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Abstract Deutsch 
 
Immunhistochemische Untersuchungen zur Bedeutung Mitose-assoziierter 
Kinasen des Chromosomal Passenger Komplexes bei 
Gastroenteropankreatischen Neuroendokrinen Neoplasien: Potenzielles Target 
und innovative Ansätze in der Diagnostik 
 
Einleitung  
Die Gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Neoplasien (GEP-NENs) stellen eine 

seltene, aber zunehmende Tumorentität dar. Diese heterogene Tumorgruppe weist 

unterschiedliches Wachstumverhalten auf. Aufgrund der breiten biologischen 

Heterogenität hinsichtlich Krankheitsverlauf und Prognose stellt die Behandlung eine 

große Herausforderung dar. So können metastasierte NENs beispielsweise jahrelang 

klinisch kontrollierbar bleiben, im späteren Stadium aber einen fulminanten Verlauf 

annehmen. In diesem Zusammenhang ist nach wie vor die Frage nach prädiktiven 

Biomarkern von besonderem Stellenwert. Die vorliegende Arbeit untersucht in diesem 

Zusammenhang das Expressionsverhalten Mitose-relevanter Kinasen des 

Chromosomal Passenger Komplexes. 

 

Methode  
Das Expressionsverhalten von Survivin, Aurora Kinase B, FOXM1, IGF-1R, STAT3 und 

pSTAT3 wurde immunhistochemisch untersucht. Relevante Verlaufsinformationen über 

Tumorprogress, Sterbedatum und Todesursache wurden in einem gut definierten 

Kollektiv mit 75 Patienten erhoben. In der statistischen Untersuchung wurde das 

Expressionsverhalten der untersuchten Kinasen hinsichtlich Grading ausgewertet. Die 

prognostische Bedeutung der Expression wurde anhand des 5-Jahres-Follow ups 

statistisch errechnet.  

 

Ergebnisse  
Zytoplasmatische Aurora B- Expression wurde ausschließlich in G1/G2-Tumoren 

nachgewiesen, nukleäre Expression dagegen in G3- Tumoren. Zudem wurde eine hohe 

FOXM1 Co-Expression bei G3 NECs nachgewiesen. Die Marker zeigten eine 

signifikante Korrelation zueinander und sind mit einer schlechten Prognose verbunden. 
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Die Expression von Aurora Kinase B im Kern ist direkt mit dem Differenzierungsgrad, 

Tumorprogression und Aggressivität einer GEP-NEN- Erkrankung, sowie mit der 

Überexpression anderer Regulatoren der Mitose assoziiert, inklusive Survivin im Kern 

und FOXM1. 

 

Diskussion  
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig das Expressionsverhalten von Aurora B und 

deren Co-Regulatoren bei GEP-NETs untersucht. Der routinemäßige Nachweis dieser 

Parameter als Set erscheint biologisch relevanter als Ki-67 allein und kann die 

Individualisierung der Therapiestrategien bei GEP-NENs erleichtern. Eine bessere 

Beschreibung der heterogenen G3-Tumore als G3 NET und G3 NEC kann so die 

Subgruppen besser definieren. 
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Abstract Englisch 
 
Immunohistochemical Studies of Novel Promising Targets of the Chromosomal 
Passenger Complex in Gastroenteropancreatic Neoplasms  
 

Objective 
Gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasms (GEP-NENs) are rare and 

heterogeneous in their tumor biology. The growth pattern ranges from well- differented 

to fast growing, undifferenciated aggressive types of carcinomas. Therapeutic options to 

prevent growth and dissemination of GEP-NENs are still not satisfactory. Members of 

the chromosomal passenger complex play role in cell cycle progression. Aberrant 

expression occurs in different solid tumor entities. Little is known about their functional 

role in GEP-NENs. The aim of this study ist to study their expression in human GEP-

NENs. 

 

Methods 
Tumor tissues from 75 patients were studied immunohistochemically with Anti-Survivin 

and AIM 1 antibody. Furthermore the expression of FOXM1, IGF-1R, STAT3 and 

pSTAT3 was also examined by performing immunohistochemistry. The expression 

pattern was correlated with follow up data such as tumor progression, time of death and 

cause of death. The prognostic significance of expression was statistically calculated 

using 5- year follow-up. 

 

Results 
The immunohistochemical analysis of Survivin and Aurora Kinase B revealed a nuclear 

overexpression in a significant portion of tumors. In addition, high FOXM1 co-

expression was detected in G3 NECs. The markers showed significant correlation with 

each other and are associated with poor prognosis. Cytoplasmic Aurora Kinase B 

expression was detected exclusively in G1/G2 tumors, whereas nuclear expression was 

detected in G3 tumors. Aurora Kinase B is directly associated with the degree of 

differentiation, tumor progression, and aggressiveness of GEP-NEN disease, as well as 

with overexpression of other regulators of mitosis, including Survivin and FOXM1. 
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Conclusion 
In this study the expression behavior of Aurora Kinase B and its co-regulators was 

investigated for the first time in GEP-NETs. Routine detection of these parameters as a 

set appears to be more biologically relevant than Ki-67 alone and may facilitate 

individualization of therapeutic strategies in GEP-NENs. A better description of 

heterogeneous G3 tumors as G3-NET and G3-NEC can thus be better defined as 

subgroups. 
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1. Einleitung 

1.1 Gastroenteropankreatische Neuroendokrine Neoplasien 
Die neuroendokrinen Zellen im Gastrointestinaltrakt bilden zusammen mit den 

endokrinen Zellen des Pankreas das gastrorenteropankreatische (GEP-) System. 

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Neoplasien (GEP-NENs) stellen eine 

seltene und heterogene Tumorentität dar. Neuere Daten zeigen allerdings eine 

steigende Inzidenz. GEP-NENs weisen unterschiedliches Wachstumsverhalten und 

komplexe Krankheitsbilder auf, unterscheiden sich in der Funktionalität und im 

Somatostatinrezeptorbesatz. Aufgrund des breiten biologischen Spektrums und der 

Heterogenität bezüglich klinischer Ausprägung, Krankheitsverlauf und Prognose, stellen 

Diagnose und Behandlung eine große Herausforderung dar. Die chirurgische 

Totalresektion ist der einzige kurative Therapieansatz. Jedoch wird die Erkrankung 

aufgrund fehlender Symptome oftmals erst im späten Stadium diagnostiziert. Der 

Krankheitsverlauf bei GEP-NEN kann über Jahrzehnte andauern. In diesem Zeitraum 

bedarf die Therapie eines hohen Grads an Individualisierung zur Tumorlastkontrolle. 

Der Zeitpunkt, zu dem die Erkrankung einen raschen und aggressiven Verlauf annimmt, 

ist schwer vorhersehbar und der Auslöser in der Pathogenese noch unverstanden. 

Daraus resultieren für den klinischen Alltag offene Fragen, beispielsweise über die 

Abschätzung des Krankheitsverlaufs, der Prognose und der Vorhersehbarkeit des 

Therapieansprechens. Es fehlen prognostische und prädiktive Marker, die helfen, den 

Krankheitsverlauf besser einzuschätzen. 
 

1.2 Epidemiologie 
Die Inzidenz der gastroenteropankreatischen neuroendokrinen Tumore beläuft sich in 

der Bundesrepublik Deutschland auf ca. 2,53 Neuerkrankungen pro 100000 Einwohner 

und Jahr (Scherübl et al. 2013). Neuroendokrine Tumoren wurden früher als selten 

angesehen. 0,46% aller malignen Erkrankungen gingen auf die neuroendokrinen 

Tumoren des bronchopulmonalen oder des gastrointestinalen Systems zurück (Modlin 

et al. 2003). Das Surveillance Epidemiology and End Results Program (SEER) des 

National Cancer Instituts (NCI) der USA stellte eine steigende Inzidenz der Erkrankung 

in der US-Bevölkerung in den letzten drei Jahrzehnten fest. Ähnliche Feststellung 

machten auch Arbeitsgruppen aus Deutschland und England (Scherübl et al. 2013 und 
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Ellis et al. 2010). Die erhöhte Inzidenz ist wahrscheinlich zurückzuführen auf den 

zunehmenden Erkenntnisgewinn über die Biologie dieser Tumorentität und sicherlich 

auch durch Zunahme der inzidentell gestellten Diagnosen aufgrund von Fortschritten 

der endoskopischen und radiologischen Diagnostik (Modlin et al. 2008). Trotz dieser 

Fortschritte sind die klinischen Ergebnisse bezüglich des besseren Überlebens 

weiterhin nicht zufriedenstellend. Die Behandlung stellt interdisziplinär eine 

Herausforderung dar und die Therapiemöglichkeiten sind nach wie vor begrenzt. 

 

 

      

Diagramm 1: Steigende Inzidenz der GEP-NEN in der US-Bevölkerung (Modlin et al. 
2008) 
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1.3 Nomenklatur und Klassifikation 

1.3.1 Geschichte der Klassifikation 

Neuroendokrine Tumore haben eine ungewöhnliche Biologie. Da neuroendokrine Zellen 

diffus im gesamten Magen- Darm- Trakt verteilt vorzufinden sind, beschränkt sich die 

Lokalisation der NETs nicht nur auf ein Organ. Mit 64,3% ist der Gastrointestinaltrakt 

der größte Manifestationsort, gefolgt von dem Bronchiopulmonalen System mit 27,9% 

(Safatle-Ribeiro et al. 2007). GEP-NETs wurden erstmals im Jahr 1907 von dem 

deutschen Pathologen Siegfried Oberndorfer beschrieben. Er etablierte mit dem Begriff 

„Karzinoid“ eine Tumorerkrankung, die im Gegensatz zu den „klassischen“ Karzinomen 

ein eher langsames Wachstum und weniger aggressives Verhalten aufweist (Modlin et 

al. 2008). 1930 prägte Feyrter die Bezeichnung „Helle Zellen“ (Klöppel 2003). Aufgrund 

ihrer Fähigkeit biogene Amine zu decarboxylieren, wurden sie von Pearse als APUD- 

Zellen (amine precusor uptake and decarboxylation) bezeichnet. Williams und Sandler 

versuchten 1964 die Heterogenität dieser Tumorerkrankung zu erfassen und 

unterteilten die „Karzinoide“ nach ihren embryonalgeschichtlichen Gesichtspunkten in 

Foregut (Lunge, Magen, Duodenum, oberes Jejunum und Pankreas), Midgut (unteres 

Jejunum, Ileum, Appendix, Dickdarm bis zum mittleren Colon transversum) und Hindgut 

(restliches Colon und Rektum). Die „Karzinoide“, übersetzt „karzinom- ähnlich“, sind 

biologisch jedoch alle potenziell maligne, wie wir heute wissen. Obwohl der Begriff des 

Karzinoids sich lange Zeit in der medizinischen Terminologie etabliert hat, kann er im 

klinischen Alltag die große biologische Vielfalt der Erkrankung nicht gerecht werden. 

Der Begriff wird heute nur noch für die typischen und atypischen NETs der Lunge 

verwendet. Bald erkannte man, dass die NENs nicht nur langsam wachsende 

Neoplasien umfassen, sondern auch schlecht differenzierte Karzinome mit hohem Grad 

an Malignität und ungünstiger Prognose (Übersicht bei Anlauf et al. 2011). Im Jahre 

2000 wurden in Rahmen der neuen WHO-Fassung zum ersten Mal die Begriffe 

„neuroendokrine Tumore“ und „neuroendokrines Karzinom“ geprägt. Im Einzelnen 

wurden sie in gut differenzierte endokrine Tumore, gut differenzierte endokrine 

Karzinome und schlecht differenzierte endokrine Karzinome unterteilt. Entscheidende 

Kriterien waren Tumorgröße, Morphologie der Tumorzellen, Proliferationsindex Ki-67-

Expression, Angioinvasion und die Lokalisation des Primärtumors. 
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1.3.2 Aktuelle Klassifikation 
Die WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2010 berücksichtigte weiterhin den 

Differenzierungsgrad und die Proliferationsrate. Neu ist, dass Eigenschaften wie 

Lokalisation, Tumorausdehnung und Angioinvasion in die TNM- Klassifikation verlagert 

wurden. Diese WHO-Klassifikation geht von der Annahme aus, dass alle NEN potenziell 

maligne sind und sich in der Wahrscheinlichkeit zur Metastasierung unterscheiden 

(Rindi 2010). Die Unterscheidung zwischen einem gut differenzierten neuroendokrinen 

Tumor und einem niedrigmalignen hoch differenzierten neuroendokrinen Karzinom 

wurde von der WHO aufgegeben. Beide Gruppen werden nun als G1 bzw. G2 NET 

bezeichnet. Alle schlecht differenzierten neuroendokrinen Neoplasien werden zu den 

NECs gezählt. Alle NEC-Tumore sind G3-Tumore. Gemischte adenoendokrine 

Karzinome wurden separat erwähnt. Die Klassifikation wurde im Jahr 2017 verfeinert: 

Für pankreatische G1- und G2-Tumore (PanNENs) wurde die cut-off-Grenze für Ki-67 

auf < 3% angehoben. Es wurde außerdem die Gruppe der pankreatischen 

neuroendokrinen G3-Tumore eingeführt (Klöppel et al. 2017). 
 

 

WHO 2000 WHO 2010                 
(gastroenteropankreatisch) 

WHO 2017                
(Pankreas) 

Hoch differenzierter 
neuroendokriner Tumor 
(NET) 

NET G1, Ki-67 ≤ 2% NET G1, Ki-67<3% 

Hoch differenziertes 
neuroendokrines Karzinom 
(NEC) 

NET G2, Ki-67 2-20% NET G2, Ki-67 3-20% 

Niedrig differenziertes 
neuroendokrines Karzinom 
(PDEC) 

NEC G3, Ki-67 > 20%    
- kleinzellig  
- großzellig 

NEC G3, Ki-67 > 20% 
gut differenziert 

- kleinzellig 
- großzellig 

Gemischtes exokrin-
endokrines Karzinom 

Gemischtes 
adenoneuroendokrines 
Karzinom (MANEC)  

Gemischte 
neuroendokrine/nicht 
neuroendokrine 
Neoplasie (MiNEN) 

 
Tabelle 1: Klassifikationsschema der neuroendokrinen Tumoren des 
gastroenteropankreatischen Systems gemäß WHO: 2000, 2010, 2017 im Vergleich. 
MANEC=mixed adenoneuroendocrine carcinoma, MiNEN=mixed neuroendocrine-
nonneuroendocrine neoplasm 
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1.4 Diagnostik und Therapie 
Krankheitsverlauf und Prognose sind sehr heterogen und können trotz gemeinsamer 

Abstammung aus dem neuroendokrinen Zellsystem unterschiedliche Verläufe 

annehmen. So liegt beispielsweise die 5-Jahres Überlebensrate der Insulinome bei 

97%, bei nicht funktionellen und asymptomatischen Pankreas-NETs  jedoch nur bei 

30% (Oberg 2005). Die meisten GEP-NETs treten sporadisch auf. Gehäuftes Auftreten 

beobachtet man bei hereditären Syndromen wie MEN 1 oder das Wermer-Syndrom 

(MEN 1 Gen), von Hippel-Lindau Syndrom (VHL-Gen) oder Neurofibromatose 1 (NF-1 

Gen-Mutation). Das klassische Karzinoid-Syndrom mit Flush, Diarrhoe und 

Gewichtsverlust beobachtet man nur bei ca. 5% der Patienten und ist oft mit dem 

Vorliegen von Lebermetastasen assoziiert (Aleksandraki et al. 2017). Die Leitsymptome 

sind dabei meist Folgen der exzessiven Freisetzung von Hormonen, die von dem 

Primärtumor oder dessen Metastasen gebildet werden. Es gibt aber auch Pankreas-

NETs, die zwar Hormone bilden, klinisch aber asymptomatisch sind, da sie entweder 

keine Peptide freisetzen, oder die freigesetzten Produkte verursachen keine 

Beschwerden.  

