert (p) von kleiner als 0,05 definiert und dementsprechend angegeben.

Zur Evaluierung des diagnostischen Potentials wurden Receiver Operating Characteris-
tic (ROC)-Kurvenanalysen von NEN-Erkrankten und gesunden Probanden durchgefihrt
und die AUC (Area Under the Curve) bestimmt.

Ferner wurden die Biomarker mit dem Tumorverhalten verglichen. Aufgrund des langen
Uberlebens von NEN-Patienten war eine Korrelation der Hohe des Tumormarkers mit
dem Uberleben nicht mdglich. Daher erfolgten Analysen hinsichtlich der Zeit bis zur
Tumorprogression unter Zugrundelegung von Kaplan-Meier-Kurven. Dabei wurde als

Beobachtungszeit der Zeitraum zwischen dem Datum der ersten Blutentnahme und ei-
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nem Progress im Verlauf (TTP) bzw. bei stabiler Tumorerkrankung das Ausscheiden
des Patienten aus der Beobachtung definiert. Die Beobachtung endete im August 2013.
DarUber hinaus erfolgte eine multivariate Analyse mittels Cox-Regressionsanalyse, in
der Co-Variablen eingeschlossen und mittels Log-Rank getestet wurden, die einen po-
tentiellen Risikofaktor hinsichtlich der Zeit bis zur Tumorprogression darstellten. Der
prognostische Wert wurde durch die Likelihood Ratio beurteilt. Alle durchgefiihrten Ana-
lysen waren zweiseitig.

Ferner erfolgten dynamische Untersuchungen der Biomarker. Hierbei wurde die Dar-
stellung der gemessenen Biomarker Uber die Zeit gewdahlt. In den Kurzzeitanalysen
wurden funf Blutentnahmen pro Tag Uber drei Tage entnommen. So entsprachen die
Blutentnahmen 1 bis 5, die am Tag 0 entnommenen finf Serumentnahmen ohne SSA-
Medikation, nummeriert in der Reihenfolge der Abnahme. In Analogie dazu konnten die
Blutentnahmen 6 bis 10 dem Tag 1 der SSA-Medikation und die Blutentnahmen 11 bis
15 dem Tag 2 der SSA-Medikation zugeordnet werden. Im Langzeitverlauf erfolgte die
Messungen am Tag 0 und 14, sowie nach 1 und 2 Monaten nach Therapiebeginn mit
SSA. Darauf aufbauend erfolgten Untersuchungen hinsichtlich des pradiktiven Wertes
von Biomarkern nach SSA-Therapie-Einleitung durch TTP-Analysen nach Kaplan-
Meier.
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4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Patientenkohorten im Vergleich zu gesunden Proban-

den

4.1.1 Charakterisierung des Patientenguts der Kohorte |

Insgesamt wurden Blutproben von 132 Patienten, davon 57 mannlichen und 75 weibli-
chen Geschlechts, gesammelt. Im Durchschnitt waren die Patienten zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose 56 Jahre alt, das Minimal- und Maximalalter lag zwischen 20 und 82 Jah-
ren. Der Primartumor befand sich bei 53 Patienten im Foregut, davon wiesen drei Pati-
enten eine hereditare Erkrankung im Rahmen eines MEN-1-Syndroms auf. Bei 62 wei-
teren Patienten befand sich die Neoplasie im Midgut und nur vier Patienten hatten eine
Neoplasie im Hindgut. Des Weiteren zeigten vier Patienten eine NEN auf3erhalb des
gastroenteropankreatischen Systems. In neun Fallen konnte die Primartumorlokalisati-
on trotz intensiver Diagnostik nicht eruiert werden (Cancer of Unknown Primary, CUP).
Genaue Informationen Uber die Primartumorlokalisationen sind in der Tabelle 2 doku-

mentiert.

Tabelle 2: Ubersicht Giber Primartumorlokalisationen

Primarius Anzahl Prozentualer Anteil am
Gesamtkollektiv
Foregut
Bronchiales System/Lunge 2 1,5%
Magen 6 4,5%
Duodenum 10 7,5%
Pankreas 32 24,8%
MEN-1 3 2,3%
Midgut
Jejunum/lleum 55 41,4%
Appendix 3 2,3%
Zdkum 4 3,0%
Hindgut
Rektum 4 3,0%
AulRerhalb des GEP-Systems 4 3,0%
CUP 9 6,7%
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Des Weiteren wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahme 27 Patienten der Kohorte | als
tumorfrei eingestuft. Als Kriterien fur bestehende Tumorfreiheit wurden festgelegt: Eine
chirurgische Entfernung des Tumors mit mikroskopischem Nachweis tumorfreier
Schnittrander und makroskopischer Ausschluss lokoregionaler Tumorreste bzw. Meta-
stasen. Weiter wurde gefordert, dass zum Zeitpunkt der Blutentnahme bildgebende Un-
tersuchungen wie eine Computertomographie oder einer Kernspintomographie Tumor-
freiheit bildmorphologisch bestéatigten und klinisch keine tumorbedingte Symptomatik
vorlag. Die genaue Zuordnung der tumorfreien Patienten nach Primarius ist der Abbil-

dung 2 zu entnehmen.

Es bestand eine

154 . ..
Tumorfreiheit bei sieben
duodenalen, vier

104 pankreatischen sowie bei

elf jejunoilealen und bei

Anzahl

zwei Appendix-NEN.

Weiter wurden jeweils

ein Patient mit

bronchialer, ein weiterer
mit rektaler Neoplasie
sowie ein Patient mit
Neoplasie aul3erhalb des

GEP-Systems als

tumorfrei dokumentiert.

Abbildung 2: Tumorfreiheit nach Zuordnung des Primarius

Die Tabelle 3 gibt genaue Informationen tber die H&aufigkeitsverteilung der Primartu-
morlokalisationen der 105 Patienten mit bestehender aktiver Tumorerkrankung wieder.
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Tabelle 3: Haufigkeitsverteilung der Primariuslokalisation bei bestehender

Tumorerkrankung
Primarius Anzahl Prozentualer Anteil am
Gesamtkollektiv

Foregut

Bronchiales System/Lunge 1 1,0%

Magen 6 5,7%

Duodenum 3 2,9%

Pankreas 28 26,7%
Midgut

Jejunum/lleum 44 41,9%

Appendix 1 1,0%

Zdkum 4 3,8%
Hindgut

Rektum 3 2,8%
MEN-1 3 2,8%
AuRerhalb des GEP-Systems 3 2,8%
CuUP 9 8,6%

Die folgenden Darstellungen beziehen sich auf Patienten, welche zum Zeitpunkt der

Blutabgabe nicht als tumorfrei eingestuft wurden.

Knapp 40% der Patienten wiesen ein Hypersekretionssyndrom meist in Form eines
Karzinoidsyndroms auf. Bei einem Patienten wurde eine eventuelle Funktionalitat nicht
ausreichend dokumentiert.

Hinsichtlich des Gradings waren von den Primartumoren mehr als 90% gut bis mafig
differenziert (G1- und G2-NEN), bei ca. 7% lag eine schlechte Differenzierung (G3-
NEN) vor. Die Tumorstadien wurden nach der WHO-Klassifikation eingeteilt. Bei 93 Pa-
tienten lag ein Stadium IV der Tumorerkrankung vor, nur 13 Patienten wiesen das Tu-
morstadium I-1ll auf. Bezogen auf die Metastasierungslokalisation zeigten 79 Patienten
Lebermetastasen zum Zeitpunkt der Blutabnahme, wobei sogar 34 Patienten davon
weitere extrahepatische Filiae boten. Von den 105 erkrankten Patienten waren 76 Pati-
enten medikamentds vorbehandelt, 29 Patienten waren therapienaiv.

Eine tabellarische Ubersicht (iber das Kollektiv | gibt Tabelle 4 wieder.
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Tabelle 4: Charakteristika der Patientenkohorte | mit bestehender Tumorerkrankung

Anzahl Prozentualer Anteil am
Gesamtkollektiv
Grading
G1 40 38,1%
G2 57 54,3%
G3 07 6,7%
unbekannt 01 0,9%
Funktionalitat
Karzinoid 36 34,3%
Gastrinom 06 5,7%
VIPom 02 1,9%
Insulinom 01 0,9%
Glukagonom 02 1,9%
ECLom 02 1,9%
nonfunktionell 55 52,4%
unbekannt 01 0,9%
Tumorstadium
I-111 13 12,4%
v 92 87,6%
Metastasierung
hepatisch 45 44,1%
extrahepatisch 13 12,7%
hepatisch/extrahepatisch 34 33,3%
Vorbehandlung 76 72,4%

Die Verteilung der Messwerte fur CgA-, PIGF-, sFlt-1-Spiegel im Gesamtkollektiv zeigt
Tabelle 5.

Tabelle 5: Werteverteilung von CgA, PIGF und sFlt-1 des Patientenkollektivs |

Minimum 25. Perzentile Median 75. Perzentile Maximum

CgA
CIS bio-RIACT 47,61 ng/ml 71,50 ng/ml 143,60 ng/ml 527,70 ng/ml  10369,20 ng/ml
EURIA 2,80 nmol/l 4,95 nmol/l 7,80 nmol/l 19,00 nmol/l 327,20 nmol/l
KRYPTOR 14,01 ng/ml 69,12 ng/ml 148,40 ng/ml 508,80 ng/mi 9876,00 ng/ml
PIGF 5,08 pg/ml 13,23 pg/ml 16,27 pg/ml 20,40 pg/ml 66,62 pg/ml
sFit-1 13,60 pg/ml 69,53 pg/ml 78,95 pg/ml 87,15 pg/ml 721,30 pg/ml
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4.1.2 Charakterisierung des Patientenguts mit dynamischen Messungen
(Kohorte II)
Das Patientenkollektiv der Kohorte Il umfasst 19 Patienten, zusammengesetzt aus 13
Mannern und sechs Frauen. Der Altersdurchschnitt zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
konnte mit 56 Jahren beziffert werden, wobei die Spanne von 39 bis 72 Jahre reichte.
Von den insgesamt 19 Patienten wiesen 16 den Primartumor im lleum auf, drei weitere
Patienten hatten einen Tumor im Bereich des Pankreas. In 15 von 19 Féllen konnte ein
Karzinoidsyndrom nachgewiesen werden.
Bezuglich der histologischen Gradeinteilung trennte sich diese Kohorte zu 53% in G1
und zu 47% in G2-Neoplasien. Zur Zeit der Blutentnahme waren 18 Patienten im Stadi-
um IV, nur ein Patient wies lokoregionale Lymphknotenfiliae auf.

Uber 80% dieses Patientenkollektiv war therapienaiv.

Eine tabellarische Ubersicht der Patientencharakteristika der Kohorte Il ist in Tabelle 6

wiedergegeben.

