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1. Einleitung

Neuroendokrine Tumore (NET) sind langsam wachsende Tumore, die iiberall im Koérper
auf dem Boden von neuroendokrinen Zellen entstehen koénnen. Aufgrund ihres
Verteilungsmusters handelt es sich bei NET um heterogene Tumoren, die sich sehr
unterschiedlich verhalten kénnen [1, 2]. Manche dieser Tumoren sind funktionell aktiv,
sezernieren Hormone und Peptide und fiihren dann zu Symptomen wie Hypoglykdamie,
Diarrh6 oder peptischen Ulzera. Diese funktionell aktiven NET, die meist aufgrund der
Symptome diagnostiziert werden, sind von den funktionell inaktiven Tumoren zu
unterscheiden. Die Erstdiagnose von funktionell inaktiven NET erfolgt oft wegen der
lokalen Tumorausdehnung [3]. So werden Patienten mit NET des Diinndarms nicht
wegen hormonassoziierter Symptome oder der lokalen Ausdehnung des Primartumors
auffallig, sondern indirekt durch Lymphknotenmetastasen. Dieses Phdnomen der
desmoplastischen Reaktion von Lymphknotenmetastasen im Diinndarmmesenterium ist
sogar nahezu pathognomonisch [4].

Die haufigste Entitdt stellen NET des gastroenteropankreatischen Systems (GEP-NET)
dar. Ihre Inzidenz ist liber die letzten Jahrzehnte stark angestiegen (3,65 pro 100.000
Einwohner pro Jahr) [1]. Inzwischen sind GEP-NET so haufig wie beispielsweise
Hodentumore, Morbus Hodgkin, Gliome oder das multiple Myelom [2]. Sowohl in der
Diagnostik als auch in der Therapie dieser Tumore gab es in den letzten Dekaden grofie
Fortschritte [5]. In der Diagnostik hat insbesondere die auf Somatostatinrezeptoren
basierende Schnittbildgebung (DOTA-TATE PET/CT) einen hohen Stellenwert. Mit
dieser Methode konnen auch kleinste Primdrtumore oder Lymphknotenmetastasen
detektiert werden [6]. Eine Anreicherung des Tracers erlaubt auch bereits einen

Riickschluss auf eine zusatzliche Therapiemdéglichkeit. Mit der Radiorezeptortherapie,



bei der therapeutisch wirksame Nuklide verabreicht werden, die dem Somatostatin
ahnlich sind, werden gut differenzierte Tumore gezielt systemisch behandelt [7-9].
Aufierdem stellt die Verwendung von hepatozytenspezifischem Kontrastmittel bei der
Kernspintomographie der Leber einen Zugewinn an diagnostischer Genauigkeit dar. Mit
dieser Modalitit kann die oft diffuse hepatische Metastasierung mit einer hohen
Sensitivitat und Spezifitit erkannt und abgeschatzt werden [10, 11]. Im Falle einer
diffusen hepatischen Metastasierung hat sich die selektive interne Radiotherapie (SIRT)
als zusatzliche Therapiealternative etabliert [12-14].

Zwei grofde prospektiv randomisierte Studien weisen den antiproliferativen Effekt einer
Biotherapie mit Somatostatinanaloga fundiert nach [15, 16]. Dennoch konnte der
Wirkmechanismus dieser Therapie noch nicht abschliefend geklart werden. Das
Erkennen des Wirkprinzips kénnte auch dazu beitragen, Subgruppen zu identifizieren,
die mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit von der Therapie mit Somatostatinanaloga
profitieren - ein wichtiger Schritt hin zur personalisierten Medizin.

