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1. Einleitung

1.1. Neuroendokrine Tumoren

1.1.1. Allgemeines

Neuroendokrine Tumoren (NET) des gastroenteropankreatischen (GEP) Systems
stellen eine Gruppe von Neoplasien dar, die aus den disseminiert angeordneten
neuroendokrinen Zellen des Gastrointestinaltrakts hervorgehen. Gemeinsam ist diesen
neuroendokrinen Zellen die Fahigkeit, spezielle Markerproteine, biogene Amine,
Hormone sowie Neuropeptide zu exprimieren und sezernieren (Modlin et al. 1997,
Jensen 2000). Daher besteht Ahnlichkeit sowohl zu Nervenzellen (Neuronen) als auch
zu hormonproduzierenden (endokrinen) Zellen. GEP-NETs stellen molekular eine
heterogene Tumorentitat dar. Anhand ihrer Primarlokalisation, der Funktionalitat
(Hormonaktivitat, funktionell/nicht funktionell), des Erbganges (sporadisch versus
hereditdr) sowie der Histologie/Differenzierung und dem damit verbundenen
Proliferationsvermdgen erfolgt eine Systematisierung (Rindi et al. 2006 und 2007).

1.1.2. Klinik

Auf Grund der Heterogenitdt der Tumorgruppe zeigt sich die Klinik neuroendokriner
Tumoren sehr vielfaltig. Sie ist abhangig von der Lokalisation und Grol3e des Primarius,
dem Sekretionsmuster, Wachstums- und Metastasierungsverhalten und dem
Differenzierungsgrad. Ein Teil der Patienten weist Symptome der Produktion und
Hypersekretion von Hormonen bzw. Neurotransmittern auf, wobei diese Tumoren als
funktionell bezeichnet werden. Je nach Sekretionsprodukt sind die Symptome und
Beschwerden sehr unterschiedlich, in einigen Fallen aber hochspezifisch.
Demgegeniber verhalten sich nonfunktionelle Tumoren lange Zeit klinisch symptomlos
und werden erst durch infiltrierendes, obstruierendes Wachstum oder Fernmetastasen,
mit eventuell dadurch zunehmender Funktionalitat, auffallig. Die Metastasierung erfolgt
vorwiegend in mesenteriale Lymphknoten, Leber, Lunge und das Peritoneum, seltener
in Knochen und Haut (Oberg 1994).



1.1.2.1. Epidemiologie

Die Inzidenz neuroendokriner Tumoren wird mit 1-2/100000/Jahr angegeben. Manner
und Frauen sind in etwa gleich haufig betroffen (Plockinger et Wiedenmann 2004).
Neuere Daten aus den USA dokumentieren allerdings einen deutlichen Anstieg der
Inzidenz auf etwa 5,25/100000/Jahr. Angesichts der insgesamt gunstigen Prognose der
NETs liegt die Pravalenz deutlich Uber der Inzidenz, so dass hier Fallzahlen &hnlich
dem kolorektalen Karzinom anzunehmen sind (Yao et al. 2008). Insgesamt tUberwiegen
die funktionell inaktiven und hoch differenzierten neuroendokrinen Tumoren. Haufigste
Lokalisation ist die Appendix vermiformis, in Sektionsstatistiken mit 80% der Dinndarm
an erster Position (Plockinger et Wiedenmann 2004). Neuroendokrine Tumoren des

Pankreas sind mit einer Inzidenz von 0,05-0,2/100000/Jahr selten.

1.1.3. Klassifikation

Das zunehmende Wissen uber die Entwicklung und das biologische Verhalten von
GEP-NETs durch fortschreitende Diagnostik und molekularbiologische Forschung
bewirkte einen steten Wechsel der Terminologie neuroendokriner Tumoren. Der 1907
von Obendorf gepréagte Begriff des Karzinoids reicht heute nicht mehr aus, um der
morphologischen und biologischen Vielfalt im Spektrum der Neubildungen des
neuroendokrinen Zellsystems gerecht zu werden. Er wurde daher 2000 von der WHO
durch die neutralen und umfassenderen Termini neuroendokriner Tumor und
neuroendokrines Karzinom ersetzt (Solcia et al. 2000, Kloppel et al. 2003). Eine aktuell
noch gebrduchliche und ubersichtliche Einteilung stellt die Klassifikation von Williams
und Sandler (1963) nach den embryogenetischen Gesichtspunkten und der
anatomischen Lokalisation in folgende drei Gruppen dar: 1.) Vorderdarmtumore -
Foregut (Respirationstrakt, Thymus, Osophagus, Magen, Duodenum, Pancreas und
proximales Jejunum bis zum Treitzschen Band im Versorgungsgebiet des Truncus
coeliacus), 2.) Mitteldarmtumore — Midgut (distales Jejunum, lleum, Appendix, Coecum
und Colon ascendens durch die Arteria mesenterica superior versorgt) und 3.)
Enddarmtumore - Hindgut (Colon transversum, Colon descendens, Sigma und Rectum
im Einflussgebiet der Arteria mesenterica inferior) (modifiziert nach Plockinger et
Wiedenmann 2004). Wahrend die Vorderdarmtumoren h&ufig durch ihre
Sekretionsprodukte und damit assoziierten Symptome/Syndrome gekennzeichnet sind,
erscheinen die Hinterdarmtumoren dagegen funktionell inaktiv, obwohl die Zellen

unterschiedliche hormonelle Substanzen produzieren (Marc 1993, Plockinger et



Wiedenmann 2004). Die NETs des Mitteldarms sind bei Vorliegen von
Lebermetastasen funktionell aktiv und durch die Sekretion von beispielsweise Serotonin
und Neurotensin B fur das Karzinoidsyndrom verantwortlich (Plockinger et Wiedenmann
2004). Je nach Vorliegen eines Hypersekretionssyndroms werden funktionelle von nicht
funktionellen Tumoren unterschieden. Abschlie3end sei auf die Einteilung der ENETS
bezuglich des Gradings abhangig von Mitoseaktivitdt und/oder Ki-67 in gut differenzierte
NETs (G1 und G2) und schlecht differenzierte neuroendokrine Karzinome (G3)
hingewiesen, welche die jungste Klassifikation der WHO insbesondere im Hinblick auf

eine prognostische Bewertung ergéanzt (Rindi et al. 2006 und 2007).

1.1.3.1. Histologische Typisierung

Die konventionelle Farbung erfolgt mit Hamatoxylin-Eosin unter den Kriterien wie
Morphologie (gut differenziert versus niedrig differenziert/undifferenziert) und
Angioinvasion. Neuroendokrine Tumorzellen sind kleine Zellen mit regelméaRigem,
rundem Zellkern. Sie exprimieren in unterschiedlicher Auspragung neuronenspezifische
Enolase (NSE), Synaptophysin und Chromogranin A (Kulke 2003, Van Gompel et al.
2004), die als Marker die neuroendokrine Differenzierung sichern und sich in der
Routinediagnostik bewéahrt haben. Zusatzliche Information erbringt, wie bereits erwéhnt,
der prognostisch bedeutsame Proliferationsindex nach Ki-67-Farbung mit der neuen
Einteilung in G1 (Ki-67 < 2%), G2 (Ki-67 3-20%) und G3 (Ki-67 > 20%) (Rindi et al.
2006 und 2007).

1.1.3.2. Tumormarker

Der Nachweis sezernierter Markermolekile im Urin/Serum kann zur Diagnostik und
Verlaufskontrolle eingesetzt werden. Als vergleichsweise praziser Marker gilt
Chromogranin A (Ferrari et al. 1999). Bei funktionellen NETSs findet sich im Urin haufig
eine Erhdhung der 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIES) (Plockinger et Wiedenmann
2004). Gegenwatrtig werden diese Marker besonders in der Verlaufskontrolle von NETs

erfolgreich eingesetzt.

1.1.4. Allgemeine prognostische Faktoren
Wie bereits erwéhnt, stellt die Gruppe der GEP-NETs eine sehr heterogene

Tumorentitat dar. Dementsprechend ist ihr natirlicher Verlauf sehr unterschiedlich und



die prognostische Voraussage nach wie vor problematisch. Die Einschatzung der
Prognose ist jedoch malRgebend fir die Diskussion um eine angemessene, individuelle
Therapie (Pape et al. 2004). In der Vergangenheit haben sich daher zahlreiche
wissenschaftliche Arbeiten diesem Thema gewidmet, wobei die Studienlage zum Teil
widerspriichliche Ergebnisse zeigt. Nachfolgend soll ein Uberblick tber mogliche
prognostische Faktoren gegeben werden. Unbestritten ist, dass die Prognose
entscheidend von der Lokalisation, Gro3e und Infiltrationstiefe des Primarius abhangt
(Plockinger et Wiedenmann 2005). Durch Soreide et al. (2000) wurde dokumentiert,
dass der klinische Verlauf von NET-Patienten vom Stadium der Erkrankung zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose abhangt. Demgegeniber zeigten Toth-Fejel und Pommier
(2004), dass die Verzoégerung der Diagnose nicht mit einer erhdhten Sterblichkeit
einhergeht. Als demographisches Merkmal wird haufig versucht, das Alter in die
Prognose mit einzubeziehen. Einige Studien zeigten eine ungunstigere Prognose mit
zunehmendem Alter (Janson et al. 1997, Soreide et al. 2000). Ein weiteres Augenmerk
wurde auf die Mitoseaktivitat und den Proliferationsindex Ki-67 gelegt. Auch hier ist die
Datenlage nicht eindeutig. Kawahara et al. (2002) konnten keine Korrelation zwischen
dem Ki-67-Proliferationsindex und dem malignen Verhalten nachweisen. Andere
Arbeiten belegen allerdings den Zusammenhang zwischen einem erhéhten Ki-67 und
einer schlechteren Prognose sehr nachhaltig (De Manzoni et al. 1998, Kettenbach et al.
2003, Pape et al. 2004, Plockinger et al. 2004). Diesbeziglich erscheint ein Ki-67
basiertes Grading sinnvoll (Rindi et al. 2006 und 2007). Des Weiteren wurden Ausmal3
und Nachweis der Metastasierung, assoziierte Zweitmalignome, Angioinvasion,
hormonelle  Aktivitat, Resezierbarkeit  des Primarius, Karzinoidsyndrom,
5-HIES-Konzentration im Urin und die Hohe des Plasma-CgA-Spiegels als mdgliche

Prognosefaktoren diskutiert.

1.1.4.1. Prognose

Wie in 1.1.4. dargestellt, ist es schwierig, beziiglich der Prognose einheitliche Aussagen
zu treffen. Insgesamt besteht fir GEP-NETs eine bessere Prognose als fir epitheliale
Karzinome vergleichbarer Grofle und Lokalisation. Fir Vorder-, Mittel- und
Hinterdarmtumoren liegen die 5-Jahres-Uberlebensraten (5-J-ULT) bei 45%, 61% und
72%. Liegen Fernmetastasen vor, verringern sich die entsprechenden Werte auf 18%,
30% und 19%. Die schlechteste Prognose weist der NET des Pankreas mit einer
5-J-ULT von 34% auf, die beste ein lokal beschrankter Appendix-NET mit 94% 5-J-ULT
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(Modlin and Sandor 1997). Diese Zahlen sollten nur der groben Orientierung dienen, da
auch hier die Datenlage sehr variiert.