 

 

1.4.1 Diagnostik 
Da alle NET-Zellen synaptische und neurosekretorische Vesikeln aufweisen, ist die 

Bestimmung der neurosekretorischen Marker Chromogranin A und Synaptophysin ein 

fester Bestandteil der Basisdiagnostik. Deren Bestimmung wird sowohl von der WHO 

als auch von ENET empfohlen. Ausnahme stellen die rektalen NETs, die trotz 

elektronenmikroskopisch nachweisbarer großer Vesikeln kein Chromogranin A 

exprimieren (Anlauf et al. 2011). Weitere diagnostische Schritte werden orientierend am 

klinischen Bild der Erkrankung eingeleitet. 
Laboruntersuchungen: Die allgemeine Labordiagnostik richtet sich bei funktionell 

aktiven NETs nach dem jeweils sezernierten Hormon/Peptid. Chomogranin A ist zwar 

sehr sensitiv, aber eignet sich nicht als spezifischen Marker im Rahmen der Diagnostik. 

Die Serumkonzentration kann zudem, wie beispielsweise im Rahmen einer 

Niereninsuffizienz, falsch positiv erhöht sei. Chromogranin A wird meist für den 

intraindividuellen Verlauf bestimmt. Da die Serumkonzentration mit der Tumorgröße 

korreliert, eignet es sich als Prognosemarker (Schott und Oberg 2011). Inzwischen gibt 

es auch zunehmend vielversprechende Ansätze in Multiplex Assays aus Blutproben, 
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wie beispielsweise der NETest®, wenn gleich auch nicht klinisch verfügbar. Im 

Vergleich zu Chromogranin A zeigen sie eine höhere Sensitivität und Spezifität (Modlin 

et al. 2015). 

Bildgebung: Früher galt: In 20%-50% der Fälle bleibt der Primärtumor unentdeckt. Zur 

Detektion von Insulinomen >1cm eignet sich die Endosonografie. Deren Sensitivität bei 

duodenalen NETs liegen bei 45-60%, bei Pankreas NETs bei 90-100%. 

Lebermetastasen werden im CT mit einer Sensitivität von 79% detektiert, im MRT 95% 

(Schott and Oberg 2011). Lange Zeit galt der „Octreoscan“ als Goldstandard in der 

nuklearmedizinischen Diagnostik. Hierbei wird Octreotidacetat als 

Somatostatinanalogon mit 111Indium zur Detektion von Somatostatinrezeptoren der 

neuroendokrinen Tumore markiert. Eine höhere Sensitivität und Spezifität für die 

meisten G1- und G2-Tumore zeigt das 68-Gallium-basierende Somatostatinrezeptor-

Positronen-Emissionsverfahren. G3-Tumore mit einem deutlich höheren 

Glukoseumsatz können im F18-FDG-PET-CT nachgewiesen werden. 

Histologie: Von Bedeutung für Diagnostik und Therapie ist die membranöse 

Expression von Somatostatinrezeptoren (SSTR). In über 90% der Fälle korreliert die 

immunohistochemische Expression der SSTR2A mit der Ansprechbarkeit auf die 

Behandlung mit Somatostatinanaloga bzw. auf  die Peptidrezeptor-Radio-Therapie 

(Miederer et al. 2009) und der Darstellbarkeit im 68-Gallium-DOTATOC-PET-CT. Die 

Proliferationsrate des Tumors wird immunohistochemisch durch eine Ki-67/MiB-1 

Färbung des Biopsats oder OP-Präparats bestimmt. Hieraus leitet sich auch die 

Grading-Einteilung in G1-, G2- und G3-Tumore. 

 

 

1.4.2 Therapie  
Chirurgie: Die Indikation zur Operation ist u.a. abhängig vom klinischen 

Beschwerdebild, der Tumorgröße, Lokalisation, Malignitätsgrad und 

Metastasierungspotenzial. Magen-NETs, die kleiner als 2cm sind, keine Angioinvasion 

aufweisen und auf Mukosa und Submukosa beschränkt sind, können endoskopisch 

abgetragen werden. Bei größeren Tumoren erfolgt gewöhnlich eine subtotale 

Magenresektion oder eine Gastrektomie. Bei Dünn- und Dickdarm NETs wird der 

betroffene Darmabschnitt zusammen mit den ableitenden Lymphwegen reseziert. Bei 

Pankreas-NETs wird eine organerhaltende Resektion angestrebt. Metastasen, sofern 

möglich, werden ebenfalls mit dem Ziel einer R0-Resektion angegangen. Bei der Leber 
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ist vor einer Resektion eine portale Embolisation möglich. Beim MEN 1 Syndrom wird 

die Indikation zur chirurgischen Therapie individuell gestellt, da die Tumore multipel 

auftreten, früh lymphogen metastasieren und eine hohe Rezidivrate aufweisen. 

Aufgrund der Schwierigkeit zur Beurteilung des Resektionsausmaßes bei diffuser 

Verteilung der neoplastischen Zellen wird das Insulinom selten chirurgisch behandelt. 

Chemotherapie und Radioablation: Transarterielle Chemoembolisation (TACE) der 

Leber ist eine palliative Therapiemöglichkeit bei Patienten mit disseminierten 

Lebermetastasen. Hierfür eigenen sich als Standard-Chemotherapeutikum Doxorubicin. 

Radiofrequenz-induzierte Thermoablation (RFA) ist ebenfalls eine palliative Maßnahme 

und wird oft in Kombination mit einer Leberresektion angewandt. Für schlecht 

differenzierte G3-Tumore wird die Behandlung mit Chemotherapeutika empfohlen. Für 

Cisplatin in Kombination mit Etoposid wird eine Ansprechbarkeit von 40%-70% 

angegeben. Zwar ist die initiale Ansprechbarkeit gut, jedoch beobachtet man im Verlauf 

häufig Rezidive. Für NECs mit einer Proliferationsrate von >20% ist eine 

Polychemotherapie mit Streptozocin, 5-FU und/oder Doxorubicin indiziert. Für 

Dünndarm-NETs wird die Chemotherapie aufgrund schlechter Ansprechrate nicht 

empfohlen. 

Somatostatin-Analoga: Goldstandard für die Behandlung von funktionell aktiven und 

inaktiven GEP-NENs ist die monatliche Injektion mit Somatostatin-Analoga. Der 

PROMID-Studiengruppe gelang den Nachweis der antiproferativen Wirkung  des 

Somatostatin-Analogons Octreotid (Sandostatin®) mit einem Überlebensintervall von 

14,3 Monaten vs. 6 Monaten mit Placebo (Rinke et al. 2009). Die Therapie mit 

Sandostatin war initial zunächst nur für die Behandlung von funktionellen GEP-NETs 

zur Symptomkontrolle zugelassen und wurde dann aufgrund der Ergebnisse aus der 

PROMID-Gruppe auch für funktionell inaktive NETs zugelassen. Für Midgut- NETs und 

bei Patienten mit einem unklarem Tumorverhalten stellt Octreotid die Firstline-Therapie 

dar (Pavel et al. 2016). Lanreotid wird aufgrund der Ergebnisse der CLARINET-Studie 

(Caplin et al. 2014) als Firstline-Therapie bei Pankreas-NETs empfohlen (Pavel et al. 

2016). Das Nachfolgepräparat SOM230 (Pasireotid) bindet neben SSTR-Typ 2 auch 

andere Rezeptorsubtypen (1, 3, und 5), hat aber klinisch keinen Routine-Einsatz bei 

NET. 

Weitere medikamentöse Therapie: Als Secondline-Therapie für funktionell aktive 

GEP-NETs, welche zusätzlich zum Somatostatin-Analogon verabreicht wird, kann 

Interferon-α oder Telotristat, ein Hemmer der Serotonin-Synthese, eingesetzt werden. 
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Neue zielgerichtete Medikamentenansätze, wie beispielsweise der mTor-Inhibitor 

Everolismus ist für progrediente nicht-pankreatische, Midgut- und Lungen-NETs 

zugelassen. Für fortgeschrittene Pankreas-NETs ist der Multikinase-Inhibitor Sunitinib 

zugelassen (Übersicht bei Pavel et al. 2016).  

Peptid-Radiorezeptortherapie (PRRT): Tumore, die eine hohe Somatostatinrezeptor 

Expression aufweisen, sprechen gut auf eine Peptidrezeptor vermittelte 

Radionuklidtherapie (PRRT) an. Aufgrund hoher Octreotid-Aufnahmefähigkeit des 

Tumors wird über einen DOTA-Chelator das mit einem Nuklid beladene 

Somatostatinanalogon gebunden. Meist werden Betastrahler wie 90Yttrium oder 
177Lutetium verwendet. Am besten sprechen pankreatische NETs und Midgut-NETs auf 

PRRT an. Tumorprogress unter PRRT ist mit einer schlechten Prognose verbunden. 

 

 

1.5 Prädiktive Biomarker   
Mit einem Biomarker sollte ein biologischer Zustand oder ein Krankheitsverlauf 

möglichst zuverlässig und objektiv messbar sein. Ein prädiktiver Biomarker sollte 

idealerweise das Tumorverhalten und die Therapieansprechbarkeit richtungsgebend 

„voraussagen“. Wenn die Diagnose ohne Nachweis einer Metastasierung gestellt ist, 

beträgt die 10 Jahre-Überlebensrate > 90%, nach Metastasierung nur noch 50%. 

Abhängig von der Proliferationsrate/der WHO-Einteilung beträgt die 10-Jahres-

Überlebensrate bei höhergradigen NECs maximal 20% (Pape et al. 2008). Der 

Mechanismus, dem die verschiedenen Differenzierungsgrade der GEP-NET zugrunde 

liegen, ist bisher noch nicht bekannt. Ungefähr die Hälfte aller Neuroendokrinen Tumore 

machen durch die exzessive Ausschüttung bioaktiver Peptide oder Amine auf sich 

aufmerksam (Serotonin, Somatostatin, Histamine, Insulin, Gastrin). Die Peptide sind in 

den sogenannten large dense-core Vesikeln und small synaptic-like Vesikeln 

gespeichert. Bestandteile dieser Vesikel wie z.B. Chromogranin A und Synaptophysin 

dienen als Marker der Neuroendokrinen Tumore. Chromogranin A wird in ca. 80-90% 

der Fälle von GEP-NENs exprimiert (Lindholm et al. 2012). Um histologisch die 

Diagnose GEP-NEN stellen zu können, ist der immunhistochemische Nachweis von 

Synaptophysin und/oder Chromomogranin A obligatorisch (Kloppel et al. 2009).  
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1.5.1. Ki-67 (MIB-1) 

Erstmalig wurde das Ki-67-Antigen 1984 von Gerdes beschrieben (Gerdes et al. 1984). 

Dessen immunhistochemische Darstellung ist mittlerweile fester Bestandteil in der 

histopathologischen Routinediagnostik. Ki-67 wird bei gesunden Zellen und 

Tumorzellen von am Zellzyklus teilnehmenden Zellen exprimiert. Ruhende Zellen in der 

G0-Phase exprimieren kein Ki-67. Der prozentuale Anteil an Ki-67-positive Zellkerne 

gibt somit die Proliferationsrate, also die Wachstumsfraktion des Tumors an. Für die 

klinische Routinediagnostik hat sich der Antikörper MIB-1 bewährt (Gerdes et al. 1992). 

Dieser ist paraffingängig und eignet sich daher für retrospektive Untersuchungen von 

Tumorgewebe. Die prognostische Bedeutung von Ki-67 wurde bereits mehrfach belegt 

(Uppin et al. 2017, Rindi et al. 2012). In der klinischen Erfahrung ist die prognostische 

Aussagekraft von Ki-67 jedoch für die G2-, wie auch die G3- Tumorgruppe beim GEP-

NEN mit Einschränkung zu interpretieren. Die Wachstumsfraktion spiegelt nicht in 

jedem Fall den tatsächlichen klinischen Verlauf wieder.  

 

1.6 Mitose-assoziierte Kinasen 

Proteine, die anti-apoptotische Signalwege regulieren, können potenzielle „Targets“ in 

der medikamentösen Tumortherapie sein. Der sogenannte Chromosomal-Passenger-

Complex, bestehend aus Aurora Kinase B, INCENP, Borealin und Survivin, ist ein 

wichtiger Komplex in der Zytokinese. Während des Zellzyklus ist dieser Komplex an der 

Ausbildung der zentralen Mikrotubuli beteiligt (Carmena and Earnshaw 2003).  

 

1.6.1 Aurora Kinase B 

Im Mittelpunkt des Interesses steht in dieser Arbeit das Expressionsverhalten von 

Aurora Kinase B bei GEP-NEN. Sie reguliert die Chromosomensegregation während 

der Zellteilung und ist an Mikrotubulli in der Nähe von Kinetochoren lokalisiert. Fehler in 

diesem Prozess verursachen genetische Instabilität. Die Familie der Aurora Kinasen 

umfasst insgesamt drei Mitglieder: Aurora Kinase A, B und C und wurden 1995 

erstmalig beschrieben (Glover et al. 1995). Das Aurora Kinase B- Gen (AURK B) ist auf 

Chromosomen 17 q13 lokalisiert. Aberrationen dieser Signalwege verursachen 
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mitotische Fehler und fördern somit die Tumorentstehung (Dar et al. 2010). Aurora 

Kinase B funktioniert zusammen mit den Bindungsproteinen INCENP, Survivin und 

Borealin. Zahlreiche Untersuchungen belegen eine Überexpression der Aurora Kinasen 

in hämatologischen Malignomen (Sherif et al. 2011) und soliden Tumoren (Qi et al. 

2007, Lee et al. 2006, Tuncel et al. 2012). So wurde Aurora Kinase B in den letzten 

Jahren zunehmend als ein potenzieller Angriffspunkt bei der Krebstherapie diskutiert. 

Die Überexpression korreliert beispielsweise beim Prostatakarzinom mit dem klinischen 

Stadium (Chieffi et al. 2006). Auch bei hämatologischen Malignitäten wird Aurora 

Kinase B überexprimiert (Moore et al. 2010). Das Überexpressionsverhalten von Aurora 

Kinasen bei Malignomen macht sie als potenziellen Angriffspunkt in der Tumortherapie 

interessant. Interessanterweise ist die Aurora B- Aktivität bzw. deren Expressionslevel 

in der G2/M-Phase am höchsten (Katayama and Sen 2010). Die Hypothese ist daher 

ein Nutzen des zusätzlichen Gebrauchs von Aurora B-Inhibitoren neben der Gabe von 

Chemotherapie. Das Expressionsverhalten von Aurora Kinase B beim GEP-NET ist 

weitestgehend unerforscht und ist daher Gegenstand dieser Arbeit. 

 

 
Abbildung 1: Modell der Interaktion zwischen Aurora B, INCENP und Survivin: A) 
Survivin bindet das N-Terminus des INCENPs, N-Terminus von Aurora B bindet das C-
Terminus des INCENPs. B)  Komplex in der Interphase im hypophosphorylierten 
Zustand. Die Phosphorylisation der drei Proteine während der Mitose führt zu einer 
erhöhten Kinase-Aktivität. Modifiziert nach Bolton et al. 2002. 
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau von Aurora A, B, and C Kinasen (modifiziert nach 
Dar et al. 2010). Humane Aurora Kinasen haben eine variable Größe von 309-403 
Aminosäuren und weisen drei Domänen auf: die N-terminale Region, die kurze C-
terminale Region und die Zentraldomäne mit der katalytischen Region. 
 