25



Tabelle 6: Ubersicht von Patientenkohorte Il

4 Ergebnisse

Pat.-Nr.  Geschlecht Priméartumorlokalisation Grading Funktionalitat TNM Metastasierung Vorbehandlung
01 mannlich lleum G2 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch ja
02 weiblich lleum G1 Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch nein
03 mannlich lleum G1 Karzinoidsyndrom 4 extra-/hepatisch nein
04 weiblich lleum Gl Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch ja
05 mannlich lleum G2 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
06 mannlich lleum Gl Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
07 mannlich Pankreas G2 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
08 mannlich lleum Gl Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch nein
09 weiblich Pankreas G2 Glukagonom 3b lokoregional nein
10 mannlich lleum G2 Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch nein
11 mannlich lleum G2 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
12 mannlich lleum G2 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
13 mannlich lleum G1 Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch ja
14 mannlich lleum Gl Karzinoidsyndrom 4 extra- /hepatisch nein
15 mannlich lleum Gl Karzinoidsyndrom 4 extrahepatisch nein
16 weiblich Pankreas G2 nonfunktionell 4 hepatisch nein
17 weiblich lleum Gl nonfunktionell 4 extra- /hepatisch nein
18 weiblich lleum G2 nonfunktionell 4 extrahepatisch nein
19 mannlich lleum G1 Karzinoidsyndrom 4 hepatisch nein
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4.1.3 Charakterisierung gesunder Probanden

Zur Generierung von Referenzwerten erfolgten Messungen von gesunden Probanden,
vom Kontrollkollektiv | fir CgA und vom Kontrollkollektiv Il fir PLGF und sFlt-1.

Das Kontrollkollektiv | setzte sich aus 123 Normalpersonen, davon 64 Manner und 59
Frauen, zusammen. Das Durchschnittsalter lag bei 55 Jahren und zeigte eine Breite
von 50 bis 61 Jahren.

Aus 87 gesunden Probanden (29 Manner, 58 Frauen) bestand das Kontrollkollektiv II.
Im Durchschnitt waren die Normalpersonen 45,6 Jahre alt (24-56 Jahre). Zum Zeitpunkt
der Blutentnahme war bei keinem der Probanden eine endokrine Erkrankung bekannt.
Von den weiblichen Probanden wurde anamnestisch insbesondere eine Schwanger-
schaft verneint.

Die Tabelle 7 gibt einen Uberblick liber die Werteverteilung.

Tabelle 7: Werteverteilung von CgA, PIGF und sFlt-1 bei Gesunden

Minimum 25. Perzentile Median 75. Perzentile Maximum
CgA
CIS bio-RIACT 12,06 ng/ml 42,20 ng/ml 52,12 ng/mi 64,27ng/ml 96,67 ng/ml
EURIA 2,50 nmol/l 4,10 nmol/l 4,61 nmol/l 5,15 nmol/l 7,45 nmol/l
KRYPTOR 12,59 ng/ml 37,06 ng/ml 48,73 ng/ml 59,72 ng/mi 83,66 ng/mi
PIGF 3,84 pg/ml 12,05 pg/ml 12,30 pg/ml 23,22 pg/ml 27,79 pg/ml
sFIt-1 53,4 pg/ml 65,1 pg/ml 73,1pg/ml 78,8 pg/ml 109,3 pg/ml

4.2 Chromogranin A

Folgende Analysen beziehen sich auf tumortragende Patienten mit NEN, wenn nicht

explizit tumorfreie Patienten in den Analysen benannt sind.

4.2.1 Testgute von CgA-Assays

Nachfolgend wurde CgA durch verschiedene Messmethoden sowohl bei erkrankten
Personen mit NEN als auch bei Gesunden bestimmt. Anhand der CgA-Werte der Kon-
troligruppe und der NEN-erkrankten Kohorte wurden mithilfe von ROC-Analysen die
Grenzwerte fur den CIS bio-RIACT-, EURIA- und KRYPTOR-Assay berechnet. Tabelle
8 gibt die ermittelten Grenzwerte, die AUC und das 95%-Konfidenzintervall wieder.
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Tabelle 8: ROC-Analysen nach verwendetem CgA-Assay

Assay Grenzwert AUC 95%-Konfidenzintervall p-Wert
CIS bio-RIACT 91,4 ng/ml 0,9095 0.8685-0.9505 < 0.0001
EURIA 6,6 nmol/l 0,8566 0.8001-0.9131 < 0.0001
KRYPTOR 83,2 ng/ml 0,8873 0.8369-0.9378 < 0.0001

Anhand der ermittelten Grenzwerte wurden die Sensitivitaten und Spezifitdten der ver-

schiedenen Messmethoden berechnet und nachfolgend in Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle 9: Gltevariablen nach verwendetem CgA-Assay

Assay Grenzwert Sensitivitat Spezifitat
CIS bio-RIACT 91,4 ng/ml 7% 99%
EURIA 6,6 nmol/l 70% 99%
KRYPTOR 83,2 ng/ml 7% 98%

Anschliel3end erfolgte die Berechnung der Sensitivitat der Messmethoden unter Be-
ricksichtigung der Primartumorlokalisation.
Tabelle 10 gibt den relativen Anteil der Patienten mit erhdhten CgA-Spiegeln der drei

Messmethoden mit Zuordnung zum Primartumor wieder.

Tabelle 10: Relativer Anteil erhthter CgA-Spiegel, eingeteilt nach dem Primarius

CIS bio-RIACT EURIA KRYPTOR

Grenzwert 91,4 ng/ml 6,6 nmol/l 83,2 ng/ml
Foregut 0,80 0,71 0,80
Pankreas 0,79 0,71 0,79
Midgut 0,73 0,71 0,73
Jejunum/lleum 0,73 0,72 0,73
Hindgut 0,50 0,50 0,50

Im Folgenden wurde der Versuch unternommen eine direkte Vergleichbarkeit der As-
says durch Ermittlung eines Vergleichskoeffizienten herzustellen. Ein Auszug dieses

Vergleichs wird in der Tabelle 11 wiedergegeben.
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Tabelle 11: Auszug eines Vergleichs der CgA-Assays durch Ermittlung eines

Vergleichskoeffizienten k

KRYPTOR CIS bio-RIACT EURIA

CgA CgA/ CgA CgA/ CgA CgA/
in ng/ml Mittelwert in ng/mi Mittelwert in nmol/l Mittelwert
534,50 1,30 530,97 1,40 16,52 0,90
90,41 0,22 91,46 0,24 6,21 0,34
9876,00 24,04 10369,20 27,25 327,20 17,82
165,40 0,40 130,99 0,34 7,31 0,40
2200,00 5,36 2730 7,17 85,2 4,64
80,55 0,20 87,80 0,23 6,29 0,34
83,44 0,20 94,87 0,25 4,80 0,26
53,68 0,13 69,05 0,18 3,12 0,17
347,10 0,85 319,85 0,84 18,6 1,01
80,55 0,20 87,80 0,23 6,29 0,34

Mittelwert 410,73 380,58 18,36

Hierbei zeigte sich eine gute Ubereinstimmung zwischen den Vergleichskoeffizienten
(CgA/Mittelwert) des KRYPTOR- und CIS bio-RIACT-Assays. Dieses Ergebnis bestatig-
te sich in der Korrelationsanalyse nach Spearman. Zwischen dem KRYPTOR- und CIS
bio-RIACT- Assays wurde ein hochsignifikanter, hoher linearer Zusammenhang nach-

gewiesen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Korrelationsanalyse der CgA-Werte des KRYPTOR- und CIS bio-RIACT-
Assays bei Patienten mit NEN
Zu sehen ist eine hochsignifikante, hohe lineare Korrelation (r) (r=0,99; p<0,0001).
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Ein Vergleich der Sensitivitaten und Spezifitaten verschiedener Studien von Stridsberg
et al. (59), Ferrari et al. (113), Zatelli et al. (114) und Belli et al. (115) hinsichtlich der

untersuchten Testmethode wird in Tabelle 12 und 13 dargestellt.

Tabelle 12: Vergleich Sensitivitaten und Spezifitaten von CgA (CIS bio-RIACT-Assay)
verschiedener Studien

- Stridsberg et al. Ferrari et al. Zatelli et al. Eigene Studie
2 Gesicherte NEN 46 93 81 103

a Gesunde Probanden 26 129 123

2 Grenzwert in ng/ml <99 <70 <53 <91,4

) Sensitivitat 67% 79% 78% 77%

© Spezifitat 96% 64% 71% 99%

Tabelle 13: Vergleich Sensitivitdten und Spezifitadten von CgA (EURIA-Assay)
verschiedener Studien

Stridsberg et al. Belli et al. Eigene Studie
Gesicherte NEN 46 119 102
é Gesunde Probanden 26 39 123
a Grenzwert in nmol/l <4 <28 <6,6
Sensitivitat 93% 92,3% 70%
Spezifitat 88% 100% 99%

Insgesamt scheinen der CIS bio- und der KRYPTOR- Assay in der hiesigen Studie ro-
buste Methoden zur Messung von CgA darzustellen, nicht zuletzt aufgrund stabiler
Messergebnisse sowie einer hohen Sensitivitat und Spezifitdt. Aufgrund der automati-
sierten Handhabung besitzt der KRYPTOR-Assay einen Vorteil beziuglich der Messzeit
(29 min versus 18 h) und damit der Effizienz.

Nachfolgend wurden zur Evaluierung des prognostischen und pradiktiven Potentials von
CgA Messungen die Ergebnisse des KRYPTOR-Assays herangezogen.
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4.2.2 Univariate Datenanalysen von CgA

4.2.2.1 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN im Vergleich zu tumorfreien und ge-
sunden Probanden

Patienten mit neuroendokriner Tumorerkrankung hatten signifikant hohere CgA-Werte
im Vergleich zum Kontrollkollektiv und zu tumorfreien Patienten. Auch bei tumorfreien

Patienten lagen im Vergleich zur Kontrollkohorte erhdhte CgA-Werte vor (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Erhdht gemessende CgA-Werte bei Patienten mit NEN versus tumorfreie

Patienten und der Kontrollkohorte, als auch bei tumorfreien Patienten versus der
Kontrollkohorte

Dargestellt sind Scatter Dot-Plots mit Median und Interquartilbereich von NEN-Patienten
(n=103), tumorfreien Patienten (n=27) und der Kontrollkohorte (n=123), (*1 p<0,001, NEN vs.
tumorfrei; *2 p<0,05 tumorfrei vs. Kontrolle, *3 p<0,001 NEN vs. Kontrolle), Kruskal-Wallis-Test.

4.2.2.2 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN nach der Primartumorlokalisation

Zwischen den einzelnen Primartumorlokalisationen ergaben sich keine Unterschiede
bezuglich der Hohe von CgA. Der Kruskal-Wallis Test bestétigte dies mit einem Signifi-

kanzwert von 0,839. Die hiesige Auswertung wird in der Abbildung 5 graphisch darge-
stellt.
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Abbildung 5: CgA-Werte von Patienten mit NEN nach unterschiedlicher Primartumor-
lokalisation im Vergleich

Dargestellt sind Scatter Dot-Plots mit Median und Interquartilbereich von Patienten mit Primum
im bronchialem System/Lunge (n=1); Magen (n=6); Duodenum (n=3); Pankreas (n=28);
Jejunum/lleum (n=44); Appendix (n=1); Zokum (n=4); Rektum (n=2); aul3erhalb des GEP-
Systems (n=3); CUP (n=8); MEN-1 (n=3), p=0,839; nicht signifikant (n.s.), Kruskal-Wallis-Test.