1.1.5. Diagnostik

Handelt es sich um das Vorliegen eines funktionell aktiven GEP-NET mit
einhergehender Symptomatik, basiert die Diagnostik auf dem Nachweis der von dem
Tumor sezernierten Hormone (Modlin and Tang 1997, Ricke et al. 2001). Daruber
hinaus steht eine Vielzahl von bildgebenden Verfahren zur Verfugung, die sich in
Sensitivitat und Spezifitat unterscheiden. Ein wertvolles Routineverfahren ist die
abdominelle Sonographie. Sie kann durch Somatostatin-Rezeptor-Szintigraphie (SRS),
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und Endosonographie erganzt werden. Die
in den letzten Jahren fortschreitende technische Entwicklung der MRT und CT ergibt
Vorteile durch umfassendere Umgebungsdarstellung, insbesondere durch Kombination
mehrerer Verfahren. Vervollstandigung bringt die intraoperative Diagnostik. Insgesamt
stellt anhand der aktuellen Datenlage die Kombination von SRS und MRT Abdomen
derzeit die beste Diagnosestrategie in den meisten Féllen von GEP-NETs dar
(Plockinger et al. 2004).

1.1.6. Therapie

Welche Art der Therapie bzw. Kombination zum Einsatz kommt, wird individuell
entschieden und umfasst drei Grundprinzipien: 1.) Die chirurgische Exzision als einzige
Moglichkeit mit kurativem Ansatz und das Tumordebulking (chirurgisch oder
radiologisch interventionell) zur Reduktion von Tumormasse, Minderung der
Hormonsekretion und damit verbundener Symptome (Oberg 1994, Plockinger et
Wiedenmann 2005). 2.) Die Biotherapie, insbesondere bei inoperablen Tumoren oder
Lebermetastasierung eingesetzt, mit dem Ziel der Unterdriickung der Hormonaktivitat
zur Kontrolle/Linderung der Symptome, Erhaltung der Lebensqualitat und fraglicher
Beeinflussung des Tumorwachstums. Zum Einsatz kommen
antihormonelle/antiproliferative Substanzen wie Somatostatinanaloga und IFN-alpha.
Gut gesichert ist der Erfolg der Biotherapie fur die Behandlung der
Hypersekretionssymptome. Dartber hinaus konnte fir metastasierte NETs klrzlich eine
deutliche Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens gezeigt werden (Rinke et al.

2009). 3.) Die systemische oder lokale Chemotherapie zur Einddmmung des
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Tumorwachstums. Wahrend sie bei malignen NETs des Magens, Duodenums oder
Dickdarms nur geringe Ansprechraten aufweist (Arnold and Frank 1996, Rougier and
Mitry 2000, Syrigos et al. 2002), zeigt sie bei NETs des Pankreas einen therapeutischen
Effekt mit partieller Remission und einer verlangerten Uberlebenszeit (Arnold and Frank
1996, Oberg 1999, Rougier and Mitry 2000, Syrigos et al. 2002). Kirzlich sind mit
Everolimus und Sunitinib zwei neue Wirkstoffe aus der Gruppe der ,targeted therapies®
fur die Behandlung pankreatischer NETs zugelassen worden, die in Phase Il Studien

Uberzeugende Wirksamkeit gezeigt haben (Raymond et al. 2011, Yao et al. 2011).

1.2. Angiopoietine

1.2.1. Allgemeine Grundlagen

Eine neue Gruppe von endothelial sezernierten Proteinen, als Angiopoietine benannt,
wurde als Erstes von Yancopoulos und Kollegen identifiziert (Davis et al. 1996,
Maisonpierre et al. 1997). Sie binden alle an den Tie-2-Rezeptor (Tie = tunica interna
endothelial cell kinase), eine Rezeptortyrosinkinase, die von Endothelzellen exprimiert
wird (Maisonpierre et al. 1997). Bis heute sind vier Vertreter (Ang-1 bis Ang-4) bekannt,
von denen Ang-1 und Ang-2 am besten charakterisiert sind (Ahmad et al. 2001). Beides
sind Proteine von ungeféahr 75kDa, die eine bis zu 60% homologe Aminosauresequenz
aufweisen. Insgesamt wird den Angiopoietinen eine entscheidende Rolle sowohl in der
physiologischen als auch in der pathologischen Angiogenese zugeschrieben. Wahrend
Ang-1 den Tie-2-Rezeptor nach Bindung aktiviert, inhibiert Ang-2 wahrscheinlich die
Ang-1-induzierte Wirkung am Tie-2-Rezeptor (Tsigkos et al. 2003).

1.2.2. Angiopoietin-2 und sein molekularer Wirkmechanismus

Ang-2 ist ein aus 496 Aminosauren bestehendes glykosyliertes, sezerniertes Protein,
welches von Endothelzellen gebildet wird (Fiedler et al. 2004). Die Bindung an den
Tie-2-Rezeptor erfolgt Uber die C-terminale (fibrinogendhnliche) Doméne der
Angiopoietine, die Oligomerisierung durch den N-terminalen ,coiled-coil“-Bereich (Davis
et al. 1996, Procopio et al. 1999). Nach Bindung eines Liganden folgt eine
Dimerisierung des Tie-2-Rezeptors. Handelt es sich um einen aktivierten Liganden, wird
die Rezeptortyrosinkinase anschlieBend autophosphoryliert und ein intrazellularer
Signalweg (PI13-K/Akt) aktiviert, welcher bis heute nicht vollstdndig bekannt ist. Es ist
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belegt, dass Ang-1 seine antiapoptotische Wirkung dariiber induziert, ebenfalls scheint
die endotheliale Migration dariiber beeinflusst zu werden (Kontos et al. 1998, Jones et
al. 1999). Abseits des PI3-K/Akt-Signalwegs stehen mehrere andere Moleklle und
zytoplasmatische Tyrosinkinasen in Zusammenhang mit dem Tie-2-Rezeptor (Stelios et
al. 2003). In Anbetracht der Vielfaltigkeit der Signalibertragung ergeben sich
unterschiedliche Einflisse auf die Angiogenese, im Speziellen die in Tumoren, welche
im folgenden Kapitel dargestellt werden. Hinsichtlich der Rolle von Ang-2 am
Tie-2-Rezeptor besteht keine vollstandige Klarheit. Ubereinstimmend mit dem
klassischen Konzept eines Antagonismus kann Ang-2 die Ang-1-induzierte
Phosphorylierung inhibieren, wird Tie-2 jedoch an nicht endothelialen Zellen
(transfizierte Fibroblasten) exprimiert, wirkt Ang-2 als Agonist zu Ang-1 (Maisonpierre et
al. 1997). Ebenfalls zeigten andere Studien die Fahigkeit von Ang-2, Tie-2 an
Endothelzellen zu phosphorylieren, abhéngig von Konzentration, Ursprung (autokrin
versus parakrin) und verlangerter Inkubation (Kim et al. 2000, Teichert-Kuliszewska et
al. 2001, Gale et al. 2002).

1.2.3. Angiopoietin-2 und Tumor assoziierte Angiogenese

Angiogenese, das heil3t die Neubildung von Blutgefaf3en, ist sowohl im Rahmen
physiologischer Reifung als auch fir die Tumorbiologie von grundsatzlicher Bedeutung.
Eine besondere Rolle spielen in diesem Kontext Endothelzellen, die nur in einem
komplexen Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekilen, Proteasen
und extrazellularer Matrix die Formation neuer GefélRe bewerkstelligen kénnen.
Entscheidende Mediatoren sind der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF)
und die Angiopoietine (Gale et Yancopoulos 1999, Carmeliet 2000, Tsigkos et al. 2003,
Augustin et al. 2009). Die Rolle von Ang-2 im Rahmen der Tumorangiogenese ist nach
wie vor Bestandteil kontroverser Diskussionen mit widersprichlicher Studienlage. Eine
erhbhte Ang-2-Konzentration konnte zweifelsfrei in verschiedenen Tumoren (siehe
1.2.4.) nachgewiesen werden. Ergebnisse bezlglich Ang-2-tberexprimierender Modelle
stellen sich unterschiedlich dar. Ang-2-Uberexpression in Lungen- und
Mammakarzinomzellen in der Maus fuhrte zu Defekten der Blutgefal3e, aggregierten
Endothelzellen, einhergehend mit Zellapoptose, geringerer Metastasierung und
Verlangerung der Uberlebenszeit (Yu and Stamenkovic 2001). Dahingegen wiesen

Mause mit implantierten Kolonkarzinomzellen und experimenteller Ang-2-Expression
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gro3ere und starker vaskularisierte Tumoren auf (Ahmad et al. 2001). Ebenfalls fihrte
die Ang-2-Uberexpression im hepatozellularen Karzinom und Magenkarzinom zu
schnellerem Tumorwachstum und einer héheren Gefal3zahl (Tanaka et al. 1999, Etoh et
al. 2001). Moglicherweise entscheidend fir den Ang-2-Effekt kdonnte die jeweilige
Konzentration von VEGF sein. Ang-2 besitzt primar wohl eine Gefal3 destabilisierende
Wirkung. Im Zusammenspiel mit Ang-2 zeigten sich bei hohen VEGF-Konzentrationen
Angiogenese und eine Expression von Matrixmetalloproteasen (eine der
Voraussetzungen fur Gefal3neubildung), wahrend Ang-2 in Abwesenheit von VEGF zu

Gefal3regression fuhrte (Holash et al. 1999).

1.2.4. Angiopoietin-2 in unterschiedlichen Tumorentitdten einschlie3lich der
Bedeutung als prognostischer Faktor

Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten Ang-2 in unterschiedlichen Tumorentitaten
nachweisen, sehr frih und eingehend in Hirntumoren wie dem Glioblastom und
Astrozytom (Stratmann et al. 1998, Zagzag et al. 1999). Hier zeigte sich eine
Uberexpression in den Endothelzellen der TumorgefaRe. Ebenso ist in Tumoren der
Leber (Tanaka et al. 1999, Mitsuhashi et al. 2003, Zhao et al. 2004, Zhong et al. 2006),
des Magens (Etoh et al. 2001, Wang et al. 2005), des Darms (Ahmad et al. 2001,
Chung et al. 2006, Wang et al. 2007), der Lunge (Takahama et al. 1999, Takanami
2004, Park et al. 2007) und der Prostata (Lind et al. 2005) Angiopoietin-2 als signifikant
erhoht beschrieben worden. Dies gilt ebenso fur maligne Erkrankungen der Niere
(Currie et al. 2002), der Schilddriise mit Ausnahme des papillaren Karzinoms (Bunone
et al. 1999), der Haut (Brown et al. 2000), des Osophagus (Zhou et al. 2007) und bei
der akuten myeloischen Leukamie (Watari et al. 2002). Kontroverse Daten existieren
zum Nachweis von Ang-2 im Mammakarzinom (Currie et al. 2001 versus Sfiligoi et al.
2003). Von allgemeiner Bedeutung ist, dass Ang-2 in einigen der genannten
Tumorentitdten nicht nur in Endothelzellen, sondern auch von Tumorzellen de novo
exprimiert nachgewiesen werden konnte (Etoh et al. 2001, Currie et al. 2002, Watari et
al. 2002, Sfiligoi et al. 2003, Nakayama et al. 2007). Methodisch gelang der
Ang-2-Nachweis in den meisten Studien mittels relativ aufwandiger Verfahren wie
RT-PCR, in situ Hybridisierung oder Northern Blot. Der ELISA mit Bestimmung der
Ang-2-Serumkonzentrationen als wesentlich einfachere Methode, gerade im Hinblick