 

1.6.2 Survivin 

Das Survivin-Protein ist ein Mitglied der IAP- (Inhibitor of apoptosis) Familie, welches 

1997 von Ambrosini et al. indentifiziert und charakterisiert wurde (Ambrosini, Adida, and 

Altieri 1997). Es handelt sich hierbei um ein 16,5 kD Protein bestehend aus 142 

Aminosäuren. Als ein weiteres Chromosomal Passenger Protein ist es bifunktional: Ihm 

wird eine anti-apoptotische und eine Mitose-fördernde Funktion zugeschrieben. Survivin 

bildet mit Borealin, INCENP und Aurora Kinase B den Chromosomal Passenger 

Complex. Interessanterweise wird SURVIVIN wenig in nicht differenzierten Zellen bzw. 

im Normalgewebe exprimiert. Dagegen lassen sich hohe Expressionen in sich rasch 

teilenden und regenerierenden Geweben wie Leberparenchym, gastrointestinaler 

Mukosa und ovariellen Granulazellen nachweisen. Survivin wird von den meisten 

soliden Tumoren oder hämatologischen Malignomen stark exprimiert (Pennati, Folini, 

and Zaffaroni 2007). Auch zeigen diverse Untersuchungen eine Überexpression in 

präkanzerogenen Vorstufen wie beispielsweise in Kolonpolypen, Brustadenomen und 

beim Morbus Bowen. Dies deutet darauf hin, dass Survivin bereits schon zu einer sehr 

früheren Phase während einer malignen Transformation aberrant reguliert wird. Die 

bisher gewonnenen Erkenntnisse machen Survivin zu einem interessanten und 

vielversprechenden Angriffsziel in der Krebstherapie. Neben dem zytoplasmatischen 

und nukleären Pool, beschreiben weitere Untersuchungen auch die Existenz von einem 

mitochondrialen Survivin-Pool (Dohi et al. 2004). Bei antiproliferativen Stimuli wird aus 

diesem Pool Survivin ins Zytosol ausgeschüttet. Dies hat eine Hemmung des 
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Caspaseaktivität zur Folge. Die Apoptose wird so inhibiert. Weitere Untersuchungen 

zeigen einen Zusammenhang zwischen Überexpression und Resistenzbildung 

neoplastischer Zellen gegenüber Strahlen- und Chemotherapien  (Pennati, Folini, and 

Zaffaroni 2007).  Shi et al. zeigten bei Patienten mit einem nasopharyngealen 

Karzinom, dass der Survivin-Inhibitor YM-155 in vivo Tumorwachstum in 

Dosisabhänigkeit hemmt (Shi et al. 2020). Wang et al zeigten, dass eine Inhibition der 

Survivin-Expression Tumorzellen erneut sensibilisieren kann (Wang, Zhang, and Feng 

2003). Interessanterweise zeigte eine Studie unserer Arbeitsgruppe, dass für die G2-

NENs Survivin eine bessere Aussagekraft hinsichtlich Prognose aufzeigt, als Ki-67 

allein (Ki-67 >5%, aber Survivin negativ, klinisch mit guter Prognose). Die 

Überexpression von Ki-67 ist wohl darauf zurückzuführen, dass Ki-67 in allen Phasen 

des Zellzyklus exprimiert wird, Survivin dagegen nur in der G2/M-Phase (Grabowski et 

al. 2005). Für den Kliniker könnte dies bedeuten, dass für die G2- Tumorgruppe, 

Survivin zur Prognose-Einschätzung besser geeignet erscheint, als Ki-67 allein. 
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Abbildung 3: Intra- und extrazelluläre Lokalisation von Survivin und seine Funktionen. 
Survivin inhibiert extrazellulär Apoptose und führt zu Tumorzellproliferation. Intrazellulär 
existieren 3 Lokalisationen: der nukleäre, zytoplasmatische und mitochondriale Pool 
(Wiedemuth 2012, modifiziert nach Dallaglio et al. 2012) 
 

 

1.7 Faktoren des Signalweges 

1.7.1 Insulin-like Growth Factor-1 Rezeptor  (IGF-1R) 
Der IGF-1 Rezeptor wurde schon seit mindestens 2 Jahrzehnten als ein 

vielversprechender Angriffspunkt in der Tumortherapie diskutiert. Es handelt sich um 

ein Peptid aus 70 Aminosäuren. Es bindet an Rezeptoren mit intrinsischer 

Tyrosinkinase-Aktivität. Durch die Bindung an IGF-1R stimuliert es die Zellzyklus-

Progression. IGF-1R besteht aus alpha- und beta-Untereinheiten. Die alpha-Einheit 

befindet sich extrazellulär und die beta-Einheit intramembranär und ist Träger der 
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Tyrosinkinase-Aktivität. Die Phosphorylierung von IGF-1R an dessen beta-Untereinheit 

führt über die Aktivierung von PI3K/Akt und MAPK zu einer Transkription und 

Translation von Survivin (Yan et al. 2017). Die Aktivierung von IGF-1R verhindert über 

die Aktivierung von ras-, raf- und MAP-Signalwegen den Übergang der Zelle in die 

Apoptose (Lloret et al. 2007). In der Kolonschleimhaut wurde die Überexpression von 

IGF-1R bei der Transition von Adenom zum Karzinom beschrieben (Peters et al. 2003). 

Eine Erniedrigung der zirkulierenden IGF-1-Konzentration reduziert die Inzidenz von 

Lebermetastasierung bei Mäusen (Wu et al. 2002). Beim Mensch wird eine erhöhte 

IGF-1-Konzentration wie beispielsweise bei der Akromegalie-Erkrankung 

möglicherweise mit erhöhter Inzidenz für kolorektales Karzinom (Yamamoto et al. 2015) 

bzw. für präkanzerogene Schleimhautveränderungen (Wang et al. 2017) in 

Zusammenhang gebracht. 

 

 

 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aktivierung und Regulation von IGF-1R 
(Youness et al. 2016) 
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1.7.2 Forkhead Box M1  (FOXM1) 
In dieser Arbeit ist auch das Forkheadbox-Protein FOXM1 von Interesse. Es handelt 

sich um einen Transkriptionsfaktor und einen übergeordneten Regulator von Survivin 

und Aurora Kinase B. FOXM1 wurde ebenfalls eine Rolle in der Tumorentstehung und 

Tumorprogression zugesprochen (Wierstra and Alves 2007). Dabei scheint es bei 

diversen malignen Tumorentitäten wie z.B. beim hepatozellulären Karzinom 

(Kalinichenko et al. 2004), Zervixkarzinom (Chan et al. 2008), Lungenkarzinom (Kim et 

al. 2006) überexprimiert zu sein. Xu et. al beschrieben die Rolle von FOXM1 bei der 

Resistenzbildung gegenüber der Chemotherapie bei NSCLC (Xu et al. 2012). In einer 

Arbeit von Lee at al. wurde die Rolle von FOXM1 in der Radioresistenz beim 

Glioblastom beschrieben (Lee et al. 2015). Dessen Bedeutung in GEP-NENs ist noch 

weitgehend unbekannt. Das Expressionsverhalten von FOXM1 bei GEP-NENs, sowie 

dessen Assoziation mit Aurora Kinase B sind Bestandteile der vorliegenden Arbeit.  

 

1.7.3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) 
Zusätzlich interessiert sich diese Arbeit für den Expressionsstatus von STAT3 bei GEP-

NENs. STAT3 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression Zellzyklus-relevanter 

Gene reguliert und somit das Zellüberleben beeinflusst. Nach Aktivierung durch 

Phosphorylierung wandert es als Homodimer zum Zellkern, bindet an die DNA und 

aktiviert die Translation von Genen, die Antiapoptose und Angiogenese bewirken. In 

gesunden Zellen ist STAT3 nur passager aktiv. In Tumorzellen liegt STAT3 in der 

aktivierten Form (pSTAT3) vor (Furtek et al. 2016). Dessen Rolle in der 

Tumorprogression führte zu Bemühungen, vorgeschaltete Strukturen zu detektieren, um 

durch deren pharmakologische Beeinflussung STAT3 zu deaktivieren. FOXM1 wird als 

Transkriptionsfaktor des STAT3 beschrieben (Mencalha et al. 2012). Die Arbeit von 

Aleskandarandy et al. zeigte, dass der Nachweis von phospho-STAT3 im Kern 

prognostisch einen günstigen Faktor beim Mammakarzinom darstellt (Aleskandarany et 

al. 2016). In einer anderen Arbeit über NSCLC dagegen wurde jedoch eine schlechte 

Prognose im Zusammenhang mit Überexpression von STAT3 und pSTAT3 gesehen 

(Xu et al. 2014). Wie verhält es sich beim GEP-NET? 
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Abbildung 5: Signalkaskade der STAT3-Aktivität. Das durch Phosphorylierung aktivierte 
STAT3 (pSTAT) transloziert aus dem Zytoplasma in den Kern, bindet dort DNA und 
coaktiviert bzw. induziert Gentranskription, modifiziert nach Hristova et al. 2016 
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2. Fragestellung und Zielsetzung 

Das Wachstumsverhalten und der Krankheitsverlauf neuroendokriner Tumore 

unterscheiden sich deutlich von den anderen Tumorentitäten im Gastrointestinaltrakt. 

Von großer klinischer und therapeutischer Relevanz wäre die Verfügbarkeit von 

prädiktiven Biomarkern, die das zu erwartende biologische Verhalten vorhersagen.  

Diese Arbeit untersucht mittels Immunhistochemie das Expressionsverhalten Mitose- 

relevanter Proteine und ihrer assoziierten Signalproteine bei neuroendokrinen 

Neoplasien und beurteilt deren Korrelation mit klinisch-pathologischen Charakteristika. 

Ziel ist es, den prognostischen und den möglichen therapeutischen Stellenwert dieser 

Proteine bei GEP-NEN zu evaluieren. Nach der obigen Darstellung der aktuell noch 

offenen Fragestellungen in der Behandlung von GEP-NENs, sind die Zielsetzungen 

dieser Arbeit folgenderweise formuliert: 

 

1) Welche Unterschiede in der Expression der o.g. Proteine gibt es innerhalb der 

biologischen Variationsbreite beim GEP-NEN? 

2) Welche prognostische Bedeutung resultiert sich aus den Ergebnissen?  

3) Welche Zusammenhänge zwischen den Proteinen ergeben sich hinsichtlich einer 

besseren Subklassifikation der heterogenen Variationsbreite der GEP-NET? 

4) Welche Erkenntnisse resultieren daraus für die klinische Handhabung und für 

neue innovative Ansätze in Diagnostik und Therapie? 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Material 
3.1.1 Patientenkollektiv 
Die immunhistochemische Untersuchung wurde an Tumorgeweben mit histologisch 

gesicherten GEP-NEN retrospektiv durchgeführt. Es wurden Patienten, die zwischen 

1982-2006 in der Charité-Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, am 

Universitätsklinikum der Philips-Universität Marburg und am Universitätsklinikum 

Freiburg in Behandlung waren, einbezogen. Das positive Votum der Ethikkommissionen 

(EA1/321/16) lag vor.  

Das Hauptpatientengut wurde mithilfe des Registers des Instituts für Pathologie der 

Charité Campus Benjamin Franklin zusammengestellt. Aus den Krankenakten wurden 

allgemeine Patienteninformationen, klinisch-pathologische Daten, wie 

Tumorlokalisation, Grading, Differenzierungsgrad, Therapiedaten, sowie Follow-up 

Daten entnommen. Alte TNM-Stadien und WHO-Einteilungen wurden den Kriterien der 

aktuellen Klassifikation angepasst und aktualisiert. Befunde mit fehlender 

Klassifikationsangabe wurden entsprechend den vorhandenen histopathologischen 

Daten im Zusammenschau mit dem klinischen Verlauf gemäß der aktuellen 

Klassifikation eingeteilt. Ki-67 wurde -wenn in histologischen Befunden fehlend-  

nachgefärbt. Fälle, bei denen eine Datenvervollständigung nicht möglich war, wurden 

ausgeschlossen. In der Spezialsprechstunde für NET-Tumorerkrankungen der Poliklinik 

der Universitätsklinik Charité Benjamin Franklin wurden Informationen zum klinischen 

Verlauf gesammelt. Relevante Verlaufsinformationen über Tumorprogression, 

Rezidivfälle, sowie Sterbedatum und Todesursache wurden erhoben. Die Daten wurden 

diesbezüglich auch durch Befragen der Hausärzte mittels Fragebogen und auch durch 

Auskunft des Landeseinwohneramtes ergänzt. Auf diese Weise wurde ein follow-up von 

mindestens fünf Jahren bzw. bis zum Tod des Patienten erhoben. Patienten mit einem 

prognostisch relevanten Zweitmalignom wurden aus dem Kollektiv ausgeschlossen. Ein 

weiteres Ausschlusskriterium war Tod als Folge (peri-) operativer Komplikationen. 

Klinische Verlaufsinformationen externer Patienten wurden aus dem 

Universitätsklinikum der Philip-Universität Marburg und Freiburg zur Verfügung gestellt. 

Auch hier wurden Fälle, bei denen notwendige Daten nur unvollständig erhoben werden 

konnten, ausgeschlossen. Es wurden nur Patienten berücksichtigt, bei denen die 
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klinisch-pathologischen Daten und Follow-up Informationen vollständig vorhanden 

waren oder rekonstruiert werden konnten. Insgesamt wurden 75 Patienten für die 

vorliegende Arbeit eingeschlossen.  

 
3.1.2 Klinisch-pathologische Daten  
Die folgende Übersicht zeigt die Verteilung der Tumorlokalisation in den jeweiligen 

Grading-Gruppen. Die Gruppe der G1-Tumore umfasst 43 Patienten, G2-Tumore 23 

Patienten und G3-Tumore 9 Patienten. 38/75 Tumore waren zum Zeitpunkt der 

Diagnose bereits metastasiert. In die statistische Auswertung wurde, soweit vorhanden, 

stets der Primärtumor einbezogen. Sollten Gewebsmaterialien des Primarius und der 

Metastase vorhanden sein, wurde - um die statistische Auswertung nicht zu verfälschen 

- nur der Primärtumor eingeschlossen. In Fällen, bei denen kein oder nicht 

ausreichendes Gewebe des Primärtumors zur Verfügung stand, wurde die Metastase 

zur statistischen Auswertung herangezogen. Um die Heterogenität der G3-Tumore zu 

untersuchen, wurde diese Gruppe zusätzlich in NET G3 und NEC G3 bei einem Ki-67 

cut-off Wert von 55% unterteilt. Diese Einteilung wurde auf der Grundlage der NORDIC-

NEC-Studie (Sorbye et al. 2013) vorgenommen, um die Tumorbiologie besser zu 

erfassen, wohlwissend, dass es sich hier zum Zeitpunkt der Datenerhebung um eine 

noch nicht offizielle, abgesicherte Einteilung handelt.  
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G1 

 
Ki-67<2% 

 
G2 

 
Ki-67 

=3-20% 

 
G3 NET 

 
Ki-67 

>20-55% 

 
G3 NEC 

 
Ki-67 
>55% 

 
 

Gesamt 

Lokalisation   

Magen 2 2 0 1 5 

Pankreas 7 7 0 0 14 

Dünndarm 25 12 1 0 38 

Appendix 6 0 0 0 6 

Dickdarm 3 2 1 6 12 

Gesamtsumme 43 23 2 7 75 

Metastasen-Status  

M0 23 7 1 0 31 

M1 16 14 1 7          38 

MX 4 2 0 0 6 

Gesamtsumme 43 23 2 7 75 

Gewebetyp  

Primärtumor 38 18 2 7 65 

Metastase 5 5 0 0 10 

Gesamtsumme 43 23 2 7 75 

Tumorgröße  

<2 cm 22 8 0 0 30 

 >2 cm  8 8 2 6 24 

n.a. 13 7 0 1 21 

Gesamtsumme 43 23 2 7 75 

Funktionalität  

aktiv 13 10 0 0 23 

inaktiv 18 8 2 6 34 

n.a. 12 5 0 1 18 

Gesamtsumme 43 23 2 7 75 

 
Tabelle 2: Übersicht über Lokalisation, Metastasen-Status, Gewebetyp, Tumorgröße, 
Funktionalität der G1-, G2- und G3-Tumore.  
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3.1.3 Chemikalien und Geräte 

Reagenzien  

Xylol 

Ethanol 

EDTA-Puffer (1mM) 

Citrat-Puffer (pH6): 2,1  

3% H2O2 

Tris-gepufferte NaCl-Lösung (TBS, 0,05M, pH 7,4 bis 7,6) 

DAB-Substratlösung (Sigma D 4413)  

Zitratpuffer (pH 6): 2,1g Zitronensäure-Monohydrat (Merck 5949) in 1 L Aqua bidestilata 

Hämatoxylin (Merck 4305)  

Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck 9242) 

Materialien  

Objektträger (DAKO ChemMate™, Capillary Gap Microscope Slides 75µm, Code No. S 

2024) 

 
Mikroskop 
Olympus BH2 
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3.1.4 Antikörper 
Antikörper Hersteller Verdünnung Puffer Methode 

Polyklonaler Survivin-

Rattenantikörper 

(NOVUS Biologicals 

Inc, Littleton, CO, 

USA) 

1:4000 EDTA ABC 

Monoklonaler Ki67-

Antikörper  

(Klon MIB-1) 

(DAKO Hamburg, 

Deutschland, Code 

No. N1633) 

1:200 Citrat APAAP 

Aurora Kinase B  

(AIM-1) 

BD Transduction 

Laboratories, San 

Jose, USA, 611082 

1:50 Citrat ABC 

IGF-1R Santa Cruz inc 1:100 Citrat ABC 

STAT3 

phospho-(Tyr750)-

STAT3 

BD biosciences 

Cell Signaling 

Technology 

1:100 

1:50 

 

Citrat 

APAAP 

FOXM1 Sc-502, Santa Cruz 

Inc., Dallas, USA 

1:100 Citrat APAAP 

 
Tabelle 3: Verwendete Antikörper, Verdünnung, Puffer und Färbemethode  
 

 

Die immunhistochemische Expression Aurora B, IGF-1R und STAT3 wurde bei allen 

vorhandenen Tumormaterialien untersucht. FOXM1 wurde in einem anderen Projekt 

unserer Arbeitsgruppe mit einem anders definierten Patientenkollektiv gefärbt, wobei 

Überschneidungen mit dem hier dargestellten Kollektiv bestanden. 