4.2.2.3 CgA-Spiegel bei Midguttumoren mit und ohne Karzinoidsyndrom

Von 49 Patienten mit Midguttumoren wiesen 34 Patienten eine endokrine Symptomatik
im Sinne eines Karzinoidsyndroms auf. Eine Korrelation der Héhe von CgA in Bezug
auf eine vorliegende funktionelle Aktivitat bei Midguttumoren konnte mittels Mann-
Whitney-U-Test (p=0,820; n.s.) nicht belegt werden.

13 von 34 Patienten mit Karzinoidsyndrom waren zudem an einer Herzinsuffizienz
durch eine Endokardfibrose erkrankt. Nach Auswertung konnte kein Unterschied hin-
sichtlich der Hohe von CgA bei Midguttumorpatienten mit und ohne karzinoidbedingter

Kardiomyopathie im Test nach Mann und Whitney (p=0,804; n.s.) ermittelt werden.

4.2.2.4 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN mit unterschiedlichem Grading

Hinsichtlich des Gradings waren die CgA-Spiegel nicht signifikant different in der Hohe
im Kruskal-Wallis-Test (p=0,786; n.s.). Gleichwohl zeigten Patienten mit zunehmendem
Grading im Median tendenziell ansteigende CgA-Werte (G1-Median: 151,2 ng/ml, G2-
Median: 192,6 ng/ml, G3-Median: 341,7 ng/ml).
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Die Kriterien der Gradzuordnung werden in der Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Kriterien der Gradzuordnung nach der WHO (34)

Mitosen (10HPF) Ki-67 Index (%)
Grading
G1 <2 <3
G2 2-20 3-20
G3 > 20 > 20

4.2.2.5 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN im Tumorstadium I-lll und IV

Aufgrund der sonst zu kleinen Fallzahlen wurden die Tumorstadien | bis 1l zusammen-
gefasst.

In beiden Gruppen I-11l und IV zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Hohe
der CgA-Spiegel im Mann-Whitney-U-Test (p=0,555; n.s.).

Ebenso konnten keine Unterschiede in der Hohe der CgA-Werte bei Patienten mit diffe-
renter Art der Fernmetastasierung (p= 0,176; n.s.) registriert werden, wobei hepatische

Filiae im Vergleich zu extrahepatischen Filiae tendenziell hdhere CgA-Werte aufwiesen.

4.2.2.6 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN unter Berlicksichtigung des Remissi-

onsstatus

Die Remission bewertet das Verhalten einer Neoplasie im Therapie- oder Spontanver-
lauf, zuletzt benannt auch als Response-Evaluation. Hierbei erfolgte die Einteilung nach
den RECIST-Kriterien 1.1 (,Response Evaluation Criteria In Solid Tumors®), wobei eine
progressive Erkrankung (PD) vorliegt, wenn die Summe der Durchmesser einzelner
Metastasen beispielsweise in der Leber innerhalb eines definierten Zeitraums um min-
destens 20% zunimmt beziehungsweise wenn eine neue L&sion auftritt. Eine stabile
Erkrankung (SD) dagegen liegt vor, wenn der Primarius und, oder einzelne Lasionen
innerhalb eines definierten Zeitraums um weniger als 30% ab- oder um weniger als
20% zunehmen (116, 117).

Die Tabelle 15 liefert eine Ubersicht der CgA-Werte oberhalb beziehungsweise unter-
halb des Grenzwertes 83,2 ng/ml in Bezug auf den Remissionsstatus PD versus SD.
Patienten mit aktivem Krankheitsprogress zum Zeitpunkt der Blutentnahme wiesen

mehrheitlich CgA-Spiegel tber 83,2 ng/ml auf, Patienten mit stabiler Erkrankung nur in
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der Halfte der Falle. Mittels Mann-Whitney-U-Test wurde eine Signifikanz beim Ver-

gleich der CgA-Werte mit Remissionsstatus SD und PD mit einem P-Wert von 0,062
verfehlt.

Tabelle 15: Remissionsstatus (PD, SD) in Bezug auf CgA-Wert < und > 83,2 ng/ml

PD SD

CgA
< 83,2 ng/ml 1 20
> 83,2 ng/ml 23 42

4.2.2.7 CgA-Spiegel von Patienten mit NEN in Abh&angigkeit von der Therapie

Es erfolgte ein Vergleich unterschiedlicher Therapieregimes SSA, Chemotherapie ver-
sus keine Therapie bezlglich der H6he von CgA-Spiegeln Hierbei zeigten Patienten,
die eine Chemotherapie erhielten, im Vergleich zu Patienten ohne Therapie signifikant
erhohte CgA-Spiegel im Kruskal-Wallis-Test (p=0,044). Zwischen therapienaiven und
SSA-therapierten Patienten ergaben sich keine Unterschiede beziglich der H6he von
CgA. Dieser Vergleich wird in der Abbildung 6 graphisch dargestellt.
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Abbildung 6: CgA-Spiegel abhéangig von der durchgefiihrten Therapie zum Zeitpunkt der
Blutentnahme (keine Therapie, SSA, Chemotherapie)

Gezeigt sind Box-Whisker-Plots mit Median von 112,0 ng/ml bei therapienaiven Patienten
(n=47), von 165,4 ng/ml bei Patienten, die mittels SSA behandelt wurden (n=39), und von 492,5
ng/ml bei Chemotherapie-behandelten Patienten (n=11) mit Interquartilbereich, (* p=0,044,

keine Therapie vs. Chemotherapie; p>0,05 n.s., keine Therapie vs. Chemotherapie), Kruskal-
Wallis-Test.
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4.2.3 Verlaufsuntersuchungen von CgA
4.2.3.1 Kurzzeit-Verlaufsuntersuchungen von CgA

In der Patientenkohorte Il erfolgten von insgesamt 19 Patienten repetitive Messung vor
und nach SSA-Therapie-Einleitung im Kurzzeitverlauf Gber drei Tage. Als ein signifikan-
ter Abfall wurde eine mindestens 30%ige Reduzierung des Basalwertes am Tag 2 nach
SSA-Therapieaufnahme definiert. In der Auswertung der Abbildungen 7-10 wurde deut-
lich, dass die CgA-Werte im Tagesverlauf gewissen Schwankungen unterworfen sind.
Dies war auch ohne therapeutischen Einfluss zu beobachten. So zeigten am Tag 0 oh-
ne SSA-Applikation beispielsweise der Patient 05 eine Variationsbreite der Spiegel von
203,0 ng/ml bis 294,1 ng/ml und der Patient 18 von 354,5 ng/ml bis 466,1 ng/ml. Bei elf
von 19 Patienten konnte nach subkutaner SSA-Injektion im Kurzzeitverlauf ein Absin-
ken der CgA-Werte um mehr als 30% registriert werden. Nur ein Patient (Patient 06)
wies unter SSA-Therapie steigende CgA-Werte auf.
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Abbildung 7: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 01-05
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Abbildung 8: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 06-10
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Abbildung 9: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 11-15
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Abbildung 10: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 16-19

4.2.3.2 Langzeit-Verlaufsuntersuchungen von CgA

Es lagen insgesamt von 18 Patienten repetitive Daten nach SSA-Therapie-Einleitung
vor. Funf von 18 Patienten erlitten unter SSA-Therapie innerhalb der folgenden 2 Jahre
eine Krankheitsprogression. In der Abbildung 11 sind diese CgA-Verlaufe dargestellt.
Die Abbildungen 12, 13 und 14 zeigen CgA-Verlaufe von Patienten mit stabilen Erkran-
kungen. Alle Patienten mit stabiler Erkrankung wiesen 2 Monaten nach Beginn der
SSA-Therapie niedrigere CgA-Werte als vor Behandlungsbeginn auf. Unter den Patien-
ten mit progressivem Krankheitsverlauf befand sich lediglich ein Patient mit einem rele-
vanten Abfall der CgA-Werte unter SSA-Therapie (Patient 09). Der Ausgangswert
(Durchschnittswert der ersten 5 Messungen) dieses Patienten wurde mit 81,3 ng/ml
normwertig gemessen.
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Abbildung 11: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 02, 06, 08, 09 und 15 mit
fortschreitender Erkrankung innerhalb der folgenden 2 Jahre
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Abbildung 12: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 01, 03-05 und 07 mit
stabiler Erkrankung
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Abbildung 13: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 10-13 mit stabiler
Erkrankung
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Abbildung 14: CgA-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 14, 16-18 mit stabiler

Erkrankung

4.3 Placental Growth Factor

Folgende Analysen beziehen sich auf tumortragende Patienten mit NEN, wenn nicht

explizit tumorfreie Patienten in den Analysen benannt sind.

4.3.1 Univariate Datenanalysen von PIGF

4.3.1.1 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN im Vergleich zu tumorfreien und ge-

sunden Probanden

Signifikant erhohte PIGF-Spiegel wurden sowohl bei Patienten mit NEN als auch bei

tumorfreien Patienten im Vergleich mit Gesunden ermittelt (Abbildung 15).

Zwischen Patienten mit NEN und Patienten mit bestehender Tumorfreiheit wurde kein

statistischer Unterschied registriert (p>0,05).

Die Receiver-Operating-Characteristic-Analyse von PIGF-Spiegel von Patienten mit

NEN und gesunder Probanden ergab eine AUC von 0,758. Zur Unterscheidung zwi-

schen ,Krankheit vorhanden“ oder ,Krankheit nicht vorhanden“ scheint nach dieser

ROC-Analyse der Grenzwert 15,35 pg/ml fur PIGF geeignet zu sein. Eine graphische

Darstellung zeigt Abbildung 16.
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Abbildung 15: PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN und tumorfreien Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrolle

Dargestellt sind Scatter Dot-Plots mit Median von 16,42 pg/ml bei NEN-Patienten (n=105)
versus 15,94 pg/ml bei tumorfreien Patienten (n=27) versus 12,30 pg/ml bei der gesunden
Kontrolle (n=87) mit den dazugehdrigen Interquartilbereichen, (*1 p<0,001, NEN vs. Kontrolle;
*2 p<0,01, tumorfrei vs. Kontrolle), Kruskal-Wallis-Test.

Abbildung 16: ROC-Kurve von PIGF

Diese Analyse erlaubt Patienten mit NEN von gesunden Personen mit einer Sensitivitat von
64% und einer Spezifitit von 83% bei dem Grenzwert von 15,35 pg/ml zu unterscheiden
(AUC=0,758, 95%-Konfidenzintervall: 0,690-0,826; p<0,0001).