auf die Einfihrung von Ang-2 als prognostischem Marker in der Klinik, wurde nur von
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sehr wenigen Gruppen fiir das HCC (Scholz et al. 2007), Osophagus squamosa cell
carcinom (Zhou et al. 2007), NSCLC (Park et al. 2007) und hamatologische Tumoren
(Quartarone et al. 2006, Schliemann et al. 2007) eingesetzt und beschrieben.
Hinsichtlich der prognostischen Relevanz des Angiopoietin-2 gibt es wenige und zum
Teil ebenfalls kontrare Daten. Ang-2-Expression korrelierte mit einem schlechteren
Uberleben im NSCLC (Takahama et al. 1999 und 2002), Prostatakarzinom (Lind et al.
2005) und bei der AML (Schliemann et al. 2007). Eine Korrelation mit anderen klinisch
pathologischen Parametern zeigte sich fir das Magenkarzinom (Etoh et al. 2001), HCC
(Mitsuhashi et al. 2003) und Kolonkarzinom (Chung et al. 2006). Im Gegensatz dazu
lieBen sich solche Befunde fir das CCC (Tang et al. 2006), in einer anderen
HCC-Studie (Wada et al. 2006) und fur das Mammakarzinom (Rmail et al. 2007) nicht
erheben. Bei Schliemann et al. (2006) wurde fir die oben bereits erwéahnte AML sogar
eine erhohte Ang-2-Expression als Indikator flr eine bessere Prognose angesehen.
Diese Unterschiede konnten, wie Dbereits erwahnt, an unterschiedlichen
Konzentrationen der Kofaktoren VEGF und Ang-1 liegen. Grundlegend ist zu erkennen,
dass Angiopoietin-2 eine wichtige Rolle im Rahmen maligner Erkrankungen spielt und
tendentiell eine unginstige prognostische Relevanz beinhaltet. Zu Beginn der
Promotionsarbeit lagen zur Rolle von Angiopoietin-2 bei gastroenteropankreatischen
neuroendokrinen Tumoren keine Daten vor, 2009 erschien allerdings eine Studie, die
erhohte zirkulierende Ang-2-Werte bei NET-Patienten dokumentiert (Srirajaskanthan et
al. 2009.)

1.3. Ziel

Neuroendokrine Tumoren stellen eine inhomogene Gruppe maligner Erkrankungen mit
hoher Variabilitat bezilglich des klinischen Verlaufs dar. Neue prognostische Parameter
sind daher notwendig. Auf Grund der tumorbiologischen Bedeutung von Angiopoietin-2
sowie der unzureichenden Datenlage hinsichtlich der Relevanz fur neuroendokrine
Tumoren des gastroenteropankreatischen Systems war es das Ziel der Arbeit,
Serum-Ang-2-Spiegel in dieser Tumorentitat zu messen. Nach Untersuchung von
moglichen Korrelationen mit klinischen und pathologischen Parametern sollte die

Eignung von Angiopoietin-2 als Prognosefaktor in GEP-NETSs beurteilt werden.
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2. Material

2.1. Blutproben

Es wurden die Seren von 90 Patienten, die an einem neuroendokrinen Tumor des
Gastrointestinaltrakts erkrankt sind, untersucht. Die Blutproben wurden aus der
NET-Serumbank der Charité, Med. Klinik m. S. Hepatologie und Gastroenterologie,
Campus Virchow-Klinikum, bezogen und bei —80°C gelagert. Die Patienten hatten zuvor
der Verwendung ihrer Blutproben und Daten zugestimmt.

2.2. Chemikalien

Es kam der Quantikine Angiopoietin-2-Immunoassay der Firma R&D Systems,

Wiesbaden, zur Anwendung.

2.3. Patientencharakteristika

Aus der NET-Serumbank der Charité, Med. Klinik m. S. Hepatologie und
Gastroenterologie, Campus Virchow-Klinikum, wurden Proben von 90 Patienten zur
Bestimmung der Ang-2-Serumspiegel ausgewahlt. Bei 42 der 90 Patienten erfolgte die
Blutentnahme O bis max. 3 Monate vor einer Resektion oder Probeentnahme. Die
Seren dieser 42 Patienten wurden fir die Untersuchung von Zusammenhangen
zwischen Ang-2-Serumspiegeln und klinisch pathologischen Parametern verwendet.
Die klinisch pathologischen Parameter umfassten Primarlokalisation, Funktionalitat des
Tumors, TNM-Stadium (ausschlie3lich histologische Diagnose), Lebermetastasierung
(Einschluss histologischer und radiologischer Diagnostik), Lymph-/ und Angioinvasion,
Grading (nach Rindi et al. 2006 und 2007) und CgA-Spiegel. Die 40 Serumproben der
gesunden Kontrollgruppe stammten von Mitarbeitern der Forschungseinrichtungen der
Charité oder von Blutspendern, welche keine relevanten Erkrankungen (bspw. Sepsis,
Leberzirrhose, Malignome) hatten, so dass eine Ang-2-Interferenz diesbeziglich

ausgeschlossen werden konnte.
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Probennummer Initialen Geschlecht Primarius Alter bei Blutentnahme
1 E. A w Pankreas 60
2 H-D. B. m Pankreas 63
3 P-J. B. m Pankreas 58
4 O. B. m lleum 51
5 E. E. m Pankreas 53
6 D. Fr. m Duodenum 70
7 D. Fu. m Pankreas 55
8 C.G. w lleum 64
9 E. Ge. w lleum 60
10 E. Gu. m Pankreas 51
11 S. Z. w lleum 49
12 M. H. w lleum 59
13 K. H. m lleum 63
14 S.J. m Pankreas 36
15 S. Kr. W Pankreas 48
16 S. Ki. W Pankreas 66
17 M-L. K. w lleum 50
18 W. K m lleum 64
19 K-H. L. m Pankreas 70
20 B. M. W Pankreas 62
21 I. M. W Pankreas 68
22 H. M. m Pankreas 55
23 R. N. m Pankreas 56
24 G. N. W Pankreas 45
25 R. P. m Pankreas 55
26 M. Sz. W Pankreas 63
27 H. Scho. W Pankreas 47
28 H. Schr. m Duodenum 58
29 P.S. m Pankreas 46
30 H. W. w Pankreas 59
31 I. Z. W Pankreas 51
32 l. G. w Pankreas 45
33 G. M. w Pankreas 72
34 T.S. m Pankreas 38
35 W. B. m lleum 72
36 A. G. m lleum 35
37 H. H. m lleumn 67
38 A. K. w Zoekum 65
39 R. L. m unbekannt 61
40 J. P. m unbekannt 65
41 F-P. R. m lleum 58
42 A Z W Pankreas 24

Tabelle 1: Probennummer, Initialen, Geschlecht, Primarius und Alter der in der
Studie eingeschlossenen Patienten
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3. Methoden

3.1. Human Angiopoietin-2-Immunoassay

3.1.1. Allgemeines

Der verwendete Quantikine Angiopoietin-2-Immunoassay der Firma R&D Systems nutzt
die quantitative Sandwich Enzym Immunoassay Technik. Dabei wird zunachst von
einem auf der Mikrotiterplatte befestigten monoklonalen Maus-Antikdrper Ang-2 aus
den Proben gebunden. Mit Hilfe eines zweiten enzymgebundenen monoklonalen
Maus-Antikorpers wird dann das gebundene Ang-2 detektiert und colorimetrisch
quantifiziert. Als Ang-2-Standard fungiert rekombinantes humanes Angiopoietin-2.
Beide Ang-2-Antikdrper werden vom Hersteller als spezifisch bewertet. Zum Ausschluss
maoglicher Interaktionen mit loslichen Rezeptoren, Bindungsproteinen und anderen
Bestandteilen in biologischen Proben wurde der ELISA vom Hersteller auf
Kreuzreaktivitat und Interferenz beziglich zahlreicher Faktoren (bspw. rhAng-1, rhTie-2,
rhTNF-alpha, rhTNF-beta, rhVEGF) gepruft. Es konnten keine signifikanten
Kreuzreaktionen oder Interferenzen nachgewiesen werden. Im betreuenden Labor wird
der Assay seit mehreren Jahren durchgefuihrt. Bei Verwendung unterschiedlicher
Chargen wurde dabei fir die Inter-Assay Variabilitdt ein Variationskoeffizient von 9,87%
ermittelt. Bei Doppelbestimmungen betrug die Abweichung in der Regel unter 10%. Die
Linearitat der Ang-2-Konzentrationsbestimmung im Serum wurde vom Hersteller tGber
einen Verdunnungsbereich von 1:5 bis 1:40 geprift, wobei im Mittel 95% der
errechneten Konzentration gemessen wurde. In der hier vorgelegten Arbeit wurden die
Serumproben in einer Verdinnung von 1:10 gemessen. Als untere Nachweisgrenze fur
Ang-2 wird eine Konzentration von 8,29pg/ml angegeben. In den gemessenen Seren
lag der niedrigste Messwert bei 883pg/ml und somit auch bei Berlcksichtigung der 1:10
Verdinnung sicher oberhalb der Nachweisgrenze, so dass sich aus der Sensititvitat des

Assays bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen keine Limitation ergab.

3.1.2. Vorbereitung/Aufbereitung der Reagentien, Proben und Standards
Zu Beginn wurden alle Reagentien auf Raumtemperatur gebracht. Zum Herstellen des

Wash Buffer war darauf zu achten, dass sich die Kristalle des urspriinglich bei 2-8°C
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aufbewahrten Wash Buffer Concentrate vollstdndig l6sten. Danach wurden 20ml des
Konzentrats mit 480ml destilliertem Wasser verdunnt. Das ergab 500ml Wash Buffer.
Die Substrat Solution wurde maximal 15 Minuten vor Gebrauch zu gleichen Teilen aus
Color Reagent A (12,5ml) und Color Reagent B (12,5ml) geschutzt vor Licht zubereitet.
Der Angiopoietin-2-Standard wurde mit 1ml destilliertem Wasser versetzt. Das ergab
eine Stammldsung mit einer Konzentration von 30000pg/ml. Daraus wurden 100pl in
ein neues Rohrchen eingebracht. Dieses galt mit einer Konzentration von 3000pg/ml als
Positivkontrolle, das native Calibrator Diluent RD5-5 als Negativkontrolle. Danach
wurden 900pl des Calibrator Diluent RD5-5 in das 3000pg/ml-R6hrchen pipettiert.
Folgend wurden je 500ul Calibrator Diluent RD5-5 auf sechs weitere Rohrchen verteilt.
Um eine Reihe absteigender Konzentration (1500pg/ml, 750pg/ml, 375pg/ml,
187,5pg/ml, 93,7pg/ml, 46,9pg/ml) zu erreichen, wurden nach vorherigem Mischen je
500pl von einem R6hrchen zum néchsten transferiert, beginnend bei der Konzentration
3000pg/ml. Die Patientenproben erhielten durch Hinzufiigen des Calibrator Diluent

RD5-5 eine Verdinnung von 1:10.