 

3.2 Methodik 
3.2.1 Behandlung des Tumormaterials 
Die Gewebsproben (Primärtumor und Metastasen) wurden in Formalin fixiert, mit 

Paraffin aufbereitet und untersucht. Auswertbar waren nur Präparate, wenn 

Tumorgewebe und gesundes Gewebe auf den Schnitten in repräsentativer Weise 

beurteilbar waren. Das Tumormaterial wurde im Rahmen der histologischen 

Routineuntersuchung hinsichtlich der Expression von Ki-67 (MIB-1) durch die jeweiligen 
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Institute für Pathologie untersucht. Die Ergebnisse sind aus den entsprechenden 

Befunden entnommen. Alte Fälle, bei denen Ki-67 in der histopathologischen Routine-

Befundung fehlte, wurden im Rahmen dieser Arbeit nachträglich dem 

immunhistochemischen Nachweis mit MIB-1 unterzogen. Soweit Gewebsmaterialien für 

eine repräsentative Auswertung der Morphologie in ausreichender Menge vorhanden 

waren, wurden sie hinsichtlich des Färbecharakters auf Survivin, Aurora  B, IGF-1R, 

FOXM1 und STAT3/pSTAT3 untersucht. Da im Kollektiv auch nur kleinere 

Tumorbiopsate zur Verfügung standen, reichte das verfügbare Tumormaterial nicht in 

jedem Fall aus um alle Zielstrukturen zu untersuchen.  

Als Positivkontrolle wurden Gewebsproben anderer Tumorentitäten verwendet, die eine 

bekannte Immunreaktivität für das gesuchte Antigen aufweisen. Als Negativkontrolle 

wurde Tumormaterial aus dem Kollektiv verwendet, dabei wurde der Primärantikörper 

gegen Entwicklungspuffer ersetzt. 

 
Zielstruktur Positivkontrolle 

Aurora Kinase B Ösophaguskarzinom 

Survivin Kolonkarzinom 

IGF-1R Kolonkarzinom 

STAT3 Osteosarkom 

FOXM1 Tonsille 

 
Tabelle 4: Verwendete Positivkontrollen  
 

 
Vorbehandlung: Die Gewebsschnitte wurden im Rahmen einer ausgedehnten 

Vorbereitungsprozedur für 10-20 min in einer Xylol-Lösung entparaffiniert. Danach 

erfolgte zur Rehydration die Behandlung der Präparate in absteigender Alkoholreihe 

(100%, 96%, 80% und 70% Ethanol). Unter Vakuumbedingungen wurden sie in einer 

Pufferlösung erhitzt. Dadurch wurden die Antigene thermisch demaskiert. Anschließend 

wurden die Schnitte mit Aqua bidestilata gewaschen. Zur Unterdrückung der 

endogenen Peroxidase-Akivität erfolgte danach die Blockung mit 3%-iger 

Wasserstoffperoxidase-Lösung für 30 min. Hiernach wurden die Schnitte in EDTA-

Pufferlösung gelegt. Die so behandelten Gewebsschnitte wurden im Anschluss mit den 

entsprechenden Antikörpern inkubiert.  
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3.2.2 Immunhistochemie 

In der Immunhistochemie werden molekulare Strukturen auf der Grundlage von 

Antikörper-Antigen-Affinität histologisch zur Darstellung gebracht. Hierfür kommen 

Antigene zum Einsatz, die gegen diese Strukturen gerichtet sind. Die Antikörper sind 

entweder mit einem Farbstoff markiert oder werden mit einem Enzym gebunden. Durch 

eine Farbreaktion wird das gesuchte Antigen sichtbar gemacht. Im Folgenden werden 

die verschiedenen immunhistochemischen Detektionssysteme erläutert, die in dieser 

Arbeit zum Einsatz gekommen sind.  

Avidin-Biotin-Methode (ABC): Es handelt sich um eine enzymatische Methode (Hsu 

1990), bei der die starke Bindungsaffinität des Glykoproteins Avidin bzw. Streptavidin 

mit Biotin ausgenutzt wird. Avidin besitzt 4 Bindungsstellen für Biotin. Der 

Brückenantikörper wird mit Biotin gekoppelt und mit dem Primärantikörper 

zusammengebracht. In biotinylierter Form reagieren die Antikörper mit dem Avidin-

Botin-Peroxidase-Komplex an das gewebsgebundene Antigen. Über die Peroxidase 

erfolgt die Farbreaktion. Vorteil dieser Methode ist die hohe Sensitivität, weil eine hohe 

Konzentration an biotinylierte Peroxidase gebunden werden kann. Der Nachteil ist, dass 

Organe wie Leber, Niere oder Pankreas Biotin enthalten. Die Bindung des endogenen 

Biotins mit Avidin führt hier zu falsch positiver Reaktion. 
Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex (APAAP): Die 

immunohistochemische Methode mit Peroxidase-Antiperoxidase wurde 1977 von 

Sternberger (Sternberger et al. 1977) entwickelt. Das nachzuweisende Antigen wird 

vom dem Primärantikörper im ersten Schritt gebunden. An dem Primärantikörper bindet 

sich der Sekundärantikörper, der wiederum im nächsten Schritt vom APAAP-Komplex 

gebunden wird. Dadurch wird eine Signalverstärkung erreicht. Der dadurch entstandene 

Komplex wird durch ein Enzymsubstrat (DAB) visualisiert. So können mit dieser 

Methode auch geringe Mengen von Antigenen zur Darstellung gebracht werden.  

 

 

3.2.3 Durchführung 
Behandlung mit Antikörper und Visualisierung der Zielstruktur 
Nach der Inkubationszeit erfolgte die Behandlung mit dem Brückenantikörper und der 

alkalischen Phosphatase (APAAP-Methode) oder der Streptavidin Peroxidase (ABC-

Methode) für jeweils 30 min.  
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Bei der APAAP-Methode (zum Nachweis von Ki-67, FOXM1 und STAT3/Phospho-

STAT3) erfolgte zunächst eine 30 minütige Inkubation mit dem in einem Kit 

vorhandenen sekundären Kaninchen-Anti-Maus-Immunglobulin (Brückenantikörper). 

Danach erfolgte die 30-minütige Behandlung mit dem alkalischen-Phosphatase-

Antialkalische Phosphatase-Komplex. Für die Entwicklung der Farbreaktion wurden der 

im Kit enthaltenen Substratpuffer (10ml) mit 1 Tropfen Levamisol zugesetzt. Der so 

entstandenen Lösung wurde in der Konzentration 1:250 Chromogen RED 1, 2 und 3 

zugegeben. Anschließend erfolgte damit eine 20-minütige Inkubation in der feuchten 

Kammer. 

Bei der ABC-Methode (zum Nachweis von Survivin, Aurora B und IGF-1R) erfolgte die 

Inkubation mit Biotin-konjugiertem Anti-Rabbit-Immunglobulin (Brückenantikörper) für 

30 min, danach die Behandlung mit dem Peroxidase konjugierten Avidin-Biotin-

Komplex. Im Anschluss wurden die Schnitte mit DAB-Substratlösung 

(„Entwicklerlösung“) für 10 min behandelt.  

Zum Schluss erfolgte bei beiden Methoden das Gegenfärben mit Hämalaun für 1 

Minute. Nach dem vorsichtigen Abspülen mit warmem Leitungswasser wurden die 

Schnitte mit einem Tropfen Kaiser Glyzerin Gelatine eingedeckelt.  

Als Spüllösung zwischen den einzelnen Schritten wurden in allen Färbereihen 0,05M 

Trisgepufferte NaCl-Lösung verwendet. 

 

Tabelle 6 zeigt eine Übersicht über Anzahl der untersuchten und Gewebsproben. Nicht 

berücksichtigt wurden Fälle, bei denen die Färbungen nicht aussagekräftig waren 

(beispielsweise nicht genügend Tumorgewebe auf einem Schnitt, unspezifische 

Färbereaktion, ungleichmäßige Verteilung der Antikörper).  
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Untersuchte Zielstruktur Anzahl 

Aurora Kinase B im Zytosol 75 

Aurora Kinase B im Nukleus 75 

Survivin im Zytosol 75 

Survivin im Nukleus 75 

IGF-1R membranös 60 

FOXM1 30 

STAT3 im Nukleus 52 

pSTAT3 im Nukleus 52 

Ki-67 (Nachfärbung) 17 

 
Tabelle 5: Übersicht über Anzahl der Tumorpräparate, die jeweils 
immunohistochemisch behandelt worden sind und auch in die statistische Auswertung 
eingegangen sind. Die Ki-67-Färbung wurde in 17 Fällen bei fehlender Angabe in der 
histopathologischen Routine-Befundung ergänzt. Alle Arbeitsschritte der 
immunhistochemischen Färbung, außer FOXM1, wurden selbstständig durchgeführt.  
 

 

3.3 Auswertung und Quantifizierung  
3.3.1 Auswertung am Mikroskop 
Die mikroskopische Auszählung wurde mit dem Gerät Olympus BH2 in der 

Vergrößerung 1:100 und 1:400 vorgenommen. Zunächst wurde das gesamte Präparat 

in der groben Vergrößerung in Übersicht angeschaut. Die gesunden Zellen des 

Ursprungsgewebes dienen dabei als Positivkontrolle der Färbung. Anschließend 

wurden in 3 Gesichtsfeldern die mit dem Antikörper markierten Tumorzellen ausgezählt. 

Berücksichtigt wurden dabei nur Schnitte, die eine eindeutige Färbung aufwiesen. 

Präparate, die zu wenig Tumorgewebe aufweisen, wurden als nicht interpretierbar 

gewertet. Die Färbung wurde in dem Fall wiederholt. Die mikroskopische Auswertung 

wurde zunächst von zwei Untersuchern ohne Kenntnis der klinischen Daten unabhängig 

voneinander vorgenommen (Yawen Wang und PD Dr. med. Patricia Grabowski). 

Zusätzlich wurden die Präparate einem dritten Untersucher des Instituts für Pathologie 

der Charité Campus Mitte (PD Dr. med. Ruza Arsenic) vorgelegt. Bei voneinander 

abweichenden Ergebnissen wurde das Präparat gemeinsam mikroskopisch reevaluiert 

und eine Einigung erreicht. 

Quantifizierung der Färbung bei Aurora B, Survivin und Ki-67: Die Tumorzellen 

wurden in drei zufällig gewählten Gesichtsfeldern ausgezählt. Die Auswertung gilt im 
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Fall von Survivin als positiv für den entsprechenden Antikörper, wenn mindestens 5% 

der Tumorzellkerne eine intensive Färbung aufzeigen (Kawasaki et al. 1998 und 

Grabowski et al. 2005). Zum Zeitpunkt der Färbung existierte noch kein publiziertes 

Quantifizierungssystem für Aurora Kinase B. Wir haben zwischen positiver 

Immunreaktivität im Zytosol und im Nukleus unterschieden. Eine nukleäre Expression 

ist positiv, wenn 5% der Tumorzellkerne eine kräftige und eindeutige Expression gezeigt 

haben. Die Ki-67-Auszählung wurde im Rahmen der Routinediagnostik im jeweiligen 

Institut für Pathologie vorgenommen und aus den histopathologischen Befunden 

übernommen. Bei fehlender Angabe von Ki-67, wurde die Färbung entsprechend 

nachgeholt und als Index positiver Zellen betrachtet. Eine positive Reaktivität liegt vor, 

wenn der Kern kräftig markiert ist, die prozentuale Angabe entsprechend auf 100 

Tumorzellkerne gerechnet.  
Quantifizierung der Färbung bei IGF-1R: In der Literatur existieren diverse Scoring-

Systeme für die immunhistochemische Auswertung von IGF-1R-Färbungen. Oftmals 

findet sich ein Kombinationssystem aus Proportions- und Intensitäts-Score (Lloret et al. 

2007, Ouban et al. 2003). Um den Grad der Subjektivität bei der verblindeten 

Auswertung durch zwei unabhängige Untersucher zu minimieren, dem 

Expressionsverhalten des Rezeptors aber trotzdem gerecht zu werden, wurde in der 

vorliegenden Arbeit ein vereinfachtes Auswertungssystem implementiert: Anlehnend an 

die Arbeit von Heskamp et al. wurde eine positive membranöse Reaktivität als 0 

(negativ), 1+ (schwach positiv), 2+ (moderat positiv), 3+ (stark positiv) bewertet 

(Heskamp et al. 2015). Die zytoplasmatische Färbereaktion wurde in unserer Arbeit 

nicht berücksichtigt (unter der Hypothese, dass es sich hier um den internalisierten, 

inaktiven Rezeptor handelt). 
Quantifizierung der Färbung bei FOXM1: In der Literatur wurde der positiven 

Reaktivität im Zellkern und im Zytoplasma  eine wichtige Rolle in der Tumorgenese 

zugeschrieben (Ha et al. 2012 und Hui et al. 2012). Wir haben daher in unserer Arbeit 

ein dichotomisiertes Score-System angewandt, welches sowohl die nukleäre, als auch 

die zytoplasmatische Immunreaktivität berücksichtigt: Die Immunreaktivität im 

Zytoplasma wurde entsprechend der Färbeintensität eingeteilt in 0 (keine positive 

Färbeantwort), 1 (schwache Färbung), 2 (moderate Färbung) und 3 (starke Färbung) 

quantifiziert. Nur die mit "2" und "3" bewertete Färbereaktionen im Zytoplasma wurden 

im Score-System als positiv betrachtet.  
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Eine als positiv bewertete nukleäre und zytoplasmatische Reaktivität wurde gemeinsam 

aufaddiert. Bei Scores ≥ 2 wurden die Färbereaktion als "stark" bewertet (Briest et al. 

2015).  