4.3.1.2 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN nach der Primartumorlokalisation

Die Hohe der PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN, separiert nach der Primartumorlo-
kalisation, unterschieden sich im Kruskal-Wallis-Test nicht (p=0,600, Abbildung 17).
Patienten mit pankreatische sowie jejunoileale Neoplasien wiesen einen ahnlich hohen
PIGF-Median von 16,46 pg/ml bzw. von 16,89 pg/ml auf.
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Abbildung 17: PIGF-Werte von Patienten mit NEN nach unterschiedlicher Primartumor-
lokalisation (Bronchiales System/Lunge (n=1); Magen (n=6); Duodenum (n=3); Pankreas
(n=28); Jejunum/lleum (n=44); Appendix (n=1); Z6kum (n=4); Rektum (n=3); aullerhalb
des GEP-Systems (n=3); CUP (n=9); MEN-1 (n=3)) im Vergleich

Gezeigt sind Scatter Dot-Plots mit Median und Interquartilbereich, p=0,600; n.s., Kruskal-Wallis-
Test.

4.3.1.3 PIGF-Spiegel bei Midguttumoren mit und ohne Karzinoidsyndrom

Ein Vergleich von Midgut-Patienten mit und ohne Karzinoidsyndrom zeigte in dieser
Studie eine Assoziation von hohen PIGF-Werten mit dem Vorliegen eines Karzinoid-
syndroms. Mittels Mann-Whitney-U-Test konnte ein Signifikanzwert von 0,047 errechnet
werden (Abbildung 18).

In Abbildung 19 wurden zudem Patienten mit Karzinoidsyndrom mit und ohne karzino-
idbedingter Herzerkrankung vergleichend gegenubergestellt. Unterschiede in der PIGF-

Hohe ergaben sich hierbei nicht (p=0,242; n.s.).
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Abbildung 18: Erhohte PIGF-Spiegel von Patienten mit Midguttumoren mit
Karzinoidsyndrom (n=34) im Vergleich zu Midgut-Patienten ohne Karznoidsyndrom
(n=15)

Gezeigt sind Box-Whisker-Plots mit Median und Interquartilbereich, * p=0,047; Mann-Whit-ney-

Test.
Abbildung 19: PIGF-Spiegel von Patienten mit Midguttumoren mit Karzinoidsyndrom mit

(n=13) und ohne Herzerkrankung (n=21)
Dargestellt sind Box-Whisker-Plots mit Median und Interquartilbereich, p=0,242; n.s.; Mann-

Whitney-Test.

4.3.1.4 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN mit unterschiedlichem Grading

NEN-Patienten mit differentem Grading zeigten keine Unterschiede beztglich der PIGF-
Spiegel (Kruskal-Wallis-Test; p=0,378; n.s.). So lag der Median bei G1-Neoplasien bei
16,31 pg/ml, bei G2-Neoplasien bei 17,30 pg/ml und bei G3-Neoplasien bei 19,73

pg/ml.

4.3.1.5 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN im Tumorstadium I-lll und IV

Eine Prasenz von Fernmetastasen war in der hiesigen Auswertung mit erhéhten PIGF-
Spiegeln assoziiert. Hierfur konnte im Mann-Whitney-U-Test ein Signifikanzwert von

0,005 berechnet werden. Die Abbildung 20 zeigt diesen Vergleich.
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Abbildung 20: Assoziation erhtéhter PIGF-Werte mit dem Tumorstadium IV (n=92) im
Vergleich zum Tumorstadium I-lll (n=13)
In Box-Whisker-Plots dargestellt; * p=0,005; Mann-Whitney Test.

Die Patienten mit Fernmetastasierung wiesen ein unterschiedliches Metastasierungs-
muster auf. Der Vergleich hepatische Filiae versus extrahepatische Filiae versus hepa-
tische und extrahepatische Filiae ergab im Kruskal-Wallis-Test keinen signifikanten Un-
terschied bezlglich der Hohe der PIGF-Werte (p=0,256; n.s.). Tendenziell zeigten Pati-
enten mit hepatischer und extrahepatischer Metastasierung hohere PIGF-Mediane als

Patienten mit hepatischer oder extrahepatischer Tumormetastasierung allein.

4.3.1.6 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN unter Berlicksichtigung des Remis-

sionsstatus

Patienten mit einem Progress als auch Patienten mit stabiler Erkrankungsphase wiesen
zum Zeitpunkt der Blutabgabe zum grof3en Teil PIGF-Spiegel Uber 15,35 pg/ml auf. Die
genaue Verteilung ist der Tabelle 16 zu entnehmen. Der Vergleich der PIGF-Werte in
Abhangigkeit des Remissionsstatus SD und PD ergab keinen Unterschied im Mann-
Whitney-U-Test (p=0,342; n.s.;).

Tabelle 16: Remissionsstatus (PD, SD) in Bezug auf PIGF-Wert < und > 15,35 pg/ml

PD SD

PIGF
< 15,35 pg/ml 8 26
> 15,35 pg/ml 16 38
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4.3.1.7 PIGF-Spiegel von Patienten mit NEN in Abh&ngigkeit von der Therapie

Uber die Halfte des Patientenguts erhielt zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine Thera-
pie, wobei ca. 80% der Patienten mit SSA und etwa 20% der Patienten mit einer Che-
motherapie behandelt wurden. Sechs weitere Patienten wurden im Rahmen von Stu-
dien therapiert, die aber im Folgenden keine Berucksichtigung fanden.

Patienten unter Chemotherapie hatten signifikant hohere PIGF-Spiegel im Kruskal-
Wallis-Test im Vergleich mit Patienten ohne Therapie (p<0.001) und mit Patienten, wel-
che mittels SSA (p<0.05) therapiert wurden. Unterschiede beziglich ,keine Therapie®
versus ,SSA® erhalten waren statistisch nicht signifikant (p>0,05; n.s.).

Diese Analyse ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Erhthte PIGF-Spiegel bei Chemotherapie-behandelten Patienten im
Vergleich zu NEN-Patienten, die keine oder eine SSA-Therapie erhielten

Gezeigt sind Box-Whisker-Plots mit Median von 15,79 pg/ml von therapienaiven Patienten
(n=47), von 16,22 pg/ml bei SSA-behandelten Patienten (n=41) und von 23,93 pg/ml bei
Chemotherapie-behandelten Patienten (n=11) mit dem dazugehdrigen Interquartilbereichen, (*1
p<0.001, keine Therapie vs. Chemotherapie; *2 p<0.05, SSA vs. Chemotherapie), Kruskal-
Wallis-Test.
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4.3.2 Verlaufsuntersuchungen von PIGF
4.3.2.1 Kurzzeit-Verlaufsuntersuchungen von PIGF

Bei den Verlaufsuntersuchungen von PIGF konnten bei einigen Patienten bereits ohne
Einfluss einer SSA-Behandlung stark schwankende Spiegel im Tagesverlauf registriert
werden, wie die Abbildungen 22-25 erkennen lassen. Bei dem Patienten 4 beispielswei-
se variierten die PIGF-Spiegel bereits ohne SSA-Medikation von 17,81 pg/ml bis 31,00
pg/ml. Nach SSA-Beginn verhielten sich die PIGF-Spiegel der insgesamt 19 Patienten
different, nur funf Patienten zeigten einen relevanten PIGF-Spiegelabfall (z.B. Patient

01; 06), dies sowohl bei stabilem als auch progredientem Tumorverlauf.
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Abbildung 22: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 01-05
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Abbildung 23: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 06-10
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Abbildung 24: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 11-15
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Abbildung 25: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 16-19

4.3.2.2 Langzeit-Verlaufsuntersuchungen von PIGF

Es erfolgten von insgesamt 18 Patienten repetitive Blutuntersuchungen von PIGF je-
weils 14 Tage, 1 Monat und 2 Monate nach SSA-Therapiebeginn.

In der Abbildungen 26 sind die PIGF-Verlaufe von funf Patienten gezeigt, die unter
SSA-Therapie innerhalb der folgenden 24 Monate eine Krankheitsprogression erlitten.
In den Abbildungen 27-29 sind die PIGF-Verlaufe von Patienten mit stabiler Tumorer-
krankung dargestellt.

Bei der Mehrzahl der Patienten waren die PIGF-Spiegel unter SSA-Therapie nicht kon-

kordant zum Tumorverlauf.
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Abbildung 26: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 02, 06, 08, 09, 15 mit
fortschreitender Erkrankung innerhalb der folgenden 2 Jahre
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Abbildung 27: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 01, 03-05 und 07 mit

stabiler Erkrankung
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Abbildung 28: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient

Erkrankung
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Abbildung 29: PIGF-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 14, 16-18 mit stabiler
Erkrankung

4.4 soluble Fms-related Tyrosinkinase 1

Folgende Analysen beziehen sich auf tumortragende Patienten mit NEN, wenn nicht

explizit tumorfreie Patienten in den Analysen benannt sind.

4.4.1 Univariate Datenanalysen von sFlt-1

4.4.1.1 sFIlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN im Vergleich zu tumorfreien und ge-

sunden Probanden

Im Vergleich zum gesunden Kollektiv waren in Patienten mit NEN signifikant erhdhte
sFlt-1-Spiegel messbar (p<0,001, Abbildung 30). Zur Differenzierung zwischen krank
und gesund erfolgte eine ROC-Analyse von sFlt-1, wobei der Grenzwert 80,15 pg/m
eine 83%ige Spezifitat und 52%ige Sensitivitat aufwies. Die Likelihood Ratio betrug
hierbei 3,04. Diese Analyse ist in der Abbildung 31 gezeigt.
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Abbildung 30: sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN und tumorfreien Patienten im
Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv

Abgebildet sind Scatter Dot-Plots mit Median von 80,5 pg/ml von NEN-Patienten (n=105) versus
75,0 pg/ml von tumorfreien Patienten (n=26) versus 73,9 pg/ml von gesunden Probanden
(n=87) mit den dazugehérigen Interquartilbereichen, (* p<0,001, NEN vs. Kontrolle; p>0,05,
NEN vs tumorfrei und tumorfrei vs. Kontrolle), Kruskal-Wallis-Test.

Abbildung 31: ROC-Kurve von sFlt-1

Diese Analyse ermdglicht zwischen Patienten mit NEN und gesunden Personen bei dem
Grenzwert von 80,15 pg/ml mit einer Sensitivitat von 52% und einer Spezifitat von 83% zu
differenzieren (AUC=0,668; 95%-Konfidenzintervall: 0.5916-0.7443; p< 0.0001).

4.4.1.2 sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN mit unterschiedlichem Grading

Bezlglich dem Grading G1, G2 und G3 ergab sich kein Unterschied hinsichtlich der
sFlt-1-Spiegel bei Patienten mit NEN im Kruskal-Wallis Test (p=0,938, n.s.).

4.4.1.3 sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN im Tumorstadium I-lll und IV

Patienten mit NEN im Stadium I-lll unterschieden sich zudem nicht von Patienten mit
fernmetastasierten Neoplasien (Stadium [V) in der Hohe der sFlt-1-Spiegel (p=0,599,
n.s.; Mann-Whitney-U-Test).