3.1.3. Durchfuhrung des Ang-2-ELISA

Es wurden 100ul Assay Diluent RD1-76 in jedes well eingebracht. Dazu wurden 50pl
der Standardreihe unterschiedlicher Konzentrationen (siehe oben), die Negativkontrolle
(Calibrator Diluent RD5-5) und die aufbereiteten Blutseren pro well verteilt. Daraufhin
erfolgte eine zweistindige Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Shaker, nach dem
die Mikroplatte mit adhaesive strips geschitzt wurde. Anschlielend wurde die
Aspiration pro well und viermalige Waschung (400ul Wash Buffer pro well und
Entfernen dessen) vorgenommen. Nach der letzten Waschung wurde die Mikroplatte
ausgeschlagen. 200ul Angiopoietin-2-Conjugate wurden jetzt jedem well beigefiigt mit
einer erneut folgenden zweistindigen Inkubation nach Schutz der Mikroplatte durch
adhaesive strips bei Zimmertemperatur. Es wiederholten sich in den folgenden
Arbeitsschritten die Aspiration und viermalige Waschung. Zum Schluss wurden in jedes
well 200ul Substrat Solution eingebracht, 30 Minuten bei Zimmertemperatur unter
Lichtschutz inkubiert, und die Reaktion mit 50ul Stop Solution/well beendet.
Abschliel3end erfolgte innerhalb einer Zeitspanne von 30 Minuten die Ablesung bei
450nm. Es befanden sich sdmtliche Messwerte im Bereich der Standartkurve (46,9 bis
3000pg/ml).
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3.2. Statistische Analyse

Die Berechnung der Daten erfolgte mit dem Programm Graph Pad Prism. In den
Graphiken werden alle Messwerte als Scatter dot plot einschlie3lich der Mediane und
der Interquartilsabstéande dargestellt.

Zur Analyse der Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet.

Zum Vergleich von mehr als zwei Gruppen kam in dieser Arbeit der nichtparametrische
Kruskal-Wallis-Test zum Einsatz. Als Post-Test diente der Dunn’s-Multiple-Comparison-
Test.

Fur die Analyse einer Korrelation zwischen Serum-Ang-2 und Serum-CgA wurde bei
Annahme einer fehlenden Normalverteilung der Spearman-Test angewendet und der
Korrelationskoeffizient r angegeben.

Die Uberlebenszeitanalyse erfolgte mittels der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve und dem
Log-Rank-Test. Zuvor war eine Einteilung in eine Gruppe mit niedrigem oder normalem
Serum-Ang-2 (< 75%-Perzentile) und eine Gruppe mit hohem Serum-Ang-2
(= 75%-Perzentile) erfolgt. Es werden diesbeziiglich nachfolgend die Hazard Ratio, das
95%-Konfidenzintervall und der p-Wert angegeben.

In allen Tests wurden Unterschiede ab einem p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant
betrachtet. Ab einem p-Wert < 0,01 wurden die Ergebnisse als statistisch hoch
signifikant bezeichnet.

Multivariate Analysen wurden auf Grund limitierter Gruppengrof3en und der nicht primar

statistischen Intention dieser Arbeit nicht durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten

Initial wurden mittels des in Kapitel 3 beschriebenen ELISA die Ang-2-Serumspiegel bei
90 an einem GEP-NET erkrankten Patienten bestimmt und mit den Werten von 40
gesunden Kontrollprobanden verglichen. Hierbei zeigten sich deutlich erhdhte
Ang-2-Serumspiegel bei den NET-Patienten (4048pg/ml vs. 2650pg/ml, p<0,001).
Gleichzeitig dokumentiert die Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurve, dass der
Ang-2-Spiegel als diagnostischer Test signifikante Trennscharfe fur die Unterscheidung
von Gesunden und NET-Patienten aufweist. Somit erschienen weitere Untersuchungen

und die Korrelation mit Klinisch pathologischen Parametern interessant und
aussichtsreich.
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Abbildung 1: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten (n=90) vs. Kontrollgruppe.
Linksseitig Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des

Interquartilsabstands. Rechtsseitig Darstellung der Receiver Operating Characteristic
(ROC)-Kurve.
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Bei den nachfolgenden Analysen wurde eine Subguppe von 42 Patienten
berticksichtigt, bei denen die Blutentnahme 0 bis max. 3 Monate vor einer Resektion
oder Probeentnahme erfolgte. Der Median der Ang-2-Serumspiegel dieser 42 Patienten
entsprach mit 3833 pg/ml dem Wert der zuvor untersuchten 90 Patienten und der

Unterschied zur Kontrollgruppe war ebenfalls statistisch hoch signifikant (p=0,0085).
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Abbildung 2: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten (n=42) vs. Kontrollgruppe.
Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.

Nachdem somit eine Erh6hung des Serum-Ang-2-Spiegels bei NET-Patienten gezeigt
werden konnte, sollte im Folgenden versucht werden, Uber Korrelationen mit
klinischenen und pathologischen Parametern Hinweise auf eine mdgliche Bedeutung
von Serum-Ang-2 bei NET-Patienten zu gewinnen.
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4.2. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhéangigkeit
von der Priméarlokalisation

Zunachst sollte untersucht werden, ob der Serum-Ang-2-Spiegel in Abhangigkeit von
der Lokalisation des Primartumors differiert. Bei 25 der NET-Patienten lag dieser im
Pankreas, bei 12 Patienten im lleum, bei zwei Patienten im Duodenum, einmal im
Zoekum und zweimal war die Priméarlokalisation nicht sicher zuzuordnen (siehe Tabelle
1). Ein aussagekraftiger Vergleich war hier nur zwischen den Lokalisationen Pankreas
und lleum maoglich, wobei kein signifikanter Unterschied vorlag. (Pankreas 3458pg/ml,
lleum 4085pg/ml, Duodenum 2308pg/ml, Zoekum 5550pg/ml, Primarlokalisation nicht
sicher zuzuordnen 10669pg/ml, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn's-Multiple-Comparison-
Post-Test). Auch bei Zusammenfassung der Foregut Tumore ergab sich Kkein
Unterschied gegentber der Midgut Gruppe.
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Abbildung 3: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhangigkeit von der
Primarlokalisation.
Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.3. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhéangigkeit
von der Funktionalitat

In diese Analyse konnten 38 Patientendaten eingeschlossen werden. 4 Patienten (Nr. 6,
14, 22 und 24) wurden ausgeschlossen, da Uber die Funktionalitdt des Tumors keine
eindeutige Aussage vorhanden war. 19 Patienten hatten einen funktionellen NET, 19
einen NET, der nicht funktionell war. Im Vergleich liel3 sich kein signifikanter
Unterschied der Ang-2-Serumspiegel nachweisen (4158pg/ml vs. 3733pg/ml,
p=0,5791).
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Abbildung 4: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhangigkeit von der
Funktionalitat.

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.

Nach der Charakterisierung beziglich der Priméarlokalisation sowie der Funktionalitat
sollten im Anschluss die Parameter der TNM-Klassifikation hinsichtlich eines mdglichen

Einflusses auf den Serum-Ang-2-Spiegel untersucht werden.
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4.4. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten unterschiedlicher
TumorgroiRe

Insgesamt 33 Patienten (von 9 Patienten war das T-Stadium unbekannt) wurden nach

ihrer Primartumorgré3e in folgende vier Gruppen eingeteilt:
e Gruppe T1 mit n=4 (Nr. 6, 14, 24 und 28)
e Gruppe T2 mit n=5 (Nr. 7, 11, 16, 19 und 27)
e Gruppe T3 mit n=16 (Nr. 3, 4, 9, 10, 17, 18, 20-22, 25, 30, 33-35, 38 und 42)
e Gruppe T4 mit n=8 (Nr. 8, 13, 23, 36, 37, 39-41)
Beim Vergleich der Ang-2-Serumspiegel dieser 4 Gruppen zeigten sich keine

Unterschiede (T1 2308pg/ml, T2 3458pg/ml, T3 3783pg/ml, T4 5119pg/ml, Kruskal-
Wallis-Test mit Dunn’s-Multiple-Comparison-Post-Test, p=0,6145).
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Abbildung 5: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten unterschiedlicher
Tumorgrof3e (T1 bis T4).

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.5. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhangigkeit
vom N-Status

Auf Grund von zum Teil inkompletten Unterlagen mit fehlenden bzw. unvollstandigen
pathologischen Befunden der Resektate lag nur fir 18 Patienten ein korrekt kodierter
N-Befund vor. Es wurden nur Patientendaten untersucht, deren N-Stadium als eindeutig
histologisch gesichert nachgewiesen werden konnte. Dabei waren 4 NET-Patienten im
Stadium NO, 14 im N1-Stadium. Die Medianwerte betrugen 3071pg/ml vs. 3460pg/ml.
Es ist festzuhalten, dass auch Patienten ohne Nachweis von Lymphknotenmetastasen
erhohte und sehr hohe Ang-2-Serumspiegel zeigen kdnnen. Ein statistischer Vergleich
der beiden Gruppen erschien auf Grund der geringen Fallzahlen in der Gruppe NO
jedoch nicht aussagekréaftig.
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Abbildung 6: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhangigkeit vom N-
Status.

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.6. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten mit Metastasie-
rung, im Speziellen mit Leberfiliae

Es erfolgte der Vergleich von 37 Patienten in einer Gegeniberstellung M1 (n=28)
versus MO (n=9). Es konnte ein hoch signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen nachgewiesen werden (p=0,0005). Der mediane Ang-2-Serumspiegel in
Gruppe M1 Dbetrug 4358pg/ml gegenuber 2258pg/ml in der Gruppe MO.
Interessanterweise unterschieden sich die Ang-2-Serumspiegel von NET-Patienten
ohne Vorliegen von Metastasen nicht von den Werten des gesunden Kontrollkollektivs
(p=0,0727).
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Abbildung 7: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhangigkeit von der
Metastasierung.

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.

Mit Hinblick auf diesen Befund ist allerdings zu erwé&hnen, dass bei 26 der 28 Patienten
der Gruppe M1 Leberfiiae vorlagen, da die Leber einen der primaren
Metastasierungswege GEP-NETs reprasentiert. Somit erlauben die Ergebnisse keine
Aussage zur Veranderung von Ang-2-Serumspiegeln bei extrahepatischer
Metastasierung, sondern spiegeln in diesem Fall den Effekt hepatischer Metastasierung

wieder.
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Um diese Annahme zu prifen, wurde eine Analyse der Ang-2-Serumspiegel fur die
Subgruppe der Patienten mit bzw. ohne Leberfiiae angeschlossen. 14 der
NET-Patienten wiesen keine Lebermetastasen zum Zeitpunkt der Blutentnahme auf. 2
Patienten (Nr. 8 und 19) wurden auf Grund fehlender Aussagen beziglich der Leber
ausgeschlossen. Mit 5017pg/ml war der Median der NET-Patienten mit Leberfiliae
hoher als der, der NET-Patienten ohne Leberbeteiligung mit 2358pg/ml. Bei einem
p-Wert von 0,0012 war dies ein hoch signifikanter Unterschied zwischen den
verglichenen Gruppen, womit die zuvor erhobenen Daten beziglich des
Zusammenhangs zwischen Ang-2-Serumspiegeln und Metastasierung bestatigt und auf
das Vorliegen von Leberfiliae prazisiert wurden. Eine sinvolle Subgruppenanalyse
,Lebermetastasierung“ vs. ,M1 ohne Leberbeteiligung“ konnte auf Grund der grof3en

Seltenheit dieser klinischen Situation nicht durchgefuihrt werden.

40000+
~ 30000~ .
£
(@)] °® - ||
£ 20000+
(\Il | ]
2 . me
<C 10000~ -
| ] -
. *#o._ ol T u
< <
Qi QL
o o
< Q
e <
& N

Abbildung 8: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten ohne versus mit Leberfiliae.
Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.