Quantifizierung der Färbung bei STAT3: Bei der Quantifizierung der STAT3- Färbung 

berücksichtigt das Score-System nukleäre und zytoplasmatische Expression:  0 (keine), 

1 (schwache), 2 (moderate) und 3 (starke) Immunreaktivität. Auch hier wurde 

dichotomisiert und eine > 2 eingestufte Immunreaktivität als „starke Expression“ 

gewertet (Briest et al. 2015). 

 
3.3.2 Statistische Auswertung 
Die klinisch-pathologischen Daten wurden zunächst in eine Excel-Datenbank 

aufgenommen und anschließend für die statistische Auswertung codiert. Für die 

statistische Auswertung wurden nichtparametrische, parametrische, sowie Korrelations-

tests mithilfe der Software IBM SPSS statistics (Version 22.0) durchgeführt. Alle 

erhobenen Daten wurden einer deskriptiven Analyse unterzogen. Zur Überprüfung einer 

Assoziation zwischen nominalen abhängigen Variablen wurde der CHI2-Test verwendet. 

Der exakte Fisher-Test wurde bei dichtomisierten Variablen mittels Kreuztabellen 

angewandt. Die Schätzung der Überlebenswahrscheinlichkeit wurde mit der Kaplan-

Meier-Methode ermittelt. Der Vergleich zwischen den Überlebensgruppen erfolgte mit 

dem Log-Rank-Test. Eine statistische Signifikanz lag vor, wenn P <0,05 betrug. In der 

multivariaten Cox-Regressionsanalyse wurden unabhängige Prognoseparameter 

ermittelt. 
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4. Ergebnisse 
4.1. Plausibilitätsprüfung des Patientenkollektivs 
Das Kollektiv wurde in dessen Zusammensetzung mit bekannten prognostisch 

relevanten Parametern wie Grading und Metastasenstatus auf Plausibilität überprüft. 

Erwartungsgemäß zeigten die Gruppe der Patienten mit schlecht differenzierten G3- 

Tumoren bzw. mit positivem Metastasen-Status in der Gesamtüberlebensrate ein 

schlechteres Outcome als Patienten mit G1- und G2- Tumoren bzw. ohne Metastasen. 

 

 

 
Diagramm 2: Überlebensfunktion in Abhängigkeit mit Grading  
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Diagramm 3: Überlebensfunktion Metastasenstatus 
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4.2. Deskriptive Statistik 
4.2.1 Grading-, Geschlechter- und Altersverteilung 
 
 

 
Diagramm 4: Häufigkeit der  Grading-Verteilung innerhalb des Kollektivs  
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Tabelle 6: Alters- und Geschlechterverteilung, inklusive Unterscheidung NET G3/NEC 
G3 
 

 Anzahl Durchschnitts- 
alter (Jahre) 

Geschlecht 
männlich 

Geschlecht 
weiblich 

Grading 1 43 54,6 20 23 

Grading 2 23 56,9 8 15 

Grading 3 
- G3 NET 
- G3 NEC 

9 

2 

7 

52,2 

50,5 

53,9 

8 

2 

6 

1 

0 

1 

57%	
31%	

3%	 9%	

Grading-Verteilung	

Grading	1,	n=43	

Grading	2,	n=23	

Grading	3	(NET),	n=2	

Grading	3	(NEC),	n=7	
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4.3 Immunreaktivität und Expressionsverhalten 
Mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchungen soll das 

Expressionsverhalten Zellzyklus-spezifischer Proteine untereinander und im 

Zusammenhang mit klinisch relevanten Parametern beschrieben und dargestellt 

werden. 

 

 

4.3.1 Expressionsverhalten von Aurora Kinase B in GEP-NEN 
Nukleäre Immunreaktivität: Die Immunhistochemische Untersuchung zeigt, dass gut 

differenzierte G1- und G2-Tumore anteilsmäßig keine relevante Aurora B- Expression 

im Kern aufweisen: Von 43 G1 NET zeigten nur 2 Fälle eine positive nukleäre Reaktion 

(4,7%). Alle G2-Tumore waren negativ bezüglich einer nukleären Aurora B-Expression 

(0%). G3-Tumore, vor allem die schlecht differenzierten G3 NEC dagegen zeigen zu 

einem hohen Anteil eine positive nukleäre Immunoreaktivität (85,7%). 1 von 2 G3 NET 

war ebenfalls nukleär positiv (50%). Die nukleäre Immunreaktivität von Aurora B ist in 

der univariaten Analyse mit Grading signifikant (p=0,000). 
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Abbildung 6: Positive Immunreaktivität von Aurora Kinase B im Kern, Magen, G3, 
10X10 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 7: Nukleäre Immunreaktivität von Aurora Kinase B in den G1-, G2- und G3- 
Gruppen 

 Aurora Kinase B 
im Kern 

<5% (=negativ) >5% (=positiv) 
Grading 1               N 

(%) 
41/43  

(95,3%) 
2/43  

(4,7%) 
Grading 2               
                               

N 
(%) 

23/23  
(100,0%) 

0/23  
(0,0%) 

Grading 3               
        
                        
- G3 NET       
           
- G3 NEC                

N 
(%) 

 
 N 
(%)  

 
N 

(%) 

2/9  
(22,2%) 

 
1/2  

(50,0%) 
 

1/7  
(14,3%) 

7/9  
(77,8%) 

 
1/2  

(50,0%) 
 

6/7  
(85,7%) 
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Zytosolische Immunreaktiviät: Im Gegensatz zur nukleären Expression, die vor allem 

bei G3-Tumoren positiv waren, ist die Immunreaktivität im Zytosol vor allem bei gut 

differenzierten G1- und G2-Tumoren positiv. G3-Tumore zeigen kaum Expression von 

Aurora Kinase B im Zytosol. In der univariaten Analyse ist die Expression von Aurora B 

im Zytosol signifikant (p=0,003). 

 

 

 
 
Abbildung 7: Positive zytosolische Immunreaktivität von Aurora Kinase B, Dünndarm, 
G1, 30X30 
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 Aurora Kinase B 
im Zytosol 

negativ positiv 
Grading 1 
 

N 
(%) 

10/43  
(23,3%) 

 

33/43  
(76,7%) 

 
Grading 2 
  

N 
(%) 

9/23  
(39,1%) 

14/23  
(60,9%) 

Grading 3 
 
 
- G3 NET 
 
 
- G3 NEC 
 

N 
(%) 

 
N 

(%) 
 

N 
(%) 

8/9  
(88,9%) 

 
2/2  

(100%) 
 

6/7 
 (85,7%) 

1/9  
(11,1%) 

 
0/2 

 (0,0%) 
 

1/7 
 (14,3%) 

 
Tabelle 8: Zytosolische Immunreaktivität von Aurora Kinase B in den G1-, G2- und G3- 
Gruppen 
    
 
              
Zwischen der Expression von Aurora B im Kern und Zytosol besteht somit eine inverse 

Korrelation (p=0,001, exakter Test nach Fisher). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Diagramm 5: Aurora Kinase B im Zytosol und Nukleus in inverser Wechselbeziehung.  
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4.3.2 Expressionsverhalten von Survivin in GEP-NEN 
G1-Tumore zeigen keine nukleäre Immunreaktivität mit dem Survivin-Antikörper. G3-

Tumore dagegen zeigen alle eine positive Expression im Kern. In der univariaten 

Analyse korreliert die nukleäre Expression von Survivin signifikant mit dem Grading 

(p=0,000). 

 

 

 
 
Abbildung 8: Positive nukleäre Immunreaktivität von Survivin, Lebermetastase, G3, 
30X10 
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Tabelle 9: Nukleäre Immunreaktivität von Survivin in den G1-, G2- und G3-Gruppen 
 

 

 

 
 
Diagramm 6: Survivin-Expression im Kern in G1, G2 und G3 NENs 
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80	

90	
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G1	NET	 G2	NET	 G3	NET	 G3	NEC	

%	der	Tumore	

 Survivin 
im Kern 

negativ positiv 
Grading 1               N 

(%) 
43/43  

(100%) 
 

0/43  
(0,0%) 

 
Grading 2  
 

N 
(%) 

 

19/23  
(82,6%) 

4/23  
(17,4%) 

Grading 3               
                               
 
- G3 NET                 
 
- G3 NEC                
 

N 
(%) 

 
N 

(%) 
 

N 
(%) 

0/9  
(0,00%) 

 
0/2  

(0,00%) 
 

0/7  
(0,00%) 

9/9  
(100,0%) 

 
2/2  

(100,0%) 
 

7/7  
(100,0%) 
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4.3.3 Expressionsverhalten von IGF-1R in GEP-NEN 
Fast alle Tumore der G1-Gruppe zeigten keine membranöse IGF-1R-Expression 

(94,3% negativ und 5,7% positiv). Auch die meisten Tumore der G2-Gruppe waren IGF-

1R- negativ (85%). In der Gruppe der G3-Tumore waren 40% positiv. In der univariaten 

Analyse zeigt sich keine Signifikanz für die IGF-1R- Expression (p=0,064).  

 

 

 
 
Abbildung 9: Positive membranöse Immunreaktivität von IGF-1R, Magen, G3, 30X10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



	 56	

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabelle 10: Immunreaktivität von IGF-1R in den G1-, G2- und G3-Gruppen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 IGF-1R Expression 
negativ positiv 

Grading 1               N 
(%) 

33/35  
(94,3%) 

2/35  
(5,7%) 

Grading 2               
                               

N 
(%) 

17/20  
(85,0%) 

3/20  
(15,0%) 

Grading 3               
             
                   
- G3 NET                
 
- G3 NEC                

N 
(%)  
 
N 
(%)  
 
N 
(%) 

3/5  
(60,0%) 

 
1/1  

(100,0%) 
 

2/4  
(50,0%) 

2/5  
(40%) 

 
0/1  

(0,0%) 
 

2/4  
(50,0%) 
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4.3.4 Expressionsverhalten von FOXM1 in GEP-NEN 
Exemplarisch wurden 30 Tumore immunhistochemisch auf die Expression von FOXM1 

untersucht. Gut differenzierte G1 NETs exprimieren kein FOXM1. In den G3- 

Subgruppen dagegen war die Expression hoch. Das Expressionsverhalten von FOXM1 

korreliert in der univariaten Analyse signifikant mit dem Grading (p=0,038). 

 

 

 
 
Abbildung 10: Positive Reaktivität von FOXM1 im Kern, Sigma, G3, 30X10 
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Tabelle 11: Immunreaktivität von FOXM1 in den G1-, G2- und G3-Gruppen 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 FOXM1  Expression 
niedrig hoch 

Grading 1               N 
(%) 

15/15  
(100,0%) 

0/15                
(0%) 

Grading 2               
                               

N 
(%) 

6/8  
(75,0%) 

2/8 
 (25,0%) 

Grading 3       
         
                               
- G3 NET       
   
        
- G3 NEC                

N 
(%) 

 
N 

(%) 
 

N 
(%) 

4/7  
(57,1%) 

 
1/1  

(100,0%) 
 

3/6  
(50,0%) 

3/7  
(42,9%) 

 
0/1  

(0,0%) 
 

3/6  
(50,0%) 
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4.3.5 Expressionsverhalten von STAT3 und pSTAT3 in GEP-NEN 
In allen Grading-Gruppen war das Expressionsverhalten von STAT3 und pSTAT3 

anteilsmäßig nicht hoch und ist in der statistischen Auswertung nicht signifikant (STAT3 

p=0,546, pSTAT p=0,799). 

 

 

 
 
Abbildung 11: Positive Immunreaktivität von STAT3 im Kern, Magen, G3, 30X10 
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Abbildung 12: Positive Immunreaktivität von pSTAT3, Lebermetastase, G3, 30X10 
 
 
 
 

 positive Expression 
STAT3     pSTAT3 

Grading 1                N 
(%) 

2/30  
(6,7%) 

3/30  
(10,0%) 

Grading 2               
                               

N 
(%) 

2/13  
(15,4%) 

2/13  
(15,4%) 

Grading 3               
                     
           
- G3 NET    
 
             
- G3 NEC                

N 
(%)  

 
N 

(%)  
 

N 
(%) 

1/9  
(11,1%) 

 
0/2  

(0,0%) 
 

1/7  
(14,3%) 

1/9  
(11,1%) 

 
0/2  

(0,0%) 
 

1/7  
(14,3%) 

 
Tabelle 12: Immunreaktivität von STAT3 und pSTAT3 in den G1-, G2- und G3-Gruppen 
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4.4. Korrelationen im Expressionsverhalten  
Im ersten Schritt der Auswertung wurden die Zielstrukturen auf deren statistische 

Signifikanz zum Grading und somit zur Proliferationsrate untersucht. In einem zweiten 

Schritt wurden die Zielproteine Aurora Kinase B, Survivin und FOXM1 auf deren 

Korrelation zueinander geprüft. Dabei kann festgestellt werden, dass hohe Expression 

von nukleärer Aurora Kinase B mit hoher Expression von FOXM1 (p=0,041) und 

nukleärem Survivin (p=0,000) korreliert. Die Expression von Aurora Kinase B im Zytosol 

zeigt dagegen eine inverse Korrelation zu deren nukleärer Expression (p=0,001) und 

zum nukleären Survivin (p=0,000). Für die Zielproteine IGF-1R, STAT3, sowie pSTAT3 

konnte keine signifikante Korrelation mit Expression von Aurora Kinase B festgestellt 

werden.  

 

 

 Aurora 
B Kern 

Survivin 
Kern 

FOXM1 IGF-1R STAT3  
 

pSTAT3 

Aurora B 
Zytosol 

N=75 
p=0,001 
invers 

N=75 
p=0.000 
invers 

N=30 

n.s. 

N=60 

n.s. 

N=52 

n.s. 

N=52 

n.s. 

Aurora B 
Kern 

N=75 

/ 

N=75 
p=0,000 

N=30 
p=0,041 

N=60 

n.s. 

N=52 

n.s. 

N=52 

n.s. 

 
Tabelle 13: Tabellarische Zusammenfassung relevanter Ergebnisse der 
immunhistochemischen Korrelationsanalyse. Felder mit statistischer Signifikanz sind 
blau markiert. 
 

 

4.5. Korrelationen des Expressionsverhaltens mit klinischen 
Parametern 
In einer vorausgegangenen Publikationsarbeit (Grabowski et al. 2005) wurde bereits der 

Zusammenhang zwischen nukleärer Expression von Survivin und schlechtem 

Tumorverhalten vermutet. Der Nachweis von Survivin im Zellkern zeigte in einer 

metastasierten Subgruppe der WHO 2-Patienten einen deutlich schlechteren 

Krankheitsverlauf als Ki-67 allein. Im vorliegenden Kollektiv, welches das Ursprüngliche 

ergänzte und der neuen WHO-Klassifikation angepasst wurde, erfolgte im Rahmen der 
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statistischen Auswertung die Untersuchung des Expressionsmusters der Proteine auf 

deren Korrelation zu den klinisch-pathologischen Parametern. Von Interesse waren hier 

Parameter wie Metastasen-Status und Tumorgröße.  

 

 

4.5.1 Tumorgröße 
Große Tumore (>2cm) sind assoziiert mit nukleärer Expression von Aurora B (p=0,001) 

und Survivin (p=0.034), sowie FOXM1 (p=0,033). Die zytosolische Expression von 

Aurora Kinase B oder Survivin ist statistisch nicht signifikant.  

 

 

 Tumorgröße 
klein (<2cm) 

Tumorgröße 
groß (>2cm) 

Summe p 

AURORA B 
Kern 

0/30 

(0,0%) 

8/24 

(33,3%) 

54 0,001 

SURVIVIN 
Kern 

3/30 

(10,0%) 

8/24 

(33,3%) 

54 0,034 

FOXM1 
 

0/11 

(0,0%) 

5/15 

(33,3%) 

26 0,033 

 
Tabelle 14: Korrelation der Expression von Aurora Kinase B, Survivin, FOXM1 mit 
Tumorgröße 
 

 

4.5.2 Metastasen 
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wurden bei 51,5% der Patienten mit einem G1- 

Tumor Metastasen festgestellt, in der G2-Gruppe 66,9% und in der G3-Gruppe 88,9%. 