4.4.1.4 sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN in Abhangigkeit von der Therapie

Ferner wurden Therapieregimes von NEN-Patienten hinsichtlich der sFlt-1-Spiegel ana-
lysiert, dargestellt in Abbildung 32. Patienten, die mittels SSA-Therapie behandelt wur-

den, hatten ahnlich niedrige sFlt-1-Spiegel wie Patienten ohne Behandlung. Dagegen
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wiesen Patienten, die eine Chemotherapie erhielten, signifikant héhere sFlt-1-Spiegel
auf als therapienaive Patienten (p=0,046; Kruskal-Wallis-Test).
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Abbildung 32: sFIt-1-Spiegel von NEN-Patienten mit NEN, sortiert nach der Art der
erhaltenen Therapie

Dargestellt sind Box-Whisker-Plots mit Median von 78,30 pg/ml bei therapienaiven Patienten
(n=47), von 81,40 pg/ml bei SSA-behandelten Patienten (n=41) und von 98,50 pg/ml bei
Chemotherapie-behandelten Patienten (n=11) mit dem dazugehdrigen Interquartilbereichen,
(* p=0,046, keine Therapie vs. Chemotherapie; p>0,05, keine Therapie vs. SAA und SSA vs.
Chemotherapie), Kruskal-Wallis-Test.

4.5 PIGF/sFlt-1

Zur Erfassung des biologisch aktiven PIGF wurde die Ratio aus PIGF und sFlt-1 be-
rechnet.

4.5.1 Univariate Datenanalysen von PIGF/sFIt-1

4.5.1.1 PIGF/sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN im Vergleich zu tumorfreien
und gesunden Probanden

Tumortragende als auch tumorfreie Patienten mit NEN hatten signifikant hohere
PIGF/sFlt-1-Quotienten im Vergleich zum Kontrollkollektiv (Abbildung 33). Die ROC-
Analyse der Ratio PIGF/sFlt-1 von Patienten mit NEN und gesunder Probanden ergab
eine AUC von 0,704. Zur Unterscheidung zwischen ,Krankheit vorhanden® und ,Krank-
heit nicht vorhanden® wurde fir die Ratio aus PIGF und sFlt-1 von 0,20 eine Spezifitat

von 80% und eine Sensitivitat von 51% berechnet.
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Abbildung 33: Ratio PIGF/sFItl von Patienten mit NEN und tumorfreien Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrolle

Dargestellt sind Scatter Dot-Plots mit Median von 0,21 bei NEN-Patienten (n=105) versus 0,22
bei tumorfreien Patienten (n=27) versus 0,17 bei der gesunden Kontrolle (n=87) mit den
dazugehorigen Interquartilbereichen, (*1 p<0,001, NEN vs. Kontrolle; *2 p<0,01, tumorfrei vs.
Kontrolle), Kruskal-Wallis-Test.

Abbildung 34: ROC-Kurve von PIGF/sFIt-1

Diese Analyse ermoglicht zwischen Patienten mit NEN und gesunden Personen bei der Ratio
von 0,20 mit einer Sensitivitdét von 51% und einer Spezifitit von 80% zu differenzieren
(AUC=0,704; 95%-Konfidenzintervall: 0.6306-0.7785; p< 0.0001).

4.5.1.2 PIGF/sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN mit unterschiedlichem Grading

NEN-Patienten mit differentem Grading zeigten keine relevanten Unterschiede hinsicht-
lich der Ratio PIGF/sFIt-1 (Kruskal-Wallis-Test; p=0,669; n.s.).

4.5.1.3 PIGF/sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN im Tumorstadium I-lll und IV

Patienten mit Tumorstadien IV wiesen eine héhere Ratio des PIGF/sFlt-1 Quotienten im
Vergleich zu Patienten mit Tumorstadium I-1ll im Mann-Whitney-U-Test auf (p=0,010).

4.5.1.4 PIGF/sFlt-1-Spiegel von Patienten mit NEN in Abhangigkeit von der The-
rapie

Hinsichtlich der erhaltenen Therapie (keine, SSA, Chemotherapie) war bei Patienten mit
NEN die Ratio PIGF/sFIt-1 nicht signifikant different in der H6he im Kruskal-Wallis-Test
(p=0,146; n.s.).
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4.6 Serotonin

4.6.1 Verlaufsuntersuchungen von Serotonin
4.6.1.1 Kurzzeit-Verlaufsuntersuchungen von Serotonin

Von Serotonin erfolgten dynamische Messungen bei 15 Patienten mit NEN und nach-
gewiesenem Karzinoidsyndrom vor und nach Einleitung einer SSA-Therapie.

Die Analyse zeigte, dass die Serotoninspiegel im kurzen Verlauf 2 Tage nach Therapie-
beginn bei zwolf von 15 der Patienten abnahmen. Bei einem Teil dieser Patienten fielen
zudem stark schwankende Spiegel innerhalb eines Tages auf. Die Verlaufe sind in den
Abbildungen 35-37 dargestellt.
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Abbildung 35: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 01-05
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Abbildung 36: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchungen Tag 0-2 von Patient 06-08, 10, 11
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Abbildung 37: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchung Tag 0-2 von Patient 12-15, 19

4.6.1.2 Langzeit-Verlaufsuntersuchungen von Serotonin

Ebenso waren von 15 Patienten repetitive Langzeitmessungen circa 14 Tage, 1 Monat

und 2 Monate nach SSA-Therapiebeginn von Serotonin erfolgt.

Je nach Auspragung des Karzinoidsyndroms zeigten die Patienten interindividuell ver-

schieden hohe Serotoninspiegel. Die Abbildung 38 stellt 4 Serotoninverlaufe von Pati-

enten mit fortschreitender Erkrankung im Verlauf dar. Die Abbildungen 39 und 40 zei-

gen Verlaufe mit stabiler Erkrankung. Nach 2 Monaten zeigten 14 von 15 Patienten un-

abhangig vom Tumorverlauf eine Abnahme der Serotoninwerte nach Therapieinitiierung

mit SSA. Lediglich bei dem Patienten 7 waren steigende Serotoninspiegel unter SSA-

Therapie trotz stabilen Tumorverhalten messbar.
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Abbildung 38: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 02, 06, 08 und 15 mit
fortschreitender Erkrankung innerhalb der folgenden 2 Jahre
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Abbildung 39: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 01, 03-05 und 07 mit
stabiler Erkrankung
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Abbildung 40: Serotonin-Wert-Verlaufsuntersuchungen von Patient 10-14 mit stabiler
Erkrankung

4.7 Prognostische Faktoren fur die Zeit bis zur Tumorprogression

Als prognostischer Parameter wurde die Zeit bis zur Tumorprogression gewahlt. Dabei
wurde eine Krankheitsprogression durch die RECIST-Kriterien 1.1 definiert. Es erfolgten
anhand von Kaplan-Meier-Kurven univariate Analysen beziglich der Zeit bis zur Tu-
morprogression. Dabei wurden potentielle Risikoparameter im Hinblick auf eine pro-
gressive Erkrankung evaluiert. Als Endpunkt wurde die Tumorprogression oder das
Ausscheiden aus der Beobachtung gewéhlt. Der Stichprobenumfang der einzelnen
Analysen variierte, da nicht fir jeden Patienten das untersuchte Prognosekriterium vor-
lag. Signifikante Vorteile bezuglich der Zeit bis zur Tumorprogression zeigten niedrigere
CgA- und PIGF-Spiegel als auch niedrige Ratio aus PIGF und sFlt1, welche im Weite-

ren noch genauer betrachtet werden. Das TNM-Stadium (p=0,986) mit Differenzierung
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zwischen lokoregionaler gegenuber fortgeschrittener Tumorerkrankung erbrachte im
Log-Rank-Test keinen Vorteil bezuglich der Zeit bis zur Tumorprogression. Gleichfalls
zeigten hohere sFlt-1-Werte (p=0,338) kein erhdhtes Risiko fur ein Fortschreiten der
Erkrankung.

4.7.1 CgA-Spiegel bei Patienten mit NEN in Relation zur Zeit bis zur Tumor-
progression
Patienten mit NEN wurden in zwei Gruppen eingeteilt, wobei Gruppe 1 aus 35 und
Gruppe 2 aus 34 Patienten bestanden, die CgA-Werte kleiner, gleich beziehungsweise
groRer als der Median aufwiesen. Der Median konnte bei 165,4 ng/ml ermittelt werden.
17 Patienten der Patientengruppe 2 entwickelte im Verlauf eine Progression. Die Pati-
entengruppe 1 mit niedrigeren CgA-Werten verzeichnete nur sechs Krankheitsprogres-
sionen im Verlauf. Die Beobachtungszeit der Patienten betrug bis zu 26 Monaten.
Mittels Log-Rank-Test konnte belegt werden, dass zirkulierende CgA-Spiegel oberhalb
der 50. Perzentile mit einer schlechteren Prognose hinsichtlich einer Progression asso-
ziiert waren (Abbildung 41).
Zu erwahnen ist, dass 27 Patienten in dieser Analyse aufgrund eines Tumorprogresses

zum Zeitpunkt der Blutentnahme nicht bericksichtigt wurden.
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Abbildung 41: Bestatigung des prognostischen Potentials von CgA anhand einer Kaplan-
Meier-Uberlebenskurve bezogen auf die Zeit bis zur Tumorprogression bei NEN
Dargestellt sind 2 Gruppen mit Zuordnung zu niedrigen (< 50. Perzentile, entspricht < 165,4
ng/ml, n=35) oder zu hohen CgA-Spiegeln (> 50. Perzentile, n=34); Hazard Ratio 3,071; 95%-
Konfidenzintervall: 1.342-7.025; Log-Rank p=0,008.
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4.7.2 PIGF-Spiegel bei Patienten mit NEN in Relation zur Zeit bis zur Tumor-
progression

Ebenso wurde die Zeit bis zur Tumorprogression anhand der PIGF-Spiegel bei Patien-
ten mit NEN untersucht. Die Gruppe 1 setze sich aus 36 Patienten zusammen, die
PIGF-Werte unterhalb, gleich des Medians von 16,16 pg/ml aufwiesen. Die Patienten-
gruppe 2 bestand aus ebenfalls 35 Patienten, welche jedoch PIGF-Spiegel oberhalb
des Medians hatten. In der Patientengruppe 2 zeigten 18 von 35 Patienten im Verlauf
eine progressive Erkrankung. Nur sechs Patienten der Patientengruppe 1 erlitten im
Verlauf eine Krankheitsprogression. Die Beobachtung der Patienten erfolgte ebenfalls
bis zu 26 Monate. Mittels Log-Rank-Test konnte nachgewiesen werden, dass die ge-
messenen PIGF-Werte oberhalb der 50. Perzentile mit einem schlechteren Outcome
hinsichtlich einer zeitnahen Progression assoziiert waren (Hazard Ratio: 3,960; 95%-
Konfidenzintervall: 1.738-9.026; Log-Rank; p=0,001).

Im Folgenden wurden die Subgruppen pankreatische NEN und Midguttumore separat

beurteilt.