Nach Abschluss der Untersuchungen beziglich des TNM-Stadiums wurden weiterhin
die prognostisch relevanten histologischen Parameter Angioinvasion,
Lymphangioinvasion und Proliferationsrate auf Unterschiede in den

Serum-Ang-2-Spiegeln untersucht.
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4.7. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten mit
Angioinvasion

Diese Untersuchung widmete sich der Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem
Ang-2-Serumspiegel und der GefaRinfiltration besteht. Zur Auswertung kamen
Blutproben von 24 Patienten (Nr. 3, 4, 6, 8-11, 17, 18, 21, 23, 24, 27, 28, 33, 34, 35-42).
Die restlichen Patienten wurden wie in den vorherigen Betrachtungen auf Grund
fehlender Daten ausgeschlossen. Dabei betrug in der Gruppe V1 n=12 und in der
Gruppe VO n ebenfalls 12. Patienten ohne Angioinvasion zeigten mit 5888pg/ml einen
hdéheren Wert als in Gruppe V1 mit 2558pg/ml (p=0,0404).
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Abbildung 9: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten ohne und mit Angioinvasion.
Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.8. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten mit
Lymphangioinvasion

Hier wurden die Ang-2-Serumspiegel von 20 Patienten (Nr. 3, 4, 8, 9, 10-13, 17, 18, 28,
33-40, 42) verglichen. 14 dieser Patienten wiesen Lymphangioinvasion auf (L1),
wahrend die anderen 6 als Negativkontrolle dienten (LO). Die restlichen Patienten
konnten nicht mit eingeschlossen werden, da es sich bei ihnen um ein unbekanntes
L-Stadium handelte. Der mediane Ang-2-Serumspiegel bei Patienten ohne
Lymphgefalinvasion (LO) lag hoher als in der Gruppe L1 (5354pg/ml vs. 2796 pg/ml),
allerdings erreichte der beobachtete Unterschied nicht das Niveau statistischer
Signifikanz (p=0,7105).
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Abbildung 10: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten ohne und mit Lymph-
angioinvasion.

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.9. Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abhéangigkeit
vom Tumorgrading

Basierend auf den aktuellen Empfehlungen der ENETS zum Grading neuroendokriner
Tumoren mittels Ki-67-Farbung erfolgte eine Einteilung von 35 auswertbaren Patienten
in die Gruppen G1 (n=14), G2 (n=16) und G3 (n=5). Es zeigten sich in der Gruppe G3
signifikant erhdhte Ang-2-Serumspiegel (G1 3808pg/ml, G2 2971pg/ml, G3 16908pg/ml,
G3 vs. G2 p=0,0451, G3 vs. G1 p=0,0276, G3 vs. G1/G2 p=0,018).
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Abbildung 11: Ang-2-Serumspiegel bei NET-Patienten in Abh&ngigkeit vom Tu-
morgrading.

Darstellung aller Messwerte als Scatter dot plot sowie des Medians und des
Interquartilsabstands.
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4.10. Korrelation der Angiopoietin-2-Serumspiegel bei NET-Patienten
mit den Chromogranin-A-Serumspiegeln

Chromogranin-A-(CgA)-Serumspiegel sind bei NET-Patienten als Tumormarker
etabliert. Daher stellte sich die Frage, ob die Hohe des Angiopoietin-2 im Serum mit
dem CgA-Serumspiegel bei Patienten mit einem NET korrelieren kénnte. Es wurden die
Befunde von 41 Patienten ausgewertet. Nr. 34 wies keinen parallel entnommenen
CgA-Wert auf und wurde somit ausgeschlossen. Es konnte mittels Spearman-Analyse
belegt werden, dass die Hohe der Ang-2-Serumspiegel positiv mit den CgA-Spiegeln
korreliert. Dabei ist der Korrelationskoeffizient r mit einem Wert von 0,4370 zwar relativ

niedrig, er ist im statistischen Sinne aber dennoch signifikant (p=0,0043).
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Abbildung 12: Ang-2-Serumspiegel in Abhangigkeit vom CgA-Serumspiegel bei
NET-Patienten.
Dargestellt sind alle Messwerte. X-Achse mit Achsensprung.
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4.11. Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit des Angio-
poietin-2-Serumspiegels

AbschlieRend wurden 41 in die Studie eingeschlossene NET-Patienten auf einen
mdglichen Zusammenhang zwischen Ang-2-Serumspiegel und Uberlebensdauer/-
wahrscheinlichkeit untersucht. Es sollte so die Moglichkeit, den Ang-2-Serumspiegel als
prognostischen Faktor zu bewerten, gepruft werden. Hierfir wurden die Patienten nach
der HoOhe ihres Ang-2-Serumspiegels in eine Gruppe mit niedrigem oder
durchschnittichem medianen Ang-2-Wert (< 75%-Perzentile) und eine Gruppe mit
hohem Ang-2-Wert (= 75%-Perzentile) aufgeteilt. 31 Patienten gehorten zur Gruppe mit
niedrigen bzw. durchschnittlichen Ang-2-Werten, 10 Patienten zur Gruppe mit hohen
Ang-2-Werten. In der Gruppe mit hohem Ang-2 traten im Untersuchungszeitraum sechs
Todesfélle auf, in der Vergleichsgruppe wurden finf Todesfélle beobachtet. Insgesamt
war die Uberlebensrate in der Gruppe mit niedrigen oder durchschnittlichen
Ang-2-Werten hoch signifikant besser als in der Gruppe der Patienten mit hohen
Ang-2-Werten. Der p-Wert betrug 0,0006. Die Hazard ratio ergab einen Wert von
0,05801 (95%-Konfidenzintervall 0,01148 — 0,2930). Die mediane Uberlebenszeit der
Patienten mit hohem Ang-2-Serumspiegel (= 75%-Perzentile) betrug 13 Monate, in der
Gruppe mit niedrig/durchschnittlichem Ang-2-Serumspiegel (< 75%-Perzentile) wurde
dieser Wert noch nicht erreicht.
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Abbildung 13: Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier von NET-Patienten mit
niedrig/  durchschnittichem  Ang-2-Serumspiegel und hohem  Ang-2-
Serumspiegel.
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5. Diskussion

Das Angiopoietinsystem, bestehend aus Ang-1, Ang-2 und ihrem Rezeptor Tie-2, ist an
der Regulation von Angiogenese beteiligt. Fur verschiedene Tumorentitdten ist eine
tumorendotheliale Uberexpression und/oder de novo Expression von Ang-2 in
Tumorzellen beschrieben worden. Diese konnte zum Teil mit klinischen und
pathologischen Parametern korreliert werden. Ein erster Hinweis auf eine besondere
Rolle von Ang-2 in NETs ergab sich aus Untersuchungen des mRNA Expressionsprofils
in Pankreaskarzinomen mit exo- bzw. neuroendokriner Differenzierung, die eine erhéhte
MRNA Expression von Ang-2 in pankreatischen NETs zeigten (Durkin et al. 2004).
Diese Expressionsdaten legten eine Beteiligung des Angiopoietinsystems und
insbesondere von Ang-2 fur die Tumorneoangiogenese in NETs nahe und warfen die
Frage auf, inwiefern auch die Menge des zirkulierenden Ang-2 in NET-Patienten
gesteigert ist, ob Ang-2-Serumspiegel mit klinischen Parametern assoziiert sind und
Serum-Ang-2-Spiegel sich als prognostischer Marker bei NET-Patienten eignen
konnten.

In dieser Studie wurden mittels ELISA die Ang-2-Serumspiegel von 90 Patienten
bestimmt und Daten einer Subgruppe von 42 Patienten auf Korrelation mit klinischen
und pathologischen Parametern geprift. Es konnte eine signifikant erhdhte
Ang-2-Konzentration im Serum von NET-Patienten des GEP-Systems gegenlber der
Kontrollgruppe nachgewiesen und Angiopoietin-2 eine prognostische Relevanz
zugeschrieben werden. Bei Abschluss der hier vorgelegten Arbeit erschien eine erste
Analyse von Srirajaskanthan et al. (2009), in der Ang-2-Serumspiegel bei Patienten mit
NETs bestimmt und ein bezilglich Patientenzahl und klinischen Daten recht gut
vergleichbares Kaollektiv untersucht wurde. Als wesentlicher Unterschied ist aber
festzuhalten, dass in der Studie von Srirajaskanthan et al. (2009) der Indikator ,Time to
Progression“ und nicht die Uberlebenswahrscheinlichkeit als Kriterium fir die
prognostische Wertigkeit von Ang-2 Verwendung fand. Insgesamt zeigen die
Ergebnisse der beiden unabhangigen Untersuchungen jedoch fundierte
Ubereinstimmung und sichern auf diese Weise eine gute Reproduzierbarkeit der

zentralen Befunde.

34



5.1. Erh6hung der Angiopoietin-2-Serumspiegel in GEP-NETs

Mittels Immunoassay wurde bei 90 an GEP-NETSs erkrankten Patienten eine signifikante
Erhbhung des Serum-Ang-2-Spiegels gegenluber der Kontrollgruppe nachgewiesen.
Bereits zuvor konnte in der die Promotion betreuenden Arbeitsgruppe eine
Ang-2-Expression mittels in situ Hybridisierung an Operationspraparaten von
NET-Patienten gezeigt werden. Zusammen mit den aktuellen Befunden legen die Daten
nahe, dass die Uberexpression auch zu einer Erhohung des Serumspiegels fiihrt.

Die beschriebenen Ergebnisse der tumorspezifischen Uberexpression decken sich mit
der aktuellen Studienlage, in der fur Tumoren unterschiedlicher Lokalisation wie Leber
(Tanaka et al. 1999, Mitsuhashi et al. 2003, Zhao et al. 2004, Zhong et al. 2006), Niere
(Currie et al. 2002), Magen (Etoh et al. 2001, Wang et al. 2005), Mamma (Sfiligoi et al.
2003), Schilddriise (Bunone et al. 1999), Haut (Brown et al. 2000), Osophagus (Zhou et
al. 2007), Gallengange (Tang et al. 2006), Ovar (Hata et al. 2004) , Kolon (Ahmad et al.
2001, Chung et al. 2006, Wang et al. 2007), Lunge (Takahama et al. 1999, Takanami
2004, Park et al. 2007), Prostata (Lind et al. 2005), Gehirn (Stratmann et al. 1998,
Zagzag et al. 1999) und Blut (Watari et al. 2002) eine erh6hte Expression bzw. de novo
Expression von Ang-2 beschrieben wurde. Hinsichtlich der Serumspiegelbestimmung
von Ang-2 existieren aktuell fir das HCC (Scholz et al. 2007), Plattenepithelkarzinom
des Osophagus (Zhou at al. 2007), NSCLC (Park et al. 2007), kolorektale Karzinom
(Goede et al. 2010), Magenkarzinom (Jo et al. 2009), maligne Melanom (Helfrich et al.
2009) und die hamatologischen Malignome (Quartarone et al. 2006, Schliemann et al.
2007) dokumentierte Daten. Parallel zur hier vorgelegten Arbeit ist von Srirajaskanthan
et al. (2009) erstmals zirkulierendes Ang-2 in GEP-NETs untersucht und als erhdht
festgehalten worden.