Bei allen Patienten mit einem G3 NEC lag zum Zeitpunkt der Diagnose bereits eine 

Metastasierung vor. Hinsichtlich des Vorliegens von Metastasen ergab die statistische 

Auswertung keine signifikante Korrelation mit der Expression von Aurora B und FOXM1. 

Die nukleäre Expression von Survivin (p= 0,008) und die membranöse Expression von 

IGF-1R (p=0,032) dagegen waren assoziiert mit dem Vorhandensein einer Metastase. 
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4.5.3 Funktionalität 
Positive nukleäre Aurora B- und Survivin-Expression zeigten eine signifikante 

Korrelation mit der Funktionalität der Tumore und wurde vermehrt in funktionell 

inaktiven Tumoren nachgewiesen, die in der Regel auch schlechter differenziert sind. 

 

 

 funktionell 
aktiv 

funktionell 
inaktiv 

Summe p 

Aurora B 
im Kern 

0/23 

(0,0%) 

8/34 

(23,5%) 

57 0,016 

Survivin 
im Kern 

1/23 

(4,3%) 

9/34 

(26,5%) 

57 0,031 

 
Tabelle 15: Korrelation von Aurora Kinase B und Survivin im Kern mit der Funktionalität 
 

 

4.5.4 Grading 

Es wurde eine inverse Beziehung zwischen der Expression von Aurora Kinase B im 

Kern und Zytosol festgestellt: G1-/G2-Tumore zeigen praktisch keine positive 

Reaktivität für Aurora Kinase B im Kern, während 50,0% der Kerne beim G3 NET und 

85,7% beim G3 NEC positiv waren. Die zytosolische Expression dagegen war hoch in 

gut differenzierten G1- und G2-Tumoren, aber niedrig in wenig differenzierten G3 

NECs. 

Eine Korrelation mit Grading, folglich mit Ki-67 konnte außerdem für die nukleäre 

Expression von Survivin und FOXM1 statistisch signifikant nachgewiesen werden. Das 

heißt, je schlecht differenzierter der Tumor (G3 NEC) ist bzw. je höher der 

Proliferationsindex (Ki-67), desto eher zeigt sich immunhistochemisch eine nukleäre 

Expression. Die Expression von Aurora Kinase B, Survivin und FOXM1 im Kern zeigten 

in der univariaten Analyse eine signifikante Korrelation mit dem Grading. 
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 G1 NET G2 NET G3 NET G3 NEC Summe p 

Aurora B 
Zytosol 

33/43 

76,7% 

14/23 

60,9% 

0/2 

0,0% 

1/7 

14,3% 

75 0,003 
 

Aurora B 
Kern 

2/43 

4,7% 

0/23 

0,0% 

1/2 

50,0% 

6/7 

85,7% 

75 0,000 
 

Survivin 
Kern 

0/43 

0,0% 

4/23 

17,4% 

2/2 

100,0% 

7/7 

100,0% 

75 0,000 
 

IGF-1R 
 

2/35 

5,7% 

3/20 

15,0% 

0/1 

 0,0% 

2/4  

50,0% 

60 0,064 

FOXM1 
 

0/15 

0,0% 

2/8 

25,0% 

0/1 

0,0% 

3/6 

50,0% 

30 0,032 

STAT3 
 

2/30  

6,7% 

2/13 

15,4% 

0/2   

0,0% 

1/7  

14,3% 

52 0,546 

pSTAT3 
 

3/30 

10,0% 

2/13 

15,4% 

0/2 

 0,0% 

1/7 

14,3% 

52 0,799 

 
Tabelle 16: Übersicht der positiven Immunreaktivität aller Zielstrukturen, sowie die 
statistische Signifikanz, univariat 
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4.6 Multivariate Analyse 
Proteine, bei denen in der univariaten Analyse des Gesamtüberlebens eine Signifikanz 

(p <0,05) errechnet wurde, wurden in der multivariaten Analyse berücksichtigt. Die Cox-

Regressionsanalyse wurde mit den klinisch-pathologischen Parametern wie 

Metastasenstatus und Tumorgrading als Kovariate durchgeführt. Das Hazard Ratio für 

Grading und nukleäre Reaktivität von Aurora Kinase B liegt knapp über 1 und ist daher 

ohne unabhängigen prognostischen Wert. Die multivariate Signifikanz-Analyse ergab 

somit, dass Aurora Kinase B im Kern kein unabhängiger Prognosefaktor ist. Das 

Hazard Ratio zeigt im Cox-Regressionsmodell ein >5-fach erhöhtes Sterberisiko für 

Patienten mit Metastasen (95% Konfidenzintervall, p <0,01). 

 

 

4.7 Expressionsverhalten und Korrelation mit Überleben  
Diese Arbeit untersuchte auch den Einfluss der Proteinen auf die 

Überlebenswahrscheinlichkeit. Anschließend wurde die Abhängigkeit der in isolierten 

Analysen signifikanten Variablen auf das Gesamtüberleben untersucht. Das 

Patientenkollektiv wurde bezüglich der Überlebenszeit in zwei Gruppen eingeteilt: 

Gruppe 1 umfasst Tumore mit positiver Expression von Aurora Kinase B im Kern und 

wurde mit Gruppe 2-Tumore ohne positive Expression von nukleärer Aurora Kinase B 

verglichen. Korreliert man die mittlere Überlebenszeit mit der nukleären Expression von 

Aurora B, so ist diese in der Kaplan-Meier-Überlebensanalyse mit einer signifikant 

verkürzten Überlebensrate assoziiert (46,0 Monate, N=9) im Gegensatz zu Patienten, 

deren Tumor keine nukleäre Aurora Kinase B exprimierte (99,0 Monate, N= 66). Das 

relative Risiko für die Patienten am Tumor zu versterben, ist beim Nachweis nukleärer 

Aurora Kinase B um den Faktor 1,9 erhöht innerhalb des Beobachtungszeitraumes. Mit 

einer Wahrscheinlichkeit von 95% beträgt die mittlere Überlebenszeit der Patienten 

ohne nukleäre Expression von Aurora Kinase B zwischen 89,6 - 108,5 Monaten, 

Patienten mit positiver Reaktivität im Kern dagegen 11,7 - 80,3 Monate (p=0,006). In 

der Überlebensanalyse im Log-Rank-Test (Mantel Cox) ist die positive Expression in 

Kern von Aurora Kinase B signifikant mit der Überlebenszeit assoziiert (p=0,006). 
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Diagramm 7: Überlebensfunktion in Abhängigkeit von der Expression von Aurora 
Kinase B im Nukleus, p=0,006.  
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Ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit und der Gruppe ohne 

zytosolische Aurora Kinase B Expression lag nicht vor (p=0,812, Log-Rank-Test). 

 

 

 
Diagramm 8: Überlebensfunktion in Abhängigkeit von der Expression von Aurora 
Kinase B im Zytosol, p=0,812.  
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Auch die nukleäre Expression von Survivin war mit einer deutlich kürzeren 

Überlebenszeit assoziiert. Die mittlere Überlebenszeit betrug 46,9 Monate bei positivem 

Nachweis von Survivin im Kern und 101,7 Monate bei negativer Expression (signifikant 

im Log-Rank-Test p=0,000). 

 

 

 
 
Diagramm 9: Überlebensfunktion in Abhängigkeit von Survivin im Nukleus, p=0,000.  
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Die mittlere Überlebenszeit am Tumor zu sterben beträgt bei Expression von IGF-1R im 

Kollektiv um die 63,9 Monate, ohne Nachweis einer IGF-1R- Expression 98,2 Monate. 

Es findet sich ein signifikanter Unterschied beider Gruppen (p=0,021, Log-Rank-Test). 

 
 
 

 
 
Diagramm 10: Überlebensfunktion in Abhängigkeit von IGF-1R-Expression, p=0,021.  
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Die Expression von STAT3, pSTAT3 und FOXM1 zeigte hinsichtlich der Korrelation mit 

dem Überleben keine Signifikanz. 

 

 

4.8 Individuelle Krankheitsverläufe bei G3 NECs 
Das Kollektiv umfasst insgesamt 9 Patienten mit einem G3-Tumor, davon jeweils 2 G3 

NET und 7 G3 NEC (siehe Tabelle 17). Wegen der kleinen Fallzahl und der damit 

verbundenen Einschränkung einer statistischen Aussage wird eine Betrachtung und 

Beschreibung der individuellen Krankheitsverläufe im Zusammenhang mit dem 

Expressionsverhalten der untersuchten Proteine vorgenommen. Wir haben uns dabei 

besonders für den klinischen Verlauf der Patienten aus der G3 NEC-Subgruppe 

interessiert und haben gleichzeitig deren individuellen Krankheitsverlauf (Zeit bis zum 

Tumortod) angeschaut: 50% der G3 NEC Patienten (Pat. 7, 8 und 9) im Kollektiv 

zeigten eine positive FOXM1-Immunreaktivität. 4 weitere Patienten (Pat. 2, 3, 4 und 6) 

mit einem hohen Ki-67-Index zeigten in der immunhistochemischen Untersuchung eine 

negative bzw. niedrige FOXM1-Immunreaktivität. Alle Patienten zeigten eine positive 

Survivin-Expression im Kern. Patienten mit nukleärer Immunreaktivität für  Aurora 

Kinase B und Survivin hatten eine kurze Überlebenszeit. Dabei tanzt Patient 5 "aus der 

Reihe". Patient 1 ist Aurora Kinase B negativ, zeigt aber ebenfalls eine kurze 

Überlebensdauer, weist histologisch aber als einziger eine positive 

Lymphozyteninfiltration auf. Die Tumore von Patient 6 und Patient 9 zeigten eine 

Reaktivität für IGF-1R und gleichzeitig eine mäßige Immunreaktivität für STAT3.  
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Pat.-
Nr. 
G3 

Ki-67 
in % 

Überleben 
in 

Monaten 

Tumor
- 

tod? 

Aurora 
B 

nukleär 

Survivin 
nukleär 

FOXM
1 

IGF-
1R 

STAT3 

1 
NET 

45% 19 ja negativ positiv n.a. positiv negativ
* 

2 
NET 

45% 13 ja positiv positiv negativ 
od. 

niedrig 

n.a. negativ 

3 
NEC 

70% 57 lebt negativ positiv negativ 
od. 

niedrig 

n.a. niedrig 

4 
NEC 

80% 6 ja positiv positiv negativ 
od. 

niedrig 

n.a. niedrig 

5 
NEC 

60% 118 andere 
Todes-
ursach

e 

positiv positiv n.a. n.a. niedrig 

6 
NEC 

70-
80% 

2 ja positiv positiv negativ 
od. 

niedrig 

positiv mäßig 

7 
NEC 

70% 13 ja positiv positiv positiv negativ negativ 

8 
NEC 

70% 14 ja positiv positiv positiv negativ niedrig 

9 
NEC 

80% 6 ja positiv positiv positiv positiv mäßig 

 
Tabelle 17: Auflistung aller Patienten mit G3 NET und G3 NEC (* STAT3 aber positiv in 
Lymphozyten) 
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5. Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit mit 75 Patienten untersuchten wir beim GEP-NET in allen 

Grading-Gruppen das Expressionsverhalten der dem chromosomal passenger complex 

gehörende Proteine Aurora Kinase B,  Survivin, sowie deren übergeordneten Regulator 

FOXM1 und die weiteren Faktoren des Signalweges IGF-1R und STAT3/pSTAT3. Da 

klinisch innerhalb der Grading-Gruppen sehr oft heterogene Krankheitsbilder und 

Verläufe beobachtet wurden, halten wir eine genaue Charakterisierung der 

proliferationsrelevanten Proteine innerhalb der biologischen Variationsbreite zum 

Verständnis der zugrunde liegende Signalwege für sehr wichtig und postulieren das 

Konzept der Subgruppen innerhalb der aktuell existierenden Grading-Gruppen. Die 

zugrunde liegenden Mechanismen, die das Tumorverhalten beeinflussen, sind bisher 

weitestgehend unbekannt. So hat sich als bislang einzig prognostisch etablierter Marker 

nur Ki-67 durchgesetzt. Ki-67 als Unterscheidungsmarker ist nicht scharf genug 

getrennt. Es existiert kein cut-off-Wert, der beispielsweise G3 NET von G3 NEC 

unterscheidet. G3-Tumore sind selten, sie machen nur etwa 5% aller neuroendokrinen 

Neoplasien aus (Rinke und Gress 2017). Die seltene Inzidenz macht jede Interpretation 

statistisch schwierig und es existieren nur wenig Daten.  So konnte in einer Vorarbeit 

der Arbeitsgruppe für die Ki-67- Expression beim "WDEC" (damals WHO 2) keine 

prognostisch signifikante Relevanz festgestellt werden. Dies konnte der kleinen Fallzahl 

von damals verschuldet sein (Grabowski et al. 2005). Ki-67 als Ausdruck der 

Proliferationsrate und Differenzierungsgrad ist in dieser Arbeit entsprechend der WHO-

Empfehlung aus dem Jahr 2010 in G1 (Ki-67</= 2%), G2 (Ki-67 =3-20%) und G3 (Ki-67 

>20%) unterteilt. In der Nordic-Studie konnte beim G3 NET mit Ki-67 <55% eine längere 

Überlebenszeit als diejenigen mit einem Ki-67 > 55% gezeigt werden. Zudem wurde in 

der G3-Gruppe eine bessere Ansprechbarkeit auf Platin-basierte Chemotherapeutika 

bei Tumoren mit einem Ki67 > 55% festgestellt (Sorbye 2013). Hinsichtlich der 

Überlebenszeit unterscheidet sich G3 NET von G3 NEC mit 99 Monate versus 17 

Monate (Heetfeld et al. 2015). Auch in molekulargenetischen Untersuchungen lassen 

sich Unterschiede G3 NET von NEC unterscheiden. Eine DAXX/ATRX-Mutation zeigt 

sich beispielsweise in ca. der Hälfte der pankreatischen G3 NET, nicht aber beim G3 

NEC. Hier sind p53/rb1 Mutationen kennenzeichnend (Jiao et al. 2011). 

Ziel dieser Arbeit ist eben die Charakterisierung des Expressionsverhaltens und die 

Evaluation der klinischen Relevanz von Mitose-assoziierten Kinasen des Chromosomal 

Passenger Komplexes Aurora Kinase B und Survivin, die potenziell für eine maligne 
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Transformation der GEP-NENs verantwortlich sein können. FOXM1 wurde als 

Regulator der STAT3-Aktivierung, beispielsweise beim Glioblastom beschrieben. 

Demnach steigert FOXM1 die STAT3-Expression durch die Verstärkung der β-

catenin/TCF4- Bindung zum Promotor des STAT3-Gens (Gong et al. 2015).  In der 

Literatur wurde zudem dem Tyrosin Kinase- Rezeptor IGR-1R eine wichtige Rolle in der 

Tumorgenese bei gastroenteropankreatischen Tumoren zugeschrieben (Briest und 

Grabowski 2014). Wir fanden es daher sinnvoll, im Rahmen der immunhistochemischen 

Charakterisierung neben Aurora Kinase B und Survivin, auch die Co-Regulatoren wie 

FOXM1, STAT3 und IGF-1R in GEP-NENs zu untersuchen. Erstmalig wurden nun im 

Rahmen dieser Arbeit bei GEP-NENs der Expressionsstatus der Mitglieder des 

Chromosomal Passenger Complexes, sowie deren Co-Regulatoren nebeneinander 

untersucht und deren Beziehungen zueinander analysiert. In Zusammenarbeit mit zwei 

weiteren Zentren in Marburg und Freiburg konnte Tumormaterial von 75 Patienten mit 

vollständigem 5-Jahres Follow-up und somit ein Patientenkollektiv mit -  für diese 

Tumorentität - recht hoher Fallzahl aufgestellt werden. 