Durch eine kontinuierliche Weiterentwicklung der chirurgischen Verfahren, konnte
gerade im Bereich der Pankreaschirurgie die Morbiditat und Mortalitit insbesondere in
Zentren erheblich reduziert werden. Zusatzlich etablierten sich in der Behandlung
kleiner NET des Pankreas (pNET) neben minimal-invasiven Zugangswegen auch
parenchymsparende Resektionen, wie die Enukleation [17, 18]. Diese
Weiterentwicklung der Pankreaschirurgie hat zu einer kritischen Diskussion beziiglich
des Managements (chirurgisch vs. konservativ) von sporadischen hormoninaktiven
pNET < 2 cm gefiihrt. In einer aktuellen multizentrischen, prospektiven Studie wird
daher tiberpriift, ob bei pNET < 2 cm die aktive Beobachtung oder die Resektion mit der

perioperativen Morbiditdt zu einem besseren Langzeitiiberleben fiihrt (ASPEN Studie).



Die relativ niedrige Inzidenz von GEP-NET resultiert in einem Mangel an prospektiv
randomisierten Studien. Daher basieren die meisten Leitlinienempfehlungen auf
retrospektiven Arbeiten aus Patientenregistern mit dem damit verbundenen Bias.
Dennoch finden sich als etablierte Risikofaktoren einerseits die Primartumorgrofde und
andrerseits der Proliferationsindex [19]. Auf Grund der Zentrumsgrofde verfiigen wir an
der LMU Miinchen iiber eine umfangreiche prospektive, monozentrische Datenbank.
Basierend auf dieser Datenbank analysiert die vorliegende Arbeit verschiedene
therapeutische Ansdtze, um prognostische Parameter sowie Risikofaktoren zu
identifizieren. In Anbetracht der erfassten Patientenzahl ermdoglicht die Datenbank eine
entitatsspezifische Auswertung der Ergebnisse (Pankreas vs. Diinndarm) - ein wichtiger
Schritt fiir verlassliche Ergebnisse.

In Bezug auf die grofde Gruppe der Dinndarm NET wurde ein potentieller
prognostischer Einfluss der desmoplastischen Reaktion analysiert. Die postoperative
Morbiditat sowie Mortalitdt waren Fokus einer Studie zur Leberresektion nach SIRT. Ein
weiteres Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss dieser multimodalen Therapie
im Vergleich zu systemischen Verfahren zu analysieren. Der Einfluss der Tumorbiologie
auf das krankheitsfreie Uberleben war Gegenstand einer Studie zu pNET. In weiteren
Studien wurden die Auswirkungen von systemischen Therapien untersucht. Die
direkten Auswirkungen einer Biotherapie mit Somatostatinanaloga untersucht diese
Studien ebenfalls. AufRerdem wurden die Moglichkeiten einer Immuntherapie bei GEP-

NET adressiert und prognostische Faktoren hierbei identifiziert.



2. Teilaspekte und klinische Relevanz

2.1 Prognostische Relevanz der desmoplastischen Reaktion bei Diinndarm NET

Neuroendocrine tumors of the small intestine causing a desmoplastic reaction of the
mesentery are a more aggressive cohort. Surgery

Bosch F, Bruewer K, D'Anastasi M, [lhan H, Knoesel T, Pratschke S, Thomas M, Rentsch
M, Guba M, Werner |, Angele MK. Surgery. 2018 Nov;164(5):1093-1099.

Das Phianomen der desmoplastischen Reaktion des Diinndarmmesenteriums bei NET
des Diinndarms hat direkte klinische Effekte. Die desmoplastisch verdnderten
Lymphknotenbulks kénnen die Durchblutung von Darmabschnitten kompromittieren
und zu Schmerzen sowie Ileusbeschwerden fithren. Umgehungsanastomosen fiihren
zwar zu einer kurzfristigen Symptomkontrolle, verhindern aber nicht die lokalen
Komplikationen und sind daher abzulehnen [20]. Dennoch liegt bisher keine
wissenschaftliche Aufarbeitung der Inzidenz und der prognostischen Relevanz der
desmoplastischen Reaktion vor. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, diese Punkte zu
adressieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die desmoplastische Reaktion bei ca.
einem Drittel der Falle vorkommt. Bemerkenswerterweise korreliert ihr Auftreten dabei
nicht direkt mit den etablierten Risikofaktoren Tumorgrofde und Proliferationsindex.
Dies ist ein Hinweis darauf, dass Diinndarm NET, die sie induzieren, biologisch andere
Tumoren sind. Diinndarm NET, die sie hervorrufen, erscheinen auflerdem biologisch
aggressiver und diese Patienten haben ein signifikant kiirzeres krankheitsfreies
Intervall. Zeichen der erh6hten Tumoraggressivitit sind eine signifikant erh6hte Rate an
Angioinvasion, Lymphangiosis, Perineuralscheideninfiltration und Fernmetastasen.