4.7.2.1 PIGF-Spiegel bei pankreatischen NEN in Relation zur Zeit bis zur Tumor-

progression

Ebenso wie die Gesamtkohorte wurden auch 17 Patienten mit pankreatischen NEN in
der gleichen Art in 2 Gruppen (Gruppe 1 mit PIGF-Werten < Median, Gruppe 2 mit
PIGF-Werten > Median) eingeteilt. Der Median der PIGF-Spiegel befand sich bei die-
sem Kollektiv bei 16,61 pg/ml. Es zeigten drei Patienten in der Gruppe mit niedrigen
PIGF-Spiegeln und vier Patienten in der Patientengruppe mit hoheren PIGF-Werten ei-
ne Krankheitsprogression im Verlauf. Das mittlere Follow-up betrug zwolf Monate.

Elf Patienten mit Pankreastumoren fanden keine Berticksichtigung wegen einer Krank-
heitsprogression zum Zeitpunkt der PIGF-Abnahme.

Die Analyse der PIGF-Werte der eingeschlossenen Patienten mit Pankreastumoren er-
brachte keine Informationen fur die Einschatzung der Zeit bis zur Tumorprogression
(p=0,717; n.s.).
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4.7.2.2 PIGF-Spiegel bei Midguttumoren in Relation zur Zeit bis zur Tumorpro-
gression

Gleichfalls wie Patienten mit pankreatischen NEN wurden auch die Patienten mit Mid-
guttumoren untersucht.

In dieser Auswertung zeigten 33 Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme keinen
Progress und wurden daher in dieser Untersuchung bertcksichtigt. Nach Zuordnung
bestand Gruppe 1 aus 17 und Gruppe 2 aus 16 Patienten. Der Median befand sich bei
16,85 pg/ml. Bei 50 % der Patienten in der Gruppe 2 wurde im Verlauf ein Progress do-
kumentiert. Im Gegenteil dazu verzeichneten nur zwei Patienten in der Gruppe 1 im
Verlauf eine Krankheitsprogression. Patienten mit Midguttumoren wurden bis zu 26 Mo-
nate beobachtet. EIf Patienten wurden aufgrund eines Progresses zum Zeitpunkt der
Blutentnahme von dieser Analyse ausgeschlossen.

Insbesondere fur Midguttumore konnte belegt werden, dass Patienten mit zirkulieren-
den PIGF-Werten oberhalb des Medians ein erhdhtes Risiko fur eine zeitnahe Tumor-
progression aufweisen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Bestatigung der prognostischen Relevanz von PIGF anhand einer Kaplan-
Meier-Uberlebenskurve bezogen auf die Zeit bis zur Tumorprogression bei neuro-
endokrinen Midguttumoren

Dargestellt sind 2 Gruppen mit Zuordnung zu niedrigen (< 50. Perzentile, entspricht < 16,85
pg/ml, n=17) oder hohen PIGF-Spiegeln (> 50. Perzentile, n=16); Hazard Ratio 5,292; 95%-
Konfidenzintervall: 1.470-19.05; Log-Rank p=0,011.
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4.7.3 PIGF/sFIt-1-Spiegel bei Patienten mit NEN in Relation zur Zeit bis zur
Tumorprogression
Als realistischer Wert fur freies PIGF wurde die Ratio aus PIGF und sFlt-1 hinsichtlich
des prognostischen Potentials untersucht.
In dieser TTP-Untersuchung bestanden die Gruppe 1 aus 36 Patienten und die Gruppe
2 aus 35 Patienten. Der Median wurde bei 0,19 ermittelt. Gruppe 1 bestand aus Patien-
ten mit Werten unterhalb, gleich des Medians, Gruppe 2 aus Patienten mit Werten
oberhalb des Medians. In der Gruppe 1 entwickelten sieben Patienten und in der Grup-
pe 2 17 Patienten einen Progress im Verlauf. Die Analyse ergab im Log-Rank-Test fur
hohere Ratio von PIGF/sFlt-1 ein erhdhtes Risiko fir eine zeithahe Tumorprogression
(Abbildung 43).
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Abbildung 43: Bestéatigung der prognostischen Relevanz von PIGF/sFIt-1 anhand einer
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve bezogen auf die Zeit bis zur Tumorprogression bei NEN
Dargestellt sind 2 Gruppen mit Zuordnung zu niedrigen (< 50. Perzentile, entsprich < 0,19,
n=36) oder hohen PIGF-Spiegeln (> 50. Perzentile, n=35); Hazard Ratio: 0,3323; 95%-
Konfidenzintervall: 0.1470-0.7511; Log-Rank; p=0,008.

4.7.4 Multivariate Datenanalyse

In der multivariaten Analyse wurden mit Hilfe des Cox-Regression-Modells mehrere un-
abhangige maogliche Risikoparameter fir eine Krankheitsprogression unter Adjustierung
des Geschlechts erfasst. Folgende Faktoren wurden in der multivariaten Analyse be-
racksichtigt: TNM-Stadium, Grading, SSA-Therapie, CgA- und PIGF-Spiegel (> Median
zu < Median), zu sehen in Tabelle 17.
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Tabelle 17: Multivariate Analyse fir die Zeit bis zur Tumorprogression bei NEN

Kovariate Signifikanzwert HR (95%-Konfidenzintervall)
Geschlecht (méannlich/weiblich) 0,073 0,302 (0,082-1,116)
TNM-Stadium 0,347 0,455 (0,089-2,343)
Grading 0,768 0,858 (0,310-2,376)
SSA-Therapie* 0,084 0,312 (0,083-1,172)
CgA-Spiegel (> Median zu < Median) 0,019 4,050 (1,255-13,070)
PIGF-Spiegel (> Median zu < Median) 0,003 6,225 (1,829-21,188)

* 4 Patienten zum Zeitpunkt der Blutentnahme ohne SSA-Therapie erhielten nach 2 bis 7 Monaten SSA zur
Symptomkontrolle

Die multivariate Datenanalyse zeigt, dass CgA und vor allem PIGF unabhdngig vom
Geschlecht, dem Grading, dem TNM-Stadium und einer SSA-Therapie prognostische
Parameter hinsichtlich der TTP bei NEN darstellen.

4.8 Korrelation zwischen CgA- und PIGF-Spiegel bei NEN-Erkrankten

Eine Korrelationsanalyse nach Spearman zeigte eine schwache signifikante Korrelation
(Abbildung 44) zwischen den Biomarkern CgA und PIGF bei NEN-Erkrankten.

PIGF pg/ml

I
0 500 10002000 4000 6000 800010000
CgA ng/ml

Abbildung 44: Korrelationsanalyse von PIGF und CgA bei Patienten mit NEN
Zu sehen ist eine schwache lineare, aber hochsignifikante Korrelation (r=0,339; p=0,0005).
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4.9 Pradiktiver Wert von Tumormarkern nach SSA-Therapieeinleitung
4.9.1 Pradiktiver Wert von CgA

Es erfolgte eine Evaluierung des pradiktiven Wertes von CgA in der Patientenkohorte II.
Hierbei wurde eine Reduzierung des Ausgangswertes von CgA 2 Tage bzw. 2 Monate
nach Therapieeinleitung um mindestens 30% gefordert. Beim Vorhandensein mehrerer
Messungen pro Tag wurde das arithmetische Mittel gewahlt. Als Beobachtungszeitraum
wurden 24 Monate festgelegt. Die genaue Verteilung der Patienten mit mindestens
30%igem Abfall oder fehlendem 30%igem Abfall in Bezug auf den Krankheitsverlauf ist
der Tabelle 18 zu entnehmen.

Tabelle 18: Ubersicht uber die Verteilung der Patienten mit und ohne mindestens
30%igen Abfall von CgA 2 Tage bzw. 2 Monate nach SSA-Beginn mit Zuordnung zum
weiteren Tumorverhalten

SD PD
> 30% Abfall < 30% Abfall > 30% Abfall < 30% Abfall
2 Tag 10 3 1 4
2 Monate 12 1 1 4

Bei circa 60% bzw. 70% der Patienten konnte ein CgA-Abfall von mindestens 30%
2 Tage bzw. 2 Monaten nach Einleitung einer SSA-Therapie registriert werden, dies
Uberwiegend konkordant zum Tumorverhalten.

Im Folgenden wurde der pradiktive Wert von CgA unter Zuhilfenahme einer Kaplan-
Meier-Kurve bestatigt. Hierzu wurden die Patienten in 2 Gruppen einsortiert, Gruppe 1
mit Absinken der CgA-Spiegel und Gruppe 2 ohne Absinken der CgA-Spiegel um min-
destens 30%. Patienten mit CgA-Abfall sowohl 2 Tage als auch 2 Monate nach
Einleitung einer SSA-Therapie entwickelten signifikant weniger eine progressive
Erkrankung in den folgenden 2 Jahren als Patienten ohne 30%igen CgA-Abfall
(p=0,016; p=0,001), dargestellt in den Abbildungen 45 und 46.
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Abbildung 45: Bestatigung des pradiktiven Wertes von CgA hinsichtlich einer SSA-
Therapie bei NEN zwei Tage nach Therapieinitiierung anhand einer Kaplan-Meier-Kurve
Dargestellt sind 2 Gruppen mit Zuordnung zu einem und keinen Abfall von CgA um mindestens
30% nach SSA-Therapiebeginn; Hazard Ratio 0,09498; 95%-Konfidenzintervall: 0.01396-
0.6461; Log-Rank p=0,016.
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Abbildung 46: Bestdtigung des pradiktiven Wertes von CgA hinsichtlich einer SSA-
Therapie bei NEN zwei Monate nach Therapieinitiierung anhand einer Kaplan-Meier-
Kurve

Dargestellt sind 2 Gruppen mit Zuordnung zu einem und keinen Abfall von CgA um mindestens
30% nach SSA-Therapiebeginn; Hazard Ratio 0,02662; 95%-Konfidenzintervall: 0.003037-
0.2333; Log-Rank p= 0,001.
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4.9.2 Pradiktiver Wert von PIGF

Fiur PIGF wurde als relevanter Abfall eine Reduktion des PIGF-Basalwertes um mindes-
tens 10% nach SSA-Therapiebeginn definiert. Es zeigten insgesamt 5 bzw. 7 Patienten
nach Therapieaufnahme eine Verminderung der PIGF-Spiegel nach 2 Tagen bzw. nach

2 Monaten. Die genaue Zuordnung wird in der Tabelle 19 wiedergegeben.

Tabelle 19: Ubersicht uber die Verteilung der Patienten mit und ohne mindestens
10%igen Abfall von PIGF 2 Tage und 2 Monate nach SSA-Beginn mit Zuordnung zum
weiteren Tumorverhalten

SD PD
> 10% Abfall < 10% Abfall > 10% Abfall < 10% Abfall
2 Tage 4 9 1 4
2 Monate 6 7 1 4

In Analogie zu CgA wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse das pradiktive Potential von
PIGF hinsichtlich des Therapieansprechens auf SSA 2 Tage als auch 2 Monate nach
Therapiebeginn untersucht. Hierbei ergab sich kein pradiktiver Wert fur PIGF (p=0,710
n.s.; p=0,499 n.s.).
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5 Diskussion

Seltenheit und Variabilitdt des klinischen Verlaufs sind Kennzeichen neuroendokriner
Tumorerkrankungen, aus denen sich unmittelbar ein dringender Bedarf fur ein indivi-
dualisiertes klinisches Management ableitet. Mit der Verfugbarkeit verschiedener The-
rapieoptionen stellt nun die Etablierung geeigneter Biomarker fir das Monitoring und
rational-basierte Therapieentscheidungen eine dringliche Aufgabe dar. Die vorgelegte
Arbeit adressiert diese Aufgabenstellung anhand folgender Strategie:

Aufgrund der starken Vaskularisation von NEN kénnten angiogene Wachstumsfaktoren
eine Bedeutung fur die Tumorausdehnung und Progression von NEN haben und még-
licherweise als Tumormarker Verwendung finden. PIGF ist ein proangiogener Wachs-
tumsfaktor, der mit einer vermehrten, aber typischerweise dysfunktionalen Vaskularisa-
tion von Tumoren verknipft ist. sFIt-1 stellt einen antiangiogenen Wachstumsfaktor dar,
der Liganden wie PIGF neutralisiert und dadurch deren Wirkung inhibiert. Im Unter-
schied zu PIGF stellt CgA einen Biomarker fir NEN dar, der neurosekretorische Eigen-
schaften der NEN Tumorzellen widerspiegelt und fur die Diagnosestellung bei NEN kli-
nisch etabliert ist, wohingegen der prognostische und pradiktive Einsatz in der Tumor-
nachsorge bei NEN umstritten bleibt (46, 51).