Die Mitglieder des Chromosomal Passenger Complexes Aurora Kinase B und Survivin 

sind bereits gut erforscht. So wurde Aurora Kinase B als ein wichtiges Protoonkogen 

beschrieben und deren Anwesenheit bei vielen soliden Tumoren nachgewiesen (Mehra 

et al. 2013, Han et al. 2017, Huang et al. 2015, Pannone et al. 2011). Bisher haben nur 

wenige Arbeiten die Bedeutung von Aurora Kinase B in GEP-NENs untersucht. Konkret 

existiert für Aurora B derzeit keine Untersuchung, die deren Expressionsverhalten im 

Zusammenhang mit Grading und prognostischer Relevanz bei GEP-NEN beschreibt.  

 

 

5.1 Beurteilung der Methodik und Auswertung 

Die Menge der Tumormaterialien, die für eine gepaarte Untersuchung  zur Verfügung 

standen waren begrenzt: In anderen Fällen waren aufgrund der Tumorgröße/ 

Biopsatgröße nicht genügend Materialien für die umfangreichen Färbungen vorhanden.  

Die Auswertung am Mikroskop erfolgte durch 2 Untersucher zunächst unabhängig 

voneinander. Die Beurteilung der Farbintensität ist bis zu einem gewissen Grad durch 

die subjektive Einschätzung beeinflusst. Um diesen Grad an Subjektivität so klein wie 

möglich zu halten, wurde in dieser Arbeit darauf geachtet, dass sämtliche Scoring-

Systeme so einfach und klar wie möglich, aber so differenziert wie nötig gehalten 
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werden. So wurde bewusst auf eine zu differenzierte Intensitätseinteilung mit geringer 

Trennschärfe verzichtet und vornehmlich die klare Einteilung in negativer und positiver 

Immunität mit schwacher, moderater und kräftiger Expression vorgenommen. 

Die postulierte Ergänzung der Markerproteine in der histopathologischen 

Routineuntersuchung wurde retrospektiv in weiteren und unabhängigen Kollektiven, 

sowie prospektiv untersucht. 

Qualität einer immunhistochemischen Färbung: Die Immunhistochemie beansprucht 

Zeit und ist fehleranfällig. Die Qualität einer Färbung ist abhängig von der 

Einbettungsart und Vorbehandlung der Schnitte. Wenn die Präparate durch Formalin 

bzw. mit Paraffin gebettet wurden, dann können die Antigene nicht mehr vom Antikörper 

erkannt werden. Um die Immunaktivität wieder herzustellen, müssen die 

Gewebsschnitte vorbehandelt werden. Durch Hitzebehandlungen oder mithilfe von 

Enzymen kann die Antigenmaskierung rückgängig gemacht und die Immunoreaktivität 

wieder hergestellt werden. Die Antikörper-Antigenreaktion ist außerdem abhängig von 

Temperatur, Reaktionsmilieu, Konzentration der Antikörper, sowie Inkubationszeit der 

Schnitte mit dem Antikörper. Zum Zeitpunkt der immunhistochemischen Färbung von 

Aurora Kinase B existierte kein standardisiertes Färbeprotokoll für GEP-NENs. Das 

Tumorgewebe wurde mit modifizierten Protokollen anderer Tumorentitäten und 

verschiedenen Antikörpern gegen Aurora B behandelt bis ein zufriedenstellendes 

Färbeergebnis erreicht werden konnte. Um eine Vergleichbarkeit der Färbungen 

herzustellen, wurden Gewebsproben anderer Tumorentitäten mit einer bekannten 

Immunreaktivität für das gesuchte Antigen bei jedem Färbegang mitbehandelt.  Diese 

zeitgleich mitlaufende Vergleichsgruppe dient als Kontrollgruppe der Aussagekräftigkeit 

und soll die Qualität der durchgeführten Färbungen bestätigen. Neben Kosten- und 

Zeitfaktor war auch die unterschiedliche Qualität der Antikörper von Nachteil. Von 

Vorteil ist, dass die Immunhistochemie eine Protein-spezifische Analyse, eine Gewebe-

spezifische und eine Zellfraktionsspezifische Analyse erlaubt. Des Weiteren ist eine 

Analyse an FFPE-Materialien möglich. Die Untersuchung von durch Formalin und mit 

Paraffin eingebetteten Geweben ist somit auch nach langer Zeit noch möglich. Zudem 

ist die Methode leicht verfügbar und durchführbar und eignet sich für die 

Routinediagnostik in ihrer Praktizierbarkeit.  
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5.2. Interpretation der Ergebnisse 
Aurora Kinase B: Die immunhistochemische Untersuchung dieser Arbeit erbrachte den 

Nachweis von Aurora Kinase B in verschiedenen Zellkompartimenten bei GEP-NEN-

Tumoren. Durch den immunhistochemischen Nachweis von Aurora Kinase B im Kern 

bzw. im Zytoplasma ließen die G1 und G2 NENs sich von G3 NENs abgrenzen. Wir 

konnten mit dieser Arbeit zeigen, dass Aurora Kinase B in G1- und G2-Tumoren vor 

allem im Zytoplasma lokalisiert ist. Es könnte sein, dass Aurora Kinase B bei G1- und 

G2-Tumoren aus dem Kern heraus transportiert wurde und dabei inaktiv bleibt oder sie 

wird nicht im aktiven Zustand in den Kern transportiert, also ein Mechanismus über 

einen nukleozytoplasmatischen Transporter, der ähnlich wie beim Survivin als 

"shuttling" vorbeschrieben wurde (Rodrigues et al. 2006). In der Überlebensanalyse war 

das Vorhandensein von Aurora Kinase B im Kern mit einem deutlich kürzeren 

Überlebenszeit verbunden als mit Ki-67 allein. Die vorliegenden Daten stützen die 

Vermutung, dass Aurora Kinase B im Sinne eines Tumorprogresses in niedrig 

differenzierten Tumoren aktiv bzw. hochreguliert wird. Diese Ergebnisse stützen zudem 

die Beobachtung, dass hochmaligne NECs funktionell inaktiv sind (Adil et al. 2015). 

Fraedrich et al. haben in 2012 in einer Kooperationsarbeit die Wirksamkeit des Pan-

Aurora-Inhibitors Danusertib beschrieben. Der Einsatz von Daunuserib führte hier in gut 

differenzierten GEP-NEN-Zelllinien (BON und QGP) in vitro zu einem Proliferationsstop. 

Am Xenograft-Model führte Danusertib zu einer Reduktion der Tumorgröße und einer 

Senkung des Serum-Spiegels von Chromogranin A bei Mäusen in vivo. In deren 

immunhistochemischer Untersuchung wurden vor allem G1- und G2- Tumore auf die 

Expression von Aurora Kinase B untersucht. Nur ein G3- Tumor wurde von insgesamt 

43 GEP-NETs eingeschlossen und dieser war nukleär Aurora Kinase B positiv  

(Fraedrich et al. 2012). Die vorliegende Arbeit schloss 9 G3-Tumore ein, davon 7 NECs 

und 2 NETs. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Inhibition von Aurora Kinase  

B vor allem bei G3-Tumoren effektiver sein könnte als in gut differenzierten 

pankreatischen GEP-NET Zelllinien. In GEP-NENs konnte eine hohe Expression von 

Aurora Kinase B vor allem in den schlecht differenzierten Tumoren mit prognostisch 

ungünstigem Verlauf festgestellt werden. Darauf aufbauend wurde bereits die Wirkung 

des Aurora Kinase B Inhibitors ZM447439 auf Tumorwachstum und Apoptose in den 

GEP-NEN Zelllinien BON, QGP-1 und zusätzlich in der schlechten differenzierten 

Zellinie MIP-101 untersucht. Die Inhibition von Aurora Kinase B führte zu einem 

Proliferationsstop aller drei Zelllinien und leitete die Apoptose ein. Der kombinierte 
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Einsatz mit Streptozozin und Cisplatin steigerte zudem den antiproliferativen Effekt des 

Inhibitors (Georgieva et al. 2010). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind 

vielversprechend, um Aurora Kinase B als Target für neue therapeutische Ansätze in 

GEP-NEN zu definieren. Ob die nukleäre Expression insbesondere für die seltenen 

NEC G3 einen prädiktiven Wert haben in Bezug auf diese pharmakologische 

Intervention, muss abgewartet werden. Dies könnte aufgrund der vorliegenden 

Untersuchung zu erwarten sein und sollte in weiteren Studien berücksichtigt werden. 

Ein entsprechend kommerziell verfügbares Zelllinienmodell der NET G3 Tumore 

existiert bislang nicht. Es werden aber Zelllinien etabliert, die den klinisch relevanten 

NET G3/NEC G3 entsprechen (J. Schrader, unveröffentliche Daten), so dass es in 

Zukunft möglich sein sollte, die Effekte von Aurora Kinase Inhibitoren in vivo zu testen, 

wofür diese Ergebnisse die Grundlage bilden können. Vischioni et al. untersuchten das 

Expressionsverhalten von Aurora Kinase B bei Nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen. 

Die Expression zeigte eine starke Korrelation mit der nukleären Expression von 

SURVIVIN. Eine Überexpression von Aurora Kinase B im Kern gingen - wie auch mit 

der vorliegenden Arbeit übereinstimmend - mit einer kurzen Überlebenszeit einher 

(Vischioni et al. 2006). Auch für Prostatakarzinome wurden ähnliche Ergebnisse 

gefunden: Die nukleäre Expression von Aurora Kinase B korreliert mit den Gleason 

Score und Tumorprogress (Chieffi et al. 2006). Eine weitere Beobachtung der Arbeit ist, 

dass die AURORA KINASE Inhibition eine Tumorkontrolle herbeiführt, jedoch nicht mit 

gesunden Epithelzellen der Prostata interferiert.  

Survivin: Die vorliegende Arbeit stellt für die Expression von Survivin ein ähnliches 

Verteilungsmuster wie bei Aurora Kinase B fest. Patienten, bei denen die Tumore 

nukleäres Survivin aufweisen, hatten eine kürzere Überlebenszeit gegenüber Patienten 

mit Tumoren, die kein nukleäres Survivin zeigen (Grabowski et al. 2005). In gut 

differenzierten G1-Tumoren wurden keine oder nur eine geringe zytoplasmatische 

Expression nachgewiesen. Bei hoher Aurora B-Expression im Zytoplasma liegt 

gleichzeitig eine niedrige Survivin-Expression im Kern vor. Survivin und seine 

prognostische Bedeutung wurde bereits bei einer anderen gastrointestinalen 

Tumorentität (Ösophaguskarzinom) nachgewiesen (Grabowski et al. 2003). Weiterhin 

wurde die  prognostische Bedeutung des nukleären Survivins beim damals noch als 

PDEC (WHO III) klassifizierten GEP-NEN verdeutlicht (Grabowski et al. 2005). Im nun 

vorliegenden der aktuellen Klassifikation angepassten Kollektiv kann die Rolle des 

nukleären Survivins beim schlecht differenzierten G3 GEP-NEC erneut belegt werden. 
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Zudem können G2 NENs mit nukleärer Survivin-Expression im Kern und schlechtem 

Krankheitsverlauf deutlich von solchen ohne Survivin-Expression und besserem 

Krankheitsverlauf abgegrenzt werden. Die mäßig differenzierten G2 NENs sind bisher 

am wenigsten gut definiert. So könnte Survivin in dieser Gruppe als prognostisch 

relevanter Marker implementiert werden. Basierend auf diese Hypothese wurde bereits 

in einer kleineren Fallzahl Blutproben von Patienten mit einer GEP-NEN auf Survivin 

prä- und postoperativ gesammelt und dazu die klinischen Verlaufsdaten ausgewertet. 

Demnach weisen Patienten mit einem GEP-NEN einen erhöhten Serum Survivin-

Spiegel auf als gesunde Probanden (noch unveröffentlichte Daten). Auch therapeutisch 

bleibt Survivin Gegenstand interessanter Therapieansätze: In einem interessanten 

Untersuchungsansatz von Kim et al. wurde der Effekt einer synergistischen Inhibition 

von Survivin und Aurora Kinase B beim Mesothelialkarzinom untersucht (Kim et al. 

2007). Die Arbeitsgruppe fand heraus, dass die duale Hemmung die Tumorzellen 

gegenüber einer Radiatio sensibilisieren. Da G3 NECs im Kern sowohl Aurora Kinase B 

als auch Survivin exprimieren, könnte eine syngergistische Inhibition auch bei GEP-

NENs ein interessanter Ansatzpunkt sein. Mit dem Survivin-Inhibitor YM-155 konnte in 

vitro den apoptotischen Zelltod nachgewiesen und im Xenograftmodell konnte das 

Wachstum von GEP-NEC gehemmt werden (Dizdar et al. 2017). Shi et al. zeigten 

ebenfalls, dass der Survivin-Inhibitor in vivo Tumorwachstum beim Nasopharyngealen 

Karzinom in Dosisabhänigkeit hemmt (Shi et al. 2020).  

IGF-1R: Höpfner et al zeigten 2006 erstmalig, dass der IGF-1R-Tyrosin-Kinase-Inhibitor 

NVP-AEW541 in der GEP NET- BON-Zelllinie Apoptose und Zellarrest in 

neuroendokrinen Tumorzellen induzieren kann (Höpfner et al. 2006). Die Hemmung von 

HSP90 (heat shock protein 90) mittels des Inhibitors IPI-504 führt zu einer Abnahme im 

IGF-1R Level und löst in CM (Insulinom)- und BON (Pankreas)-NET-Zelllinien Apoptose 

und Zellzyklus-Arrest aus (Gloesenkamp et al. 2012). Anders als die Ergebnisse der 

Zelllinien vermuten lassen, war IGF-1R in der immunohistochemischen Untersuchung in 

unserem Patientenkollektiv weder in gut differenzierten, noch in schlecht differenzierten 

GEP-NENs in signifikanter Weise überexprimiert. Mutmaßlich ist das vielleicht der 

Grund, dass sich bisher kein IGF-1R-Inhibitor in der Therapie durchsetzen konnte. 

Schaut man sich aber die Beziehung zwischen Expression und Metastasen-Status in 

diesem Kollektiv an, so stehen beide in signifikanter Korrelation zueinander. In einer 

Arbeit von Gryko et al. wurde eine positive Assoziation zwischen dem 

immunhistochemischen Nachweis von IGF-1R und dem Vorhandensein von 
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Lymphknoten-Metastasen beim Magenkrebs festgestellt (Gryko et al. 2014). Auch in 

unserem Kollektiv war der Metastasen-Status mit membranöser IGF-1R-Expression 

assoziiert. Ein weiterer interessanter Aspekt beim IGF-1R ist dessen Rolle in der 

Tumorfunktionalität: Untersuchungen an gut differenzierten GEP-NEN-Zelllinien haben 

einen Zusammenhang zwischen IGF-1R und Hypersekretion von biogenen Aminen 

festgestellt (von Wichert et al. 2000 und Münzberg et al. 2015). Die vorliegende 

retrospektive Untersuchung an Tumorparaffinschnitten konnte keine signifikante 

Korrelation zwischen der IGF-1R-Expression und der Funktionalität nachweisen. Der 

"Verlust" der Funktionalität ist vor allem ein Charakteristikum, welches für schlecht 

differenzierte GEP-NECs typisch ist und wäre möglicherweise in schlecht differenzierten 

Zelllinien anders ausgefallen. Allerdings zeigt sich in diesem Kollektiv, anders als die 

Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Wichert, dass auch die gut differenzierten GEP-

NENs immunohistochemisch keine Überexpression von IGF-1R haben. Die  

sogenannten  „gut differenzierten“ Zelllinien BON, QGP-1, inzwischen charakterisiert, 

weisen diverse Mutationen inklusive im p53 Gen auf und entsprechen somit nicht den 

klinischen gut differenzierten GEP-NEN, die in aller Regel nicht p53 mutiert sind 

(Vandamme et. al 2015). Ein möglicher Ansatz heutzutage wäre der Vergleich mit der 

nun verfügbaren gut differenzierten Neuroendokrinen Tumorzelllinie NT-3, die deutlich 

mehr einer G1/G2 NET Zelllinie entspricht (Benten et al. 2018). Eine Überexpression 

von IGF-1R wurde auch auch bei metastasierten kolorektalen Karzinomen festgestellt 

(Hakam et al. 1999). Bei einer weiteren Untersuchung von Mammakarzinomen fand 

sich jedoch keine Korrelation zwischen IGF-1R Überexpression und Prognose oder 

anderen klinisch-pathologischen Parametern (Shimizu et al. 2004). Auch 

neuroendokrine Tumore überexprimieren IGF-1 und den dazugehörigen Rezeptor. Die 

Arbeitsgruppe um von Wichert zeigten außerdem, dass IGF-1 die Sekretion von 

Chromogranin A steigert. Die IGF-1 Rezeptor-Tyrosinkinase stimuliert offenbar die 

Sekretion und wurde als Mediator für das Hypersekretionssyndrom, also die 

Funktionalität einer neuroendokrinen Tumorerkrankung postuliert (von Wichert von et al. 