Aufierdem haben Patienten mit einer desmoplastischen Reaktion gehduft Symptome




(Flush, Diarrhé). Die desmoplastische Reaktion ist inzwischen in den Fokus der
Wissenschaft geriickt, was sich auch in vermehrten Kongressbeitragen zu diesem Thema

widerspiegelt.

2.2 Multimodale Therapie bei neuroendokrinen Lebermetastasen

Radioembolization for neuroendocrine liver metastases is safe and effective prior to
major hepatic resection

Bosch F, Ilhan H, Pfahler V, Thomas M, Knosel T, Eibl V, Pratschke S, Bartenstein P,
Seidensticker M, Auernhammer C], Spitzweg C, Guba MO, Werner ], Angele MK.
HepatoBiliary Surg Nutr. 2019.

Die Diagnose eines GEP-NET wird bei einem Grofdteil der Patienten zufallig aufgrund
von hepatischen Metastasen gestellt. Die Fernmetastasierungsrate korreliert zwar
direkt mit der Tumorgrofde, aber schon sehr kleine Tumore kénnen Lebermetastasen
bedingen. Da GEP-NET oft zu multiplen diffusen Metastasen fiihren, ist deren
Behandlung eine interdisziplinare Herausforderung [3, 5].

Nur sehr wenige Studien haben bisher untersucht, ob nach einer SIRT der Leber eine
Leberresektion sicher durchgefiihrt werden kann [21, 22]. Zu Lebermetastasen von
GEP-NET gibt es hierzu keinerlei Daten. Aufierdem ist es bei den vorliegenden Studien
so, dass diese multizentrische Daten vermischen, unterschiedlichste Entitaten
behandeln und vor allem keine SIRT der gesamten Leber durchgefiihrt haben.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle diese Kritikpunkte berticksichtigt, da aus dem
Zentrum des Habilitanden nur Patienten mit GEP-NET Lebermetastasen untersucht
wurden. Aufderdem erfolgte bei anndahernd 90 % eine SIRT der gesamten Leber, gefolgt
von einer Majorresektion. Diese Arbeit bestitigte, dass eine SIRT prdoperativ sicher

durchgefiihrt werden kann. Auch eine SIRT der gesamten Leber erhoht die Morbiditat
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und Mortalitdt nicht, was wiederum einen neuen Aspekt in der Literatur darlegt. Durch
die Korrelation mit Kontrollkollektiven wurde ein weiterer neuartiger Blickwinkel
gewonnen. Derartige Kontrollkollektive fehlten in den zuvor zitierten Publikationen. In
der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass diffus hepatisch
metastasierte Patienten, die primar als nicht kurativ zu resezieren angesehen wurden,
mittels praoperativer SIRT doch noch kurativ reseziert werden konnten. Dieses
multimodale Konzept, bestehend aus SIRT mit konsekutiver Majorresektion der Leber,
wurde in dieser Studie erstmals fiir Patienten mit diffusen GEP-NET-Lebermetastasen
aufgezeigt. Dieser therapeutische Ansatz ist sicherlich einer hoch selektionierten
Patientengruppe vorbehalten, stellt aber einen innovativen Zugewinn fiir diese Entitit

dar.