In der vorliegenden Analyse wurde der Nutzen von PIGF sowie sFlt-1lund deren Ratio
als Tumormarker im Vergleich zu CgA untersucht. Im Weiteren wurde evaluiert ob diese
Biomarker hinsichtlich der Prognose auch unter einer spezifischen Therapie mit SSA
aussagekréftig sind. Nachstehend werden die Ergebnisse im Einzelnen kritisch be-

leuchtet und CgA gegeniibergestellt.

5.1 Chromogranin A — Bestimmung durch unterschiedliche Assays

Erstmalig wurden in der vorliegenden Arbeit 3 klinisch verfiigbare Testverfahren unter
prospektiven Messbedingungen miteinander verglichen. Uberraschend zeigten sich bei
einem der Verfahren, dem DAKO ELISA-Assay, erhebliche Abweichungen bei Doppel-
bestimmungen, so dass weitere Analysen mit diesem Assay nicht sinnvoll erschienen.
Die Ursache fur die schlechte Reproduzierbarkeit der Messdaten ist unklar und weicht
von publizierten Studien ab, die hohe Sensitivitdten fir diesen Assay beschreiben. Po-
tentielle StérgroRen, wie den Einsatz hamolytischer oder lipamischer Seren in den Mes-
sungen konnten wir weitgehend ausschlielen — zudem sollten diese Parameter nach

Herstellerangaben keine Rolle spielen.
62



5 Diskussion

Der CIS bio-RIACT-Assay sowie der neuwertige KRYPTOR-Assay zeigten unter Be-
ricksichtigung der Stabilitdt von CgA in den Messungen die besten Ergebnisse bezlg-
lich der Sensitivitat und eine gute Ubereinstimmung. Aufgrund der Vorteile des KRYP-
TOR-Assays, der automatisierten Handhabung ohne Verwendung radioaktiver Sub-
stanzen und der kurzen Messzeit, wurde diese Testmethode als eine robuste, sowie
effiziente Testmethode evaluiert und konsekutiv als Routine-Assay etabliert.

Die erste Publikation zum Methodenvergleich unterschiedlicher Assays erfolgte 2003
von Stridsberg (59). Es handelte sich hierbei um eine sehr kleine Analyse an einem
sehr heterogenen Patientengut. Dartber hinaus existieren weitere Analysen von zwei
italienischen und einer argentinischen Arbeitsgruppe (Ferrari (113), Zatelli (114), Belli
(115)). Von allen hier benannten Studien existieren unterschiedliche Grenzwerte. Die
Grenzwerte wichen von den ermittelten Grenzwerten der ROC-Analysen der vorliegen-
den Daten ab.

Die Sensitivitédt des EURIA-Assays mit eigenem Normkollektiv untersuchten Stridsberg
und Belli. Wir fanden eine geringere Sensitivitat im Vergleich zu Stridsberg und Belli
(69% versus 93%; 92,3%). Die berechneten Grenzwerte in der Studie von Stridsberg
und Belli waren mit 4 nmol/l und 2,8 nmol/l niedriger als die berechneten Grenzwerte in
der hiesigen Studie (6,6 nmol/).

Bezuglich des CIS bio-RIACT-Assays zeigte die hiesige Studie mit einer Sensitivitat von
77% eine vergleichbare Sensitivitat wie die von Ferrari (79%) und Zatelli (78%), jedoch
ergab sich eine mallige Abweichung der Sensitivitat im Vergleich zu Stridsberg (67%).
Der berechnete Grenzwert in der Studie von Zatelli (53 ng/ml) war deutlich niedriger im
Vergleich zu den Grenzwerten von Ferrari (70 ng/ml), Stridsberg (99 ng/ml) als auch der
hiesigen Studie (91,4 ng/ml). Eine Ursache ist mit hoher Wahrscheinlichkeit im unter-
schiedlichen Normalkollektiv zu finden. Zatelli verwendete ein Kollektiv, bei dem magli-
che Storfaktoren insbesondere eine Niereninsuffizienz mit Plasmakreatininwerten tber
120 pM/l, ein Leberschaden, eine Protonenpumpentherapie, eine Parkinson-
Erkrankung, eine Schwangerschaft und die Prasenz anderer Malignome explizit ausge-
schlossen wurden, die zu falsch erhéhten CgA-Werten fihren kdnnen. In unserem Kon-
trollkollektiv war eine Adjustierung aufgrund der Stichprobengroé3e und des retrospekti-
ven Designs nicht mdglich und fand daher keine Bertcksichtigung.

Zudem wird auch die Heterogenitat der Studienkollektive die unterschiedlichen Grenz-

werte bedingen. Beispielsweise rekrutierte Stridsberg flr die Berechnung des Grenz-
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wertes auch Patienten mit fehlendem Zeichen einer aktiven Tumorerkrankung. Ferner
unterschieden sich die Studienkollektive in der Verteilung der Primartumoren und des
Tumorstadiums.

Daneben gibt es zahlreiche Differentialdiagnosen eines erhdhten CgA-Wertes. Eine
Herausforderung stellt daher die richtige Interpretation dar.

In der Literatur gibt es Hinweise, dass die Sensitivitat auch von der Primartumorlokalisa-
tion abhangt (118, 119), da die einzelnen Tumorentitaten je nach Art der neuroendokri-
nen Zelle verschieden gespaltenes CgA aufgrund der gewebespezifischen Proteolyse
sezernieren (46). Diese CgA-Fragmente konnen nur durch Assays mit passendem Anti-
korper erkannt werden (119). In der Mehrzahl der Studien zeigten sich fur Neoplasien
mit Ursprung im Midgut héhere Sensitivitaten fir CgA im Vergleich zu NEN des Foregut
(113, 118). Diese Differenz konnte in der hiesigen Studie nicht gefunden werden. In un-
serem Kollektiv scheinen die zirkulierenden Fragmente nicht sehr heterogen zu sein.
Bei Patienten mit h6herer Tumorlast werden hohere Wert fir CgA, beispielsweise beim
Vorhandensein von Leberfiliae, in der Literatur beschrieben (120, 121). Bei Midguttumo-
ren mit Karzinoidsyndrom finden sich ebenso erhéhte CgA-Werte, was an einer ver-
mehrten sympathoadrenalen Stimulation der Nebenniere liegen kann, welche sich auf
die adrenale CgA-Sekretion und indirekt damit auf das Messergebnis und auf die Sensi-
tivitat auswirken kann. Erhdohte CgA-Werte wurden in der hiesigen Untersuchung insbe-
sondere auch bei Patienten, die unter Chemotherapie standen, gefunden. Vermutlich,
weil das Patientenkollektiv, bei dem die Chemotherapie initiiert wird ohnehin héhere
Werte aufweisen und steigende CgA-Werte in die Therapieentscheidung einflie3en.
Bemerkenswerter Weise wiesen in der hiesigen Studie tumorfreie Patienten ebenfalls
erhohte CgA-Werte im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv auf. Dies kénnte im
Zusammenhang mit einer Rekurrenz stehen. Eine Nachverfolgung dieses Patientengu-
tes fand allerdings nicht statt.

Es ist ferner zu berucksichtigen, dass die unterschiedlichen Studien mit Serum und
Plasma verschiedenes Biomaterial verwendet haben. Eine komparative Studie berichtet

keinen Einfluss auf das Messergebnisse im Vergleich von Plasma und Serum (122).
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5.2 Chromogranin A —ein prognostischer und pradiktiver Biomarker bei NEN

Erwartungsgemalf hatten Patienten mit bekannten NEN signifikant erhdhte Spiegel von
CgA im Vergleich mit gesunden Kontrollen. In der hier durchgefiihrten Kaplan-Meier-
Analyse fanden wir bei Patienten mit erhohten CgA-Werten eine signifikant kiirzere Zeit
bis zur Tumorprogression als bei Patienten mit niedrigen CgA-Werten.

Ferner zeigte eine Subkohorte von tberwiegend NEN im lleum und Jejunum bei circa
60% der Falle innerhalb von 2 Tagen nach SSA-Therapieeinleitung einen CgA-Abfall.
Dieser kurzzeitige Effekt ist am ehesten durch die SSA-bedingte verminderte Sekretion
von CgA zu begrunden. Eine Kontrolle der CgA-Werte 2 Monaten nach Beginn der
SSA-Therapie ergab bei 70% der Patienten mit NEN ebenfalls geringere CgA-Werte im
Vergleich zu den Ausgangswerten. Dieser Abfall korrelierte in 90% mit einem stabilen
Tumorverhalten. Allerdings bestand die Indikation zur SSA-Therapie in diesem Kollektiv
zu etwa Zweidrittel in der Sekretionskontrolle und weniger in der Tumorwachstumskon-
trolle, da sich die Mehrzahl der Patienten (n=11) zum Zeitpunkt der SSA-
Therapieeinleitung per se in einer stabilen Erkrankungsphase befand. 4 von 5 Patienten
mit fortschreitender Erkrankung hatten circa 2 Monate nach SSA-Therapiebeginn kei-
nen relevanten CgA-Abfall. Dies galt insbesondere auch fir 2 Patienten, die zum Zeit-
punkt des SSA-Therapiebeginns als progredient galten. Fallende CgA unter SSA-
Therapie waren in dieser Untersuchung pradiktiv fir die Tumorwachstumskontrolle.
Eine vorausgegangene Studien belegte bereits eine Anderung der CgA-Spiegel in Ab-
hangigkeit des Tumoransprechens hinsichtlich einer Progression (123).