2000). In einer Multicenter-Studie, bei der Patienten mit einem fortgeschrittenen 

Pankreas-NET mit dem IGF-1R-Antikörper Ganitumab behandelt wurden, konnte 

jedoch keinen signifikanten Effekt im Überleben nachgewiesen werden (Strosberg et al. 

2013). Der IGF-1R-Expressionsstatus im Tumorgewebe der in dieser Studie 

eingeschlossenen Patienten wurde von den Kollegen jedoch nicht untersucht. Eine 

„Selektion“ der Patienten mittels immunhistochemischer Untersuchung auf IGF-1R-
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Expression vor Beginn der Therapie hätte womöglich ein anderes Ergebnis bezüglich 

des Ansprechen erbracht (Libutti 2013). In einer Arbeit von Vaira et al. führte die 

Stimulation im IGF-1-/mTOR-Signalweg zu einer gesteigerten Expression von Survivin 

in Tumorzellen der Prostata (Vaira et al. 2007). Wir konnten für GEP-NENs mittels 

Immunhistochemie aber keine Korrelation zwischen der Expression von IGF-1R und 

SURVIVIN feststellen. Das heißt, andere Signaltransduktionsmechanismen könnten 

eine Rolle spielen.  

FOXM1: Als übergeordneten Regulator von Survivin und Aurora Kinase B wurde auch 

das Expressionsmuster von FOXM1 untersucht. Die immunhistochemische 

Untersuchung konnte zeigen, dass FOXM1 von G2- und vor allem G3-Tumoren 

exprimiert wird. G1 NENs exprimieren kein FOXM1 und konnten so von G2 und G3 

NENs abgegrenzt werden. FOXM1 wurde wie Aurora Kinase B und Survivin bei 

schlecht differenzierten Tumoren verstärkt exprimiert und korreliert außerdem mit der 

Tumorgröße. Als alleiniger Marker ist die Expression von FOXM1 prognostisch nicht 

signifikant. Es könnte als Transkriptionsfaktor die verstärkte Expression von Aurora 

Kinase B und Survivin regulieren. Die Beziehung zwischen der Expression von Aurora 

B und FOXM1 wurde von Huang et al. bei Patienten mit einem 

Nasopharyngealkarzinom, die mit Radio-Chemotherapie behandelt wurden, untersucht. 

Der Nachweis einer Aurora B- und einer FOXM1-Überexpression ist hiernach mit einer 

schlechten Prognose verbunden. In der Korrelationsanalyse zeigten beide aber keine 

signifikante Assoziation zueinander (Huang et al. 2015). In unserem Kollektiv mit GEP-

NEN-Patienten dagegen zeigte die positive Expression von Aurora Kinase B und 

FOXM1 einen signifikanten Zusammenhang und sind jeweils mit einem kürzeren 

Gesamtüberleben verbunden. Auch die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine hohe 

Expression von FOXM1 in GEP-NETs mit einer hohen Expression von Aurora Kinase B 

und Survivin im Kern vergesellschaftet ist. Deren Co-Existenz geht mit einer schlechten 

Differenzierung und mit Vorliegen von Metastasen einher. Wir haben bereits in einem 

anderen Projekt mittels Siomycin A, einem FOXM1 Inhibitor, den proapoptotischen 

Effekt in GEP-NEN Zelllinien nachgewiesen (Briest et al. 2015). FOXM1 reguliert als 

Transkriptionsfaktor Survivin und Aurora Kinase B (Wang et al. 2005). Diesen 

Zusammenhang ist auch bei anderen Tumorentitäten nachgewiesen worden (Bellelli et 

al. 2012, Nestal de Moraes et al. 2015).  

STAT3: Die Literatur spricht STAT3 eine wichtige Rolle in vielen pathophysiologischen 

Prozessen zu, beispielsweise Tumordifferenzierung oder prognostische Bedeutung wie 
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das Gesamtüberleben (Wang et al. 2012, Yeh et al. 2013,  Kamran et al. 2013). STAT3 

wurde in diversen Untersuchungen als Malignitätsmarker in der Tumorgenese und im 

Tumorprogress beschrieben.  Sowohl STAT3, als auch die aktivierte Form pSTAT3 

zeigten in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation zum Differenzierungsgrad beim 

GEP-NET. GEP-NEN-Tumore aus dem vorliegenden Kollektiv exprimieren kaum 

STAT3/pSTAT. Das Vorhandensein von STAT3/pSTAT3 hat nach Ergebnissen der 

statistischen Auswertung auch keine prognostische Bedeutung. In einer 

vorausgegangenen Arbeit wurde bereits postuliert, dass FOXM1 unter transkriptioneller 

Kontrolle von STAT3 steht (Briest et al. 2015). In der vorliegenden erweiterten Analyse 

konnte zwischen STAT3- Expression und Aurora Kinase B keine Korrelation gezeigt 

werden. Ebenso besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen Survivin- und 

STAT3-Expression. Wir haben auch das Expressionsverhalten der aktivierten Form 

phospho-STAT3 untersucht. Hier zeigten die Analysen ebenfalls keine signifikante 

Korrelation. Dies kann der kleinen Fallzahl geschuldet sein. STAT3 war bei einem der 9 

G3-Tumoren positiv. Hier sollten Untersuchungen mit einem vergrößerten Kollektiv 

folgen.  

 

5.3 Klinische Relevanz  
Die GEP-NENs gehören zu den seltenen Tumorentitäten im Gastrointestinaltrakt. Durch 

bessere bildgebende Verfahren können sie heutzutage früher und häufiger 

diagnostiziert werden. Trotz einiger Fortschritte sind nach wie vor die theurapeutischen 

Optionen begrenzt. In der Tumortherapie spielen Biomarker als Prognosefaktoren oder 

als Tool zur Beurteilung der Behandlungseffektivität eine immer größere Rolle. Für 

diverse Tumorentitäten existieren im Rahmen der Routinediagnostik bereits gut 

etablierte prädiktive Biomarker, wie beispielsweise der MGMT-Methylierungsstatus 

beim Glioblastom (Hegi et al. 2005). Für GEP-NEN fehlt ein solcher Marker. Vor allem 

der Krankheitsverlauf der G2-Tumorgruppen ist heterogen und nicht berechenbar. Auch 

innerhalb der G3-Gruppe können sich die Krankheitsverläufe sehr voneinander 

unterscheiden. Die Unterscheidung einer Subgruppe in NEC G3 und NET G3 wird zwar 

propagiert, die Signalwege, die solch ein heterogenes Tumorverhalten bzw. maligne 

Transformation hervorrufen, sind weitestgehend noch nicht erforscht. Die Fallzahl der 

seltenen G3 NEC-Tumore in unserem Kollektiv ist klein. Die Besonderheiten in dieser 

Grading-Gruppe haben wir daher individuell und gesondert betrachtet. Alle dieser 
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Tumore exprimierten im Kern Survivin. Wir finden in dieser Gruppe außerdem ganz klar 

zwei Patienten, die nicht den anderen NECs entsprechen und als einzige Aurora Kinase 

B negativ waren. Interessanterweise zeigte bei einem Patient eine 

Lymphozyteninfiltration mit positiver STAT3 Reaktivität. Dies erlaubt zwar insgesamt 

keine Unterstellung von Kausalitätszusammenhängen, könnte aber ein interessanter 

Ansatz sein für weitere Überlegungen. In der vorliegenden Arbeit wurde im Kollektiv das 

Expressionsverhalten von Mitose-relevanten Kinasen bei den GEP-NENs aller Grading-

Gruppen untersucht. Detektiert wurden mögliche Mediatoren, die eine maligne 

Transformation herbeiführen können. Da FOXM1 die Aktivität von Aurora Kinase B, Ki-

67 und Survivin auf Transkriptionsebene reguliert, kann ein Zusammenhang im 

Expressionsverhalten vermutet werden. In vorausgegangenen Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe wurde bereits die prognostisch relevante Bedeutung von FOXM1 

nachgewiesen (Briest et al. 2015): Diesen Zusammenhang sehen wir, verdeutlicht 

durch die Ergebnisse dieser Arbeit, auch in Anwesenheit von nukleärer Aurora Kinase 

B- Expression. Aufgrund deren Rolle in der Tumorgenese erscheint uns Aurora Kinase 

B als ein vielversprechendes Angriffsziel in der Tumorbehandlung. Die Ergebnisse über 

das Expressionsverhalten der Proteine und deren Relation zueinander in dieser Arbeit 

deuten daraufhin, dass FOXM1 in gleicherweise Aurora B transkriptionell reguliert wie 

SURVIVIN und STAT3. Daraus resultiert die Überlegung, dass eine Inhibition von 

FOXM1 auch die Downregulation nachfolgender Protein-Kinasen, inklusive die des 

Chromosomal Passenger Komplexes herbeiführen könnte. Pharmakotherapeutisch 

wäre dieser Angriffspunkt ein interessanter Ansatz als Alternative zur selektiven 

Inhibition einzelner Kinasen. Die nukleäre Expression von Aurora Kinase B und 

Survivin, sowie FOXM1 könnten bei den GEP-NENs auch als Proliferationsmarker 

fungieren und künftig den Weg in die Routine-Diagnostik finden. Vorausgegangene 

Arbeiten und auch die klinische Erfahrung verdeutlicht, dass die klassische WHO-

Einteilung alleinig basierend auf Ki-67 die Krankheitsverläufe bei den GEP-NENs in 

ihrer Heterogenität nicht erfassen kann. Anhand dieser Ergebnisse postulierten wir 

ergänzend zum Proliferationsindex Ki-67, zusätzlich die Differenzierung der 

heterogenen NET-Tumore in Subgruppen durch die immunhistochemische Bestimmung 

des „Marker-Sets“ bestehend aus Aurora Kinase B, Survivin und FOXM1. G3-Tumore 

sollten in NEN und NEC unterteilt werden. IGF-1R sollte in dessen Rolle als 

Progressionsmarker für Metastasierungsverhalten beim GEP-NEN weiter untersucht 

werden.  
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Basierend auf die immunhistochemischen Ergebnisse aus dieser Arbeit könnte die 

Etablierung folgender Marker Proteine als "Set" in der histopathologischen 

Routinediagnostik zur Charakterisierung der GEP-NEN - wie in Tabelle 18 

vorgeschlagen - in Erwägung gezogen werden. 

 

 

 G1 NET G2 NEN G3 NET G3 NEC 
Ki-67 <2% 3%-20% 30%-55% >55% 

Aurora  
 B 

Zytosol 

X / / / 

Aurora 
 B 

Kern 

/ / X X 

Survivin 
Kern 

/ X X X 

FOXM1 
 

/ / / X 

 
Tabelle: 18: Vorschlag zur histopathologischen Untersuchungen in der 
Routineuntersuchung zur Charakterisierung der GEP-NEN: X= Relevanz, /= keine 
Relevanz 
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6. Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig das Expressionsverhalten von AURORA B 

und deren Co-Regulatoren untersucht. Das hierfür erstelltes Patientenkollektiv umfasst 

eine große Fallzahl in Anbetracht der niedrigen Inzidenz der GEP-NEN. Diese Arbeit 

zeigt erstmalig auch das Expressionsmuster einer Reihe vor- und nebengeschalteten 

Co-Regulatoren um Aurora B und untersucht deren Status mit klinisch-pathologischen 

Parametern bei GEP-NENs. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die nukleäre Expression von 

Aurora B bei gastroenteropankreatischen Neoplasien prognostisch relevant ist. 

Die immunohistochemische Untersuchung von Aurora B zeigte eine Assoziation mit 

Survivin-Expression im Kern. Zudem wurde eine hohe FOXM1-Co-Expression 

nachgewiesen. Die Marker zeigen eine signifikante Korrelation zueinander und sind mit 

einer schlechten Prognose verbunden. Zytoplasmatische Aurora B-Expression wurde 

ausschließlich in G1/G2-Tumoren nachgewiesen, nukleäre dagegen in G3-Tumoren. 

Der alleinige Ki-67-Nachweis ist zur prognostischen Einschätzung nicht ausreichend. 

Aurora B ist direkt mit dem Differenzierungsgrad, Tumorprogression und Aggressivität 

einer GEP-NEN-Erkrankung assoziiert. Der routinemäßige Nachweis dieser Parameter 

erscheint biologisch relevanter als Ki-67 allein und kann die Individualisierung der 

Therapiestrategien bei GEP-NENs möglicherweise erleichtern. Eine bessere 

Beschreibung der heterogenen G3-Tumore als G3-NET und G3-NEC können so in 

Subgruppen besser definiert werden. Die Nachweismethode ist in jedem 

pathologischen Institut verfügbar und in der Durchführung einfach. Die 

immunhistochemische Untersuchung des Expressionsverhaltens sollte in der künftigen 

Routinediagnostik Eingang finden, um die Ansprechbarkeit von Sensitivität und 

Resistenz auf eine individualisierte Target-Therapie zu identifizieren. Aurora B selbst als 

Angriffspunkt oder deren übergeordnete Transkriptionsfaktor FOXM1 erscheint auch 

therapeutisch vielversprechend. Des Weiteren bilden die Ergebnisse aus dieser 

retrospektiven Arbeit eine gute Grundlage für künftige prospektive Studien.   

Anlehnend an die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten bereits zusätzlich neue 

Erkenntnisse hinsichtlich eines Protein-Netzwerks erarbeitet werden. Dabei liefert die 

vorliegende Arbeit nicht nur erstmalig Erkenntnisse über das Expressionsverhalten der 

Markerproteine des CPC und dessen übergeordneter Mediatoren, sondern dient auch 

als Grundlage für Arbeiten diverser Parallelprojekten (Briest et al. 2015; Fraedrich et al. 

2014) und stellt ebenso eine Erweiterung bereits abgeschlossener Arbeit dar 
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(Grabowski et al. 2005). Es konnte eine Korrelation der nukleären Expression von 

Aurora B, Survivin und FOXM1 mit dem Überleben identifiziert werden. Die 

Schlussfolgerungen aus dieser Arbeit erlauben außerdem die Charakterisierung der 

einzelnen Tumorsubgruppen hinsichtlich deren klinisch-prognostischer Relevanz und 

liefern in diesem Zusammenhang den Vorschlag Markerproteine zu etablieren. Die 

vorliegende Arbeit bildet den Ausgangspunkt laufender Untersuchungen innerhalb 

unserer Arbeitsgruppe und leistet somit einen Beitrag zur künftigen molekularen 

Identifikation potenzieller Zielstrukturen für Diagnostik und Therapie der GEP-NENs.  
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