2.3 Prognosefaktoren bei Pankreas NET

Surgical treatment of pNET - Experience of a "high-volume" center
Bosch F, Hofmann K, Coenen M, Pratschke S, Thomas M, Knosel T, Bruns C], Guba M,
Werner |, Angele MK. Surg Oncol. 2018 Sep;27(3):409-414.

NET des Pankreas sind gehoren zu den haufigsten GEP-NET, machen aber nur etwa 3 %
aller Pankreasneoplasien aus [23]. Kiinftig werden diese Tumoren jedoch vermehrt
diagnostiziert. Dies ist einerseits auf eine alternde Gesellschaft und andererseits auf den
vermehrten Einsatz von hochauflésenden Bildgebungsverfahren zuriickzufiihren [24].
In den nichsten Jahren kommt diesen Tumoren also eine zunehmende Klinische
Relevanz zu. Trotz der Haufigkeit der pNET wird die bevorzugte Therapie jedoch
international kontrovers diskutiert [25, 26]. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, in

einem chirurgischen Kollektiv von pNET prognostische Faktoren zu identifizieren.




Es wurden insgesamt 88 Patienten in diese Analyse eingeschlossen und sie stellt damit
eine der grofdten monozentrischen Publikationen zu pNET dar. Die Mehrzahl der
Patienten (80,7 %) wurde mit einer onkologischen Standardresektion
(Pankreatikoduodenektomie, Pankreaslinksresektion) versorgt. Die multivariate
Analyse zeigte, dass das Tumorgrading und die lokale Tumorkontrolle unabhéngige
Risikofaktoren fiir das Gesamtiiberleben sowie das krankheitsfreie Uberleben sind.

Da Patienten mit pNET von einer Debulkingoperation profitieren, ist die Behandlung an
Zentren in fortgeschrittenen Stadien zu bevorzugen [27]. In diesem Zusammenhang
konnte nun gezeigt werden, dass multiviszerale Resektionen bei pNET sicher sind. Die
Morbiditat und Mortalitat war bei diesen komplexen Operationen nicht gesteigert. Eine
Operationsindikation bei funktionell inaktiven pNET < 2 cm wird international
kontrovers diskutiert. In der analysierten Kohorte hatten aber auch schon pNET < 2 cm
in nahezu 4 % Lymphknotenmetasen und in etwa 14 % Fernmetastasen. Ein

chirurgisches Vorgehen ist daher auch bei dieser Patientengruppe gerechtfertigt.

2.4 Somatostatinanaloga beeinflussen das microRNA-Expressionsprofil

Treatment with somatostatin analogs induces differentially expressed let-7c-5p and
mir-3137 in small intestine neuroendocrine tumors

Bosch F, Bazhin AV, Heublein S, Briiwer K, Knosel T, Reiter FP, Auernhammer CJ, Guba
MO, Spitzweg C, Werner |, Angele MK. BMC Cancer. 2019 Jun 13;19(1):575.

Die medikamentdse Therapie der GEP-NET hat in den letzten Jahren nur wenige
Fortschritte erzielt und basiert vor allem auf der Graduierung der Tumoren. Gut
differenzierte GEP-NET (G1/G2) werden mit Somatostatinanaloga therapiert. Die

antiproliferativen  Effekte dieser Therapie wurden in zwei prospektiven,




multizentrischen Studien nachgewiesen [15, 16]. Aufgrund der langsamen
Wachstumsrate gut differenzierter GEP-NET wird eine Biotherapie nahezu lebenslang
durchgefiihrt und ist folglich mit hohen Kosten verbunden. Auf welche Weise
Somatostatinanaloga ihre antiproliferative Wirkung ausiiben, ist aber weiterhin unklar.
Aus mechanistischer und therapeutischer Sicht erscheint dieser Punkt relevant, da eine
Patientenselektion aktuell nicht méglich ist.

Daher untersuchte der Habilitand in der vorliegenden Studie, den Effekt den