Ein erhdhter CgA-Wert kann jedoch nicht nur ein Ausdruck von Sekretion und Progres-
sion, sondern auch ein Abbild des Tumorloads sein. Im klinischen Alltag kann diese Ab-
grenzung vor allem beim metastasierten funktionellen NEN schwierig sein.

Zu bertcksichtigen bleibt jedoch auch, dass in der hiesigen Studie Schwankungen der
CgA-Spiegel im Tagesverlauf nachgewiesen werden konnten. In der Literatur wurden
Anderungen des Mittelwerts von einem zum anderen Tag zwischen 21-29% beschrie-
ben bei Gesunden und bei NEN-Erkrankten (44, 124). Urséachlich hierfur wird teils die
Beeinflussung durch die Nahrungsaufnahme sein (124). Ob es einen Zusammenhang
zwischen den schwankenden CgA-Werten und Episoden klinischer Hypersekretions-
symptomatik gibt, kann die aktuelle Studie nicht beantworten, da solche Episoden nicht

standardisiert dokumentiert wurden.
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5.3 PIGF und PIGF/sFIt-1 — angiogene Biomarker mit prognostischem Poten-
tial
Bei der Erhaltung des Gleichgewichts zwischen pro- und antiangiogenen Prozessen der
Gefallneubildung in unmittelbarer Umgebung des Tumors wird sFlt-1 durch Bindung
und anschliel3ender Inaktivierung von proangiogenen Faktoren wie PIGF eine bedeu-
tende Rolle zu gesprochen.
PIGF nimmt eine Schlisselposition bei der pathologischen Neubildung von GefalRen ein
(80), und stellt dadurch einen malRgebenden Faktor beim Tumorwachstum und der Me-
tastasierung dar (125, 126). Patienten mit NEN wiesen ahnlich wie Patienten mit ande-
ren soliden Neoplasien erhdhte PIGF-Spiegel im Vergleich zu gesunden Probanden auf
(127-129). Erhohte PIGF-Spiegel fanden sich jedoch auch bei tumorfreien Patienten im
Vergleich mit Gesunden. Moglicherweise spricht dies fir ein Wiederauftreten der NEN-
Erkrankung ebenso wie bei CgA. Zudem fanden sich erhdhte PIGF-Spiegel als auch
hohere PIGF/sFlt-1-Quotienten beim Tumorstadium [V, dies kénnte mit der Tumorlast
im Zusammenhang stehen.
Ebenso wiesen Patienten mit NEN erhohte sFlt-1-Werte im Vergleich zu den Kontrollen
auf. Anders als fur CgA und PIGF wurde keine Erhéhung von sFlt-1 bei tumorfreien Pa-
tienten nachgewiesen. Zudem konnte fur sFlt-1 allein kein prognostisches Potential im
Hinblick auf eine Tumorprogression belegt werden. Die klinische Bedeutung von sFlt-1
allein bleibt daher weiterhin unklar.
Demgegeniber waren in den univariaten Datenanalysen sowohl PIGF als auch fiur die
Ratio aus PIGF und sFlt-1 prognostische Parameter im Hinblick auf die Zeit bis zur Tu-
morprogression. Dariber hinaus wurde der Mehrwert von PIGF im Vergleich zu CgA in
einer multivariaten Analyse in der Gesamtkohorte bestatigt. In der Radiant-3 Studie
wurde PIGF als prognostischer, aber nicht pradiktiver Biomarker bei pankreatischen
NEN beschrieben (101). In Subgruppenanalysen unserer Kohorte wurde jedoch das
prognostische Potential von PLGF nur bei Midguttumoren und nicht bei pankreatischen
NEN belegt. Vor dem Hintergrund des nachgewiesenen prognostischen Potentials von
PIGF fur pNET in der Radiant-3 Studie (n=410, Endpunkt: Gesamtuberleben) als auch
in einer retrospektiven Untersuchung unserer Arbeitsgruppe (n=87, Endpunkt: tumorbe-
zogenes Uberleben) ist die wahrscheinlichste Ursache hierfir in der geringen Fallzahl
unseres Kollektivs (n=17) zu finden. Andere, weniger wahrscheinliche Ursachen wie die

Heterogenitat von neuroendokrinen Pankreastumoren als Solche konnten wir nicht aus-
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schlie3en (3, 6, 130, 131). Ob die Heterogenitat auch eine unterschiedlich hohe Produk-
tion und Freisetzung von PIGF bewirkt, ist nicht bekannt. Die PIGF-Spiegel unseres Kol-
lektivs mit NEN im Pankreas waren deutlich niedriger messbar als die des Kollektivs der
Radiant-3-Studie (Range 6,55-38,67 pg/ml versus 9,8-3985,5 pg/ml) (101). Anderseits
konnte eine hthere Tumorlast, hohere proliferative Aktivitat, vorangegangene Thera-
pien die hoher gemessenen PIGF-Spiegel bedingen. Im Weiteren erbrachten weder das
TNM-Stadium, noch das Grading in der Multivariaten Analyse eine prognostische Infor-
mation. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die numerisch deutlich geringere
Fallzahl der Patienten im Stadium | bis Il als auch mit Gradeinteilung G3 zu erklaren.
Ferner waren erhdhte PIGF-Werte mit einem Karzinoidsyndrom assoziiert. Moglicher-
weise wurde diese Korrelation durch einen Zusammenhang mit der Tumorlast vorge-
tauscht, da ein Karzinoidsyndrom oft erst im metastasierten Stadium zum Tragen
kommt, wenn die Leber Mediatoren wie das Serotonin nicht mehr ausreichend abbauen
kann. In der analysierten Kohorte mit Karzinoidsyndrom zeigten Patienten mit einer kar-
zinoidbedingten Kardiomyopathie im Vergleich zu Patienten ohne Karzinoidherzerkran-
kung keinen Unterschied in Bezug auf die Hohe von PIGF. In unser Studie wurden je-
doch Patienten mit Pro-BNP 2-Werte Uber 500 pg/ml aus der Gesamtkohorte aufgrund
einer beschriebenen positiven Korrelation zwischen PIGF und Pro-BNP 2 bei Patienten
mit ischamischer Kardiomyopathie ausgeschlossen (132).

Weiterhin wurde der Einfluss von Therapien auf PIGF unter anderem von Zytostatika
untersucht. Eine Indikation zur Zytostatika-Therapie ist aktuell das Vorliegen einer nied-
rigdifferenzierten NEN, oder ein Progress bei G1- oder G2-Tumoren des Pankreas mit
Proliferationsraten Uber 10% (1, 10). Patienten, welche mittels Zytostatika behandelt
wurden, zeigten im Vergleich zu therapienaiven Patienten in Einpunktmessungen signi-
fikant erhohte PIGF-Werte. Moglicherweise ist diese Assoziation durch einen Zusam-
menhang mit einer fortgeschrittenen Erkrankungsphase (Tumorlast oder Progression)
nur vorgetauscht. Andernfalls ware auch die vermehrte Freisetzung durch einen Zellzer-
fall nach zytotoxischer Therapie oder durch die zytostatische Therapie selbst zu disku-
tieren. Patienten unter Chemotherapie wiesen allerdings keine Erh6hung der Ratio
PIGF/sFlt-1 auf. Ob dies eine weitere Bedeutung hat, muss in weiteren Analysen noch
geklart werden. Ferner wurde kein Unterschied in der Hohe der PIGF-Spiegel zwischen
therapienaiven und mittels SSA- behandelten Patienten registriert.

Der préadiktive Stellenwert von PIGF konnte nur fur SSA untersucht werden, da nur far
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dieses Kollektiv dynamische Messungen vorlagen. Jedoch wurde kein préadiktiver Wert
in Hinblick auf ein Ansprechen einer SSA-Therapie nachgewiesen. Zu beachten ist
hierbei jedoch, dass das untersuchte Kollektiv mehrheitlich aus Patienten mit stabilen
Krankheitsverlaufen zur Zeit der Untersuchung bestand. Allenfalls ware eine Auswei-
tung der Untersuchung auf ein Kollektiv mit progredienten Verlaufen zu empfehlen.

In den letzten Jahren ist die Einfuhrung eines RNA-basierten Multianalytassays
(NETest®) mit groRem Interesse verfolgt worden, der bezuglich seiner prognostischen
und pradiktiven Wertigkeit mit CgA besser erscheint (133, 134). Eine Anwendung des
NETest® in der klinischen Routine ist aber angesichts der logistisch aufwendigen
Praanalytik mit der Notwendigkeit einer sofortigen Kiihlung und raschen Weiterverarbei-
tung der Proben schwer umsetzbar (135). Zudem ist der NETest® zwar bereits kom-
merzialisiert, aber noch nicht frei verfligbar, wohingegen die Bestimmung von PIGF be-
reits als Routinediagnostik fur Praeklampsie etabliert ist. Vergleichende prospektive
Bestimmungen von PIGF und NETest® sowie von CgA als Benchmark wéren wiin-

schenswert, um diese Alternativen besser gegeneinander abwagen zu kénnen.

5.4 Serotoninverhalten unter einer SSA-Therapie

Als Sekretionsprodukt neuroendokriner Zellen stellt der Neurotransmitter Serotonin ei-
nen bereits etablierten Biomarker fur funktionelle NEN dar. (3, 53). In unseren Analysen
konnten stark schwankende Spiegel im Tagesverlauf registriert werden. Nach Thera-
pieinitiierung mit SSA zeigte sich mehrheitlich bei den Patienten eine Abnahme der Se-
rotoninspiegel, konkordant zu einer vorangegangenen Studie (136). Fur die Routinedi-
agnostik ist der Marker jedoch weniger bedeutsam, da Serotonin keinen relevanten
Mehrwert im Vergleich zu CgA erbringt und die Messungen von CgA zudem leichter

erfolgen kdnnen.

Zusammenfassend wurde fur die Routinediagnostik der CgA-KRYPTOR-Assay im Ver-
gleich verschiedener Assays als robuste, und zugleich effiziente Testmethode evaluiert
und etabliert. Der prognostische Stellenwert von CgA konnte die Ergebnisse vorange-
gangener Studien bestatigen (137, 138). Darlber hinaus ergibt sich ein pradiktives Po-
tential von CgA fir den Einsatz von SSA.

PIGF stellt einen neuartigen Biomarker dar, der das Potential besitzt als prognostischer
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Tumormarker bei NEN vor allem im fortgeschrittenen Krankheitsstadium genutzt zu
werden. Ein Vortell ist vermutlich die geringere Storanfalligkeit aufgrund von Komorbidi-
taten und Komedikationen. Bezugnehmend auf die multivariate Datenanalyse wurde fur
PIGF ein prognostischer Mehrwert im Vergleich zu CgA nachgewiesen. Daher erscheint
PIGF ein vielversprechender Biomarker zu sein, vor allem bei NEN, bei denen CgA
nicht aussagekraftig genug ist. Weitere Studien und prospektive Validierungen sind je-
doch erforderlich.
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