Kontrare Daten hinsichtlich einer tumorspezifischen Ang-2-Expression konnten
letztendlich nur in einer Studie gefunden werden, die eine reduzierte Ang-2-Expression
im Mammakarzinom gegentber gesundem Gewebe nachwies (Currie et al. 2001).
Abschlie3end ist sicherlich von Bedeutung, aus welchem zellularen Kompartiment das
erhbhte Ang-2 in Tumoren stammt. Physiologisch ist die Expression von Ang-2
beschrankt auf Endothelzellen (Fiedler et al. 2004). Interessanterweise exprimieren
nicht nur Endothel-, sondern auch Tumorzellen selbst Angiopoietin-2. Dies konnte in der
betreuenden Arbeitsgruppe mittels in situ Hybridisierung an NET-Schnitten gezeigt
werden. Dabei fand sich Ang-2 mRNA nicht nur im Endothel, sondern auch in
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Tumorzellen, allerdings in sehr variablem Umfang (10 untersuchte GEP-NET-Gewebe,
in 6 > 75%, in 2 25-50%, in 2 5-25% Ang-2 mRNA Expression, Daten nicht gezeigt).
Ubereinstimmend sind vergleichbare Beobachtungen von weiteren Autoren fiir Tumore
der Niere (Currie et al. 2002), des Magens (Etoh et al. 2001, Wang et al. 2005), der
Mamma (Sfiligoi et al. 2003) und des Kolons (Chung et al. 2006) ebenfalls berichtet

worden.

5.2. Angiopoietin-2-Serumspiegel in Korrelation zum TNM-Stadium

Klinisch wichtig ist es, Tumorerkrankungen in ihrem Verlauf vorhersagen zu kdnnen.
Dieses stellt insbesondere bei heterogenen Entitditen wie den neuroendokrinen
Tumoren ein Problem dar. Um Angiopoietin-2 als mdglichen prognostischen Marker
etablieren zu konnen, wurden die Serum-Ang-2-Spiegel von 42 NET-Patienten im
Zusammenhang mit Primarlokalisation, Funktionalitat und Klinisch pathologischen
Parametern betrachtet. Grundsatzlich ist in diesem Kontext eine eventuelle
Inaktivierung von Angiopoietin-2 durch seinen loslichen Rezeptor sTie-2 zu bedenken.
Daher wurde ebenso der Serumspiegel des endogenen Inhibitors bestimmt (Daten nicht
gezeigt). Eine Ang-2:sTie-2-Ratio &nderte jedoch nicht die Korrelation zu klinischen und

pathologischen KenngroRRen.

5.2.1. Angiopoietin-2-Serumspiegel und T-Stadium

Die Studienlage beziglich anderer Tumorentitaten ist zu diesem Thema sehr variabel.
Wahrend fir das HCC (Mitsuhashi et al. 2003, Moon et al. 2003, Zhong et al. 2006),
das Magenkarzinom (Sun et al. 2003, Wang et al. 2005, Moon et al. 2006) und fur
Schilddrisentumoren (Bunone et al. 1999) ein positiver Zusammenhang zwischen
Ang-2 und der TumorgrbRe nachgewiesen werden konnte, wurde dies fir das
Mammakarzinom (Rmail et al. 2007) und das CCC (Tang et al. 2006) nicht bestatigt. Im
Kolonkarzinom gibt es sowohl den Nachweis einer positiven (Wang et al. 2007) als
auch negativen (Chung et al. 2006) Korrelation zwischen Ang-2 und dem T-Stadium. In
dieser Arbeit zeigte das T4-Stadium hohere Ang-2-Werte, eine belastbare Beurteilung
war jedoch auf Grund zu niedriger Fallzahlen nicht méglich. Des Weiteren zeigte sich
interessanterweise auch keine Korrelation zwischen den Ang-2-Serumspiegeln und der
Tumorgrésse bei Patienten ohne Lebermetastasen (n=14, Daten nicht gezeigt). Das
Niveau der Ang-2-Serumspiegel lag in dieser Untergruppe sogar im gleichen Bereich
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wie das der gesunden Kontrollgruppe, selbst bei beachtlicher Tumorlast (bsp. 3x5cm,
6x12cm, 5x5cm Lasionen), was dafur sprechen wurde, dass zirkulierendes Ang-2 in
dieser Gruppe nicht die Tumorlast des Primarius reflektiert. Tierexperimentelle
Untersuchungen der betreuenden Arbeitsgruppe unterstiitzen diese Beobachtung. So
fuhrte die Uberexpression von Ang-2 in Xenografts der pankreatischen
neuroendokrinen Zellinie BON zwar zu einem erhdhten Ang-2-Serumspiegel und
vermehrter lymphatischer Metastasierung, zeigte jedoch keine Unterschiede beziiglich

Tumorwachstum, -gré3e oder -gewicht.

5.2.2. Angiopoietin-2-Serumspiegel und Lymphknotenmetastasierung/-
angioinvasion

Bezluglich des N-Stadiums lassen die hier erhobenen Beobachtungen keine
Schlussfolgerung zu, da nur bei vier der untersuchten Patienten kein Lymphknotenbefall
vorlag. Allerdings konnte eine positive Assoziation bei anderen Tumorentitédten gezeigt
werden, so fur das Magenkarzinom (Wang et. al. 2005), Kolonkarzinom (Chung et al.
2006) und das NSCLC (Takanami 2004), wahrend die Datenlage bei Tumoren der
Mamma uneinheitlich ist (Sfiligoi et al. 2003, Rmail et al. 2007). Auch bezlglich des
L-Stadiums zeigte sich kein Zusammenhang, wobei allerdings auch bei diesem
Parameter die geringe Zahl der Patienten ohne Lymphangioinvasion keine sichere
Beurteilung ermoglichte. Hier ist sicherlich die Analyse eines groRBeren Kollektivs
zweckmalig, um einen moglichen Zusammenhang von Ang-2 mit Lymphangioinvasion
und lymphatischer Metastasierung fur NETs abzuklaren. Experimentell konnte das
orthotope Xenograftmodell pankreatischer NETs den Zusammenhang zwischen
Ang-2-Expression im Tumor und erhéhter Lymphknotenmetastasierung bereits
funktionell belegen. Die Mechanismen, durch die Ang-2 lymphatische Metastasierung
fordert, konnten jedoch noch nicht aufgezeigt werden. Bei gleicher Lymphgefaf3dichte
erscheint es madglich, dass die vermehrte Lymphknotenmetastasierung nicht
ausschlieBlich auf der Bindung von Ang-2 an Tie2-Rezeptoren lymphendothelialer
Zellen beruht. Vielmehr kénnten beispielsweise auch Tie-2 unabhéngige Effekte, etwa
die Interaktion mit dem Fibronektionrezeptor a5p1 Integrin, eine Rolle spielen. Eine
solche funktionelle Interaktion mit dem Fibronektinrezeptor wurde bereits fir das

Mammakarzinom nachgewiesen (Imanishi et al. 2007) und konnte auch in den
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BON-Xenograft-Tumoren vorliegen, da BON-Zellen den Fibronektinrezeptor aufweisen
(Fischer et al. 2005).

5.2.3. Angiopoietin-2-Serumspiegel und M-Stadium

Eine eindeutig statistisch signifikante Korrelation konnte zwischen Serum-Ang-2 und der
Metastasierung, speziell der Lebermetastasierung, festgestellt werden. Diese
Beobachtung wurde in ahnlicher Weise im HCC (Zhong et al. 2006), fur das
Magenkarzinom (Wang et al. 2005), im Prostatakarzinom (Lind et al. 2005) und fiir das
NSCLC (Park et al. 2007) bestatigt. Fir NETs konnten korrespondierende Ergebnisse
auch in der Arbeit von Srirajaskanthan et al. (2009) gezeigt werden. Nachdem fur NETs
erhohte Ang-2-Serumspiegel bei Vorliegen von Metastasierung somit in  zwei
unabhangigen Studien gesichert wurden, ist die Interpretation des Befundes jedoch
kontrovers. Wahrend die Arbeit von Srirajaskanthan et al. (2009) die erhohten
Ang-2-Werte als Ausdruck der vergleichsweise gréReren Tumormasse bei
metastasierten Tumoren deutet, legen die tierexperimentellen Daten der betreuenden
Arbeitsgruppe nahe, dass Ang-2 auch ursachlich am aggressiveren Phanotyp der
metastasierenden Tumoren beteiligt ist. Vor diesem Hintergrund wéare eine exakte
Quantifizierung der Tumorlast winschenswert. Unglucklicherweise ist die quantitative
Abschatzung der Tumorlast neuroendokriner Tumoren (insbesondere des
extrahepatischen Tumorload) aktuell weder ein etabliertes Standardverfahren noch ist
sie zuverlassig oder bewéhrt. Es gibt nur wenige Studien diesbezuglich (bspw. Rinke et
al. 2009). Die SRS stellt in diesem Kontext kein quantitatives Verfahren dar. Aktuell wird
in prospektiven klinischen Studien neben CT und MRT auch die PET-CT zur
Visualisierung von neuroendokrinen Tumorlasionen geprift. In der hier vorgelegten
retrospektiven Studie war eine quantitative Bestimmung der Tumorlast nicht mehr zu
erganzen, da die Bildgebungsstandards sich im Beobachtungszeitraum von mehr als
einer Dekade erheblich verandert haben. Allerdings liegen fir die Subgruppe der
resezierten Patienten ohne Lebermetastasierung akkurate Angaben zur Tumorlast des
Primarius vor. Tatsachlich weisen diese Patienten selbst bei hoher Tumorlast keine
erhbhten Ang-2-Serumspiegel im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auf. Es
besteht damit die Méglichkeit, dass stark Ang-2-produzierende Tumorzellen besonders
aggressiv sind und so zu einer ausgedehnteren Metastasierung fuhren. Damit wére ein

hohes Ang-2-Expressionsniveau eines individuellen Tumors Ursache und nicht Folge
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der Metastasierung. Fur diese Hypothese sprechen tierexperimentelle Befunde, in
denen die ektope Uberexpression von Ang-2 in Tumorzellen zu einer verstarkten
Metastasierung nach Xenotransplantation in Mausmodellen fihrte (Etoh et al. 2001).
Auch die Ergebnisse der betreuenden  Arbeitsgruppe an  orthotopen
NET-Xenograftmodellen unterstitzen oben genannte Behauptung. Tiere mit
Ang-2-exprimierenden Tumoren zeigten zwar keine Unterschiede in Tumorgroi3e,
-wachstum oder -gewicht, jedoch im Trend mehr makroskopische Metastasen,
insbesondere der Leber (25% vs. 8%), als Tiere der Kontrollgruppe. Allerdings gibt es
auch hier gegensatzliche Beobachtungen bei Ang-2-Uberexpression in Lungen- und
Mammakarzinomzellen der Maus (Yu and Stamenkovic 2001). Letztendlich ist die
Ursache dafir bis heute nicht eindeutig geklart.

Abschliel3end stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage nach der Bedeutung der
Leber im Rahmen moglicher Abbaumechanismen des Ang-2. In diesem Fall ware ein
Vergleich zwischen den Subgruppen ,M1 mit Leberbeteiligung® versus ,M1 ohne
Leberbeteiligung“ hochinteressant gewesen. Da die hamatogene hepatische
Metastasierung jedoch einen der primaren Metastasierungswege
gastroenteropankreatischer neuroendokriner Tumoren darstellt, ergab sich kein
reprasentatives Kollektiv fir Patienten mit Fernmetastasen aul3erhalb der Leber. Eine
potentielle Metabolisierung von Ang-2 in der Leber ist sicherlich denkbar, so dass
erhdohte Ang-2-Serumspiegel erst bei Vorliegen von Leberfiliae auftraten. So werden
beispielsweise endogene Amine neuroendokriner Tumoren in der Leber abgebaut und
die Flushsymptomatik tritt erst bei hepatischer Metastasierung auf (Modlin et al. 2005).
Da derzeit keine Daten zur Metabolisierung von Ang-2 vorliegen, bleiben diese
Uberlegungen jedoch rein spekulativ. Dartiber hinaus ist zu berticksichtigen, dass in der
Arbeitsgruppe des Betreuers deutlich erhdhte Ang-2-Serumspiegel bei Patienten mit
exokrinen  Pankreaskarzinomen  beobachtet wurden, auch wenn keine
Lebermetastasierung vorlag. Des Weiteren konnten Srirajaskanthan et al. (2009)

ebenfalls erhbhte Serum-Ang-2-Spiegel bei Patienten ohne Leberfiliae belegen.

5.3. Angiopoietin-2-Serumspiegel und andere Signalmolektle

Inzwischen ist gut etabliert, dass die biologische Wirkung von Ang-2 in hohem Malie
kontextabhangig ist, wobei Ang-1 als alternativem Bindungspartner des

Tie-2-Rezeptors, sTie2 als Inhibitor und VEGF jeweils besonders grofe Bedeutung
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zugeschrieben werden. Einige Studien (Mitsuhashi et al. 2003, Zhong et al. 2006, Wang
et al. 2007) untersuchten Ang-2 daher nicht isoliert, sondern in Verbindung mit Ang-1
(als Ang-2:Ang-1-Ratio) und VEGF. Leider stand fir eine zusatzliche Bestimmung von
Ang-1 und VEGF nicht in allen Féllen genigend Probenmaterial zur Verfiigung. Zu
Beginn der experimentellen Phase der Promotion war dartber hinaus auch kein
kommerzieller ELISA fir Ang-1 erhdltlich. Aktuell liegen durch die Arbeit von
Srirajaskanthan et al. (2009) inzwischen Daten zu Ang-1-Serumspiegeln bei
neuroendokrinen Tumoren vor. Allerdings waren in dieser Untersuchung die
Ang-1-Serumlevel bei NET-Patienten weder differierend zur Kontrollgruppe noch
bestand eine Korrelation zwischen Ang-1 und der Prognose. Eine steigende
Ang-2:Ang-1-Ratio war lediglich Folge des erhdhten Serum-Ang-2 und ermdglichte

keine bessere prognostische Einschatzung als die Ang-2-Serumspiegel per se.

5.4. Angiopoietin-2-Serumspiegel und Angioinvasion

Ein unerwartetes Ergebnis ergab sich bei der Untersuchung der Ang-2-Serumspiegel
beziglich des V-Stadiums. Dabei zeigte der Median in der Gruppe ohne Angioinvasion
einen hoheren Wert als in der Gruppe mit Gefalinfiltration. Dies ist eine interessante
Beobachtung, da in zahlreichen Studien (Tanaka et al. 2002, Mitsuhashi et al. 2003,
Wang et al. 2005 Chung et al. 2006, Zhong et al. 2006) hohe
Angiopoietin-2-Expression mit vermehrter Angiogenese, Gefal3dichte und Angioinvasion
assoziiert ist. Sicher ist es sinnvoll, diesen Befund in einem grof3eren Patientenkollektiv
zu prufen und dabei auch pankreatische gegenuber den intestinalen NETs separat zu
betrachten. Erklarungsanséatze fir die aktuelle Befundlage sind spekulativ. Eine
hypothetische Erlauterung konnte sich, zumindest bei den pankreatischen Tumoren,
aus dem vorbeschriebenen hohen VEGF-Gehalt der gut differenzierten Tumore
ergeben. Vorstellbar ist, dass die sehr permeablen ,endokrinen® Gefalte eine
Angioinvasion in vergleichsweise wenig aggressiven Tumoren mit geringen
Ang-2-Werten erma@glichen. Allerdings waren pankreatische NETs in beiden Gruppen
(VO und V1) nur knapp zur Halfte vertreten, womit es fraglich erscheint, ob dieser Effekt
sich in der Gesamtgruppe ebenso klar widerspiegeln wirde. In diesem Kontext ist es
allerdings auch bemerkenswert, dass in dem hier untersuchten Kollektiv der vermutete
positive Zusammenhang zwischen Angiopoietin-2-Serumlevel und der Gefal3dichte
nicht belegt werden konnte. 31 korrespondierende Serum- und Gewebeproben wiesen
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diesbezuglich sogar eine inverse Korrelation auf (p=0,045,
r=-0,3634, Daten nicht gezeigt). In dieser Arbeit zeigte sich keine Assoziation zwischen
GefalRdichte und dem Patienteniberleben. Publizierte Daten fir NETs des Pankreas
belegen sogar eine bessere Prognose bei erhéhter MVD (Marion-Audibert et al. 2003,
Couvelard et al. 2005). Dieser Zusammenhang wird durch eine Studie von Takahashi et
al. (2007) gestutzt, in der die Gefal3architektur gut differenzierter NETs des Pankreas
eher ruhend und ahnlich dem nicht transformierten endokrinen Gewebe war, wahrend
schlecht differenzierte Pankreas-NETs niedrige MVD mit jedoch irregularer
Tumorgefal3struktur zeigten. Schlussendlich bleibt eine endgiltige Erklarung offen,
warum in NETs mit Tumoreinbruch in das Gefal3system niedrigere Ang-2-Serumspiegel
zu dokumentieren sind. Die Gesamtheit der Betrachtungen legt dennoch den Schluss

nahe, dass Ang-2 an Angiogenese und/oder GefaBumbildung in NETs beteiligt ist.

5.5. Angiopoietin-2-Serumspiegel und Grading

Bezlglich der histologischen Einteilung der inhomogenen neuroendokrinen Tumoren
wurde aktuell von Rindi et al. (2006 und 2007) vorgeschlagen, eine Gruppierung in
Abhéangigkeit vom Ki-67-Proliferationsindexes in G1 (Ki-67 < 2%), G2 (Ki-67 3-20%)
und G3 (Ki-67 > 20%) zur besseren Transparenz und Vergleichbarkeit vorzunehmen.
Ki-67 als pradikativer Wert fur die Malignitat neuroendokriner Tumoren ist in zahlreichen
Studien beschrieben worden (De Manzoni et al. 1998, Rindi et al. 1999, Kettenbach et
al. 2003, Pape et al. 2004, Plockinger et al. 2004). Es stellte sich die Frage, ob es einen
positiven Zusammenhang zwischen Ang-2 und der histologischen Differenzierung gibt,
wie er zum Beispiel im HCC (Wada et al. 2006), Prostatakarzinom (Lind et al. 2005) und
in hamatologischen Tumoren (Oka et al. 2005) beschrieben worden ist.

In dieser Arbeit konnten statistisch signifikant erhthte Ang-2-Serumspiegel bei
Patienten mit G3-NETs belegt werden. Dies deckt sich mit Ergebnissen der Studie von
Srirajaskanthan et al. (2009). Da Chromogranin A Ausdruck einer differenzierten
Zellfunktion ist und daher von schlecht differenziertem Gewebe erfahrungsgemaf nur
minimal produziert wir, besteht in der oben genannten Subgruppe eine eingeschréankte
Aussagekraft durch Chromogranin A. In diesem Kontext ware somit ein Vorteil von
Ang-2 gegenuber CgA im Tumor Follow-up denkbar. Auch hier sollte darauf
hingewiesen werden, dass es Studien gibt, die keinen oben genannten Zusammenhang

beschreiben. So korreliert Ang-2 fir das HCC bei Zhong et al. (2006) ebenso wenig mit
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dem histologischen Grad wie in Karzinomen des Magens (Nakayama et al. 2004), der
Mamma (Rmail et al. 2007), im CCC (Tang et al. 2006) und bei der AML (Loges et al.
2005, Schliemann et al. 2007).

In diesem Kontext sei erwadhnt, dass Uber die Regulation der Ang-2-Expression in
Tumorzellen aktuell sehr wenig bekannt ist. Arbeiten an Endothelzellen haben im
Gegensatz dazu PMA, Thrombin und Histamin als Stimulanz fir Ang-2-Expression
identifiziert (Fiedler et al. 2004). Ebenso liegen nur fir diese Zellpopulation

Untersuchungen zur Ang-2-Promotor-Regulation vor (Hegen et al. 2004).

5.6. Angiopoietin-2-Serumspiegel und CgA-Spiegel

Chromogranin A ist aktuell der praziseste und verlasslichste Serum-Tumormarker fur
alle funktionell aktiven und inaktiven neuroendokrinen Tumoren (Ferrari et al. 1999) mit
einer Sensitivitat von 67.9% und einer Spezifitdt bei 85.7% (Bajetta et al. 1999). Es
bestehen jedoch nur wenige Daten zu seiner prognostischen Aussagekraft. In vier
Arbeiten (Drivsholm et al. 1999, Taupenot et al. 2003, Ranno et al. 2006, Gregorc et al.
2007) wurde eine Korrelation zwischen erhéhtem CgA und schlechterer Prognose
beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, beide Serumproteine
miteinander zu Kkorrelieren. Es konnte gezeigt werden, dass bei NET-Patienten
Ang-2-Serumspiegel statistisch signifikant mit den CgA-Spiegeln korrelieren. Der
Korrelationskoeffizient ist mit 0,4370 jedoch relativ niedrig. Das mag einerseits daran
liegen, dass Ang-2 sowohl physiologisch und tumorassoziiert im Endothel, andererseits
jedoch auch von Tumorzellen exprimiert wird. Weiterhin deuten die aktuell erhobenen
Befunde darauf hin, dass individuelle Tumoren unterschiedlich viel Ang-2 produzieren,
wobei, wie bereits diskutiert, keine Daten zur Regulation der Ang-2-Expression in
Tumorzellen veroffentlicht sind. Da, wie schon erwahnt, Ang-2-Uberexpression im
Vergleich mit anderen Tumoren nicht NET spezifisch ist sowie auf Grund der anderen
oben beschriebenen Uberlegungen erscheint Serum-Ang-2 als NET-Tumormarker im
Vergleich mit CgA grundlegend nicht geeignet. Allerdings zeichnet sich zirkulierendes
Ang-2 als prognostischer Parameter aus, wahrend CgA seinen Stellenwert eher in der
individuellen Verlaufskontrolle hat. Dies konnte sich insbesondere in der Gruppe der
Grad-2-Tumoren als auf3erordentlich hilfreich erweisen, da diese haufig einen

hochvariablen Spontanverlauf zeigen, so dass die Entscheidungsfindung zwischen
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Beobachtung und Therapie selbst erfahrenen Klinikern haufig schwer fallt. Gerade in
dieser Situation fehlen bisher klinisch einfach bestimmbare Biomarker.

5.7. Angiopoietin-2-Serumspiegel und Uberlebenszeitanalyse

Am Ende dieser Arbeit wurden die Ang-2-Serumspiegel im Hinblick auf die
Uberlebenszeit der NET-Patienten und somit deren prognostische Relevanz tiberpruift.
Die Patienten wurden abhéngig von der Hohe ihres Ang-2-Serumspiegels in eine
Gruppe mit niedrigem  oder durchschnittichem  medianen  Ang-2-Wert
(< 75%-Perzentile) und eine Gruppe mit hohem Ang-2-Wert (= 75%-Perzentile)
aufgeteilt. Die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit hohem Ang-2-Serumspiegel
betrug 13 Monate, in der Gruppe mit niedrigem oder durchschnittlichem
Serum-Ang-2-Spiegel wurde dieser Wert noch nicht erreicht. Dieses Ergebnis belegt,
dass der Ang-2-Serumspiegel einen geeigneten Parameter darstellt, um eine
prognostische Einschatzung bei NET-Patienten des GEP-Systems zu treffen. Im
Gegensatz dazu war die An-/Abwesenheit von Metastasen nicht mit der
Patientenuberlebenszeit assoziiert, was den Stellenwert der Messung von
zirkulierendem Ang-2 unterstreicht. Ubereinstimmend mit den erhobenen Daten ist auch
fur andere Tumorentitaten eine prognostische Relevanz von Ang-2 beschrieben.
Sowohl im HCC (Mitsuhashi et al. 2003, Wada et al. 2006), Prostatakarzinom (Lind et
al. 2005) und Mammakarzinom (Schliemann et al. 2007) als auch in Tumoren des
Magens (Etoh et al. 2001), Ovars (Hata et al. 2004), Kolons (Chung et al. 2006), der
Lunge (Takahama et al. 1999, Tanaka et al. 2002) und des hamatopoetischen Systems
(Oka et al. 2005) zeigte sich bei erhohter zellularer Ang-2-Expression eine schlechtere
Prognose. Es gibt, wie bereits in der Einleitung erwahnt, auch Literatur, die diesen
Zusammenhang nicht oder sogar entgegengesetzt beschreibt, jedoch in weitaus
geringerer Zahl (Schliemann et al. 2006, Tang et al. 2006, Wada et al. 2006, Rmail et
al. 2007). Bis jetzt wurde jedoch nur in wenigen Studien, auler dieser, der
Angiopoietin-2-Serumspiegel als Prognosefaktor identifiziert (Schliemann et al. 2007,
Srirajaskanthan et al. 2009, Jo et al. 2009, Helfrich et al. 2009, Goede et al. 2010).
Offenbar gibt es auch Situationen, in denen die prognostische Bedeutung erhoéhter
Ang-2-Mengen in unterschiedlichen Kompartimenten voneinander abweicht, wie
Schliemann sehr anschaulich in zwei Berichten bezlglich der akuten myeloischen
Leukamie darlegen konnte. Wahrend zellulare Ang-2-Uberexpression im Knochenmark
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als Pradikator fur eine bessere Prognose angesehen wurde (Schliemann et al. 2006),
korrelierte ein erhohter Ang-2-Serumspiegel mit einer kirzeren Uberlebensdauer
(Schliemann et al. 2007). Als mégliche Ursache wird diskutiert, dass die erhthten
Serumspiegel ihren Ursprung nicht in den AML-Zellen, sondern in einem anderen
Zellkompartiment haben. Aul3erdem ist unklar, inwieweit die unterschiedlichen
Methoden (Serumlevel versus Zelllevel des Ang-2, bestimmt mit Immunhistochemie,
RT-PCR oder ISH) direkt vergleichbare Daten liefern.

5.8. Angiopoietin-2-Serumspiegel - ein Ausblick

Insgesamt wurde in dieser Arbeit erstmalig in GEP-NETs Angiopoietin-2 als geeigneter
prognostischer Parameter identifiziert und erhéhte Ang-2-Serumspiegel bei Patienten
mit  neuroendokrinen  Tumoren des  gastroenteropankreatischen  Systems
nachgewiesen. Im Hinblick auf Metastasierung, im Speziellen der Leber, Grading und
Uberlebenszeit zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zur Hohe des
Serum-Ang-2-Spiegels. Diese Ergebnisse werfen interessante
grundlagenwissenschaftliche Fragen nach der Regulation der Ang-2-Expression in
neuroendokrinen Tumorzellen/-endothelien und den tumorbiologischen Effekten speziell
im NET-Kontext auf. Diese Aspekte konnten teilweise parallel im betreuenden Labor an
PET-Gewebeschnitten, NET-Zelllinien und orthotopen NET-Xenograftmausmodellen
bearbeitet werden. Wahrend sich in der in situ Hybridisierung Ang-2 mRNA in Endothel-
und NET-Zellen, nicht jedoch im nichttransformierten Pankreas zeigte, konnte Tie-2
mittels Immunhistochemie eindeutig im Endothel, allerdings nicht im Epithel
neuroendokriner Tumoren identifiziert werden. Die Anwesenheit von Ang-2 und seines
Rezeptors Tie-2 in NET lasst so auf eine auto- oder parakrine Funktion des
angioregulatorischen Wachstumsfaktors in neuroendokrinen Tumoren schlie3en. In
vitro Wachstum von BON-Zellen mit experimenteller de novo Expression von Ang-2
(Ang-2-transfected versus Mock-transfected) unterschieden sich weder in Proliferation
noch Apoptose. In vivo filhrte eine Uberexpression von Ang-2 in BON orthotopen
Xenografts zu erhoéhten Ang-2-Serumspiegeln, gesteigerter MVD und vermehrter
Metastasierung ohne nachweisbaren Einfluss auf Tumorwachstum, -grof3e, -gewicht
oder LVD. Zusammenfassend stellt damit die Induktion von Angiopoietin-2 in
neuroendokrinen Neoplasien einen klinisch relevanten Pathomechanismus der

Tumorprogression und einen Prognosefaktor zur Vorhersage ungunstiger Verlaufe dar.
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Daneben ergeben sich weitere bedeutsame Aspekte:

1.) Die vorliegenden Daten erlauben die Planung einer gro3eren Untersuchung an mehr
Patienten, unter Umstdnden auch in einem prospektiven Studiendesign. Anhand der
dann zu erhebenden Daten kénnten mittels uni- und multivariater Analyse die aktuellen
Beobachtungen geprift bzw. bestatigt werden. Dartber hinaus kénnten mehrfache
Bestimmungen im Zeitverlauf Aufschluss geben, inwiefern Ang-2 durch
Behandlungsmodalitaten wie beispielsweise Chemotherapie, SRS-Analoga oder
chirurgische Therapie reguliert wird. Ebenfalls wéare damit ein Vergleich mit anderen
unabhéngigen Prognosefaktoren maoglich. Fur die Gruppe der pankreatischen NETS
ware es sicherlich auch hochinteressant zu bestimmen, ob die beiden neuerlich
zugelassenen Substanzen Everolimus und Sunitinib (Yao et al. 2011, Raymond et al.
2011), deren Wirkmechanismen antiangiogene Effekte umfassen, Ang-2-Serumspiegel
beeinflussen konnen.

2.) Die im Vergleich zur Biopsieentnahme methodisch relativ einfache Bestimmung des
Serumspiegels erlaubt die Einteilung von NET-Patienten in zwei Gruppen mit deutlich
unterschiedlichem Risiko. Patienten mit hohem Serum-Ang-2 kdnnten mdglicherweise
von engmaschigeren klinischen Kontrollen bzgl. Rezidiv und Metastasierung profitieren.
Weiterhin ~ konnten  stark  erh6hte  Ang-2-Serumspiegel bei  schwierigen
Therapieentscheidungen berticksichtigt werden, insbesondere als Erganzung oder
Alternative zu Chromogranin A und bei G2-Tumoren.

3.) Bei Patienten mit hohen Serum-Ang-2-Spiegeln kdnnte Angiopoietin-2 nicht nur als
Biomarker, sondern auch als therapeutisches Target Verwendung finden. Ang-2
spezifische Behandlungsansatze befinden sich zurzeit in der klinischen Entwicklung
(Oliner et al. 2004), wie beispielsweise das Ang-2 spezifisches RNA Aptamer (Sarraf-
Yazdi et al. 2007) und der selektive Angiopoietin Inhibitor AMG 386 (Herbst et al. 2009).
Ebenfalls denkbar wéare, dass Patienten mit hohen versus niedrigen
Serum-Ang-2-Werten sich hinsichtlich der Wirksamkeit antiangiogener Therapien
unterscheiden, die primadr gegen VEGF gerichtet sind. Von verschiedenen
Arbeitsgruppen wurde auf die funktionelle Interaktion von Ang-2 und VEGF hingewiesen
(Holash et al. 1999). Damit drfte eine Inhibition von z. B. VEGF lber monoklonale
Antikdrper  (Lien et Lowman 2008) oder dber VEGFR  spezifische
Tyrosinkinaseinhibitoren (Schenone et al. 2007) eventuell auch biologische Effekte von

Ang-2 modulieren.
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6. Zusammenfassung

Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren stellen eine heterogene
Tumorentitat mit unterschiedlichen klinischen Verlaufen dar. Das sezernierte Protein
Angiopoietin-2 ist an der Regulation von Tumor assoziierter Angiogenese beteiligt. Fur
viele Tumorentitaten ist die Uberexpression und/oder eine de novo Expression
beschrieben, die Situation in NETs ist bislang nur unzureichend charakterisiert.

In dieser Arbeit wurden von 90 GEP-NET-Patienten mittels ELISA die
Ang-2-Serumspiegel bestimmt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Ang-2 im Serum
statistisch hoch signifikant erhdht gegeniiber Seren gesunder Probanden vorliegt
(p<0,001). Bei 42 der Patienten konnten die Ang-2-Serumspiegel dariber hinaus mit
klinischen und pathologischen Parametern korreliert werden. Keine Korrelation zeigte
sich im Hinblick  auf Primarlokalisation, Funktionalitat/Nonfunktionalitat,
PrimartumorgrofRe, Lymphknotenmetastasierung und LymphgefaRRinvasion. Patienten
mit Metastasen, speziell mit Lebermetastasen, hatten statistisch hoch signifikant héhere
Ang-2-Serumspiegel (p=0,0005 und p=0,0012). Weiterhin zeigte sich eine Erhdéhung
von zirkulierendem Ang-2 in schlecht differenzierten G3-Tumoren gegentber G1- und
G2-Tumoren (G3 vs. G1/G2 p=0,018). Serum-Ang-2-Spiegel korrelierten schwach, aber
signifikant mit dem Serum-Tumormarker Chromogranin A (r=0,4370, p=0,0043).
Schlief3lich hatten Patienten mit niedrigen oder durchschnittlichen Serum-Ang-2-Werten
(< 75%-Perzentile) eine signifikant verlangerte Uberlebenszeit (n. d. versus 13 Monate,
p=0,0006, HR=0,05801, 95%-KI 0,01148-0,2930).

Die hier erhobenen Befunde werden von weiteren Resultaten der betreuenden
Arbeitsgruppe zur Ang-2-Expression in NET-Patientenproben und der Funktion von
Ang-2 in NET-Xenografts in vivo flankiert, welche die de novo Expression von Ang-2 in
neuroendokrinen Tumoren und eine funktionelle Rolle von Ang-2 fir lymphogene
Metastasierung belegen.

Insgesamt dokumentieren die hier an NETs erbrachten Daten einen Uberzeugenden
Zusammenhang zwischen Krankheitsprozess und Ang-2, wobei die Ergebnisse nahe
legen, dass Ang-2 ursachlich an einem aggressiveren Krankheitsverlauf beteiligt ist.
Besondere Bedeutung fur die Translation in die Klinik hat die Beobachtung, dass ein
stark erhthter Ang-2-Serumspiegel erstmalig als prognostischer Parameter bezlglich

des Uberlebens von GEP-NET-Patienten etabliert werden konnte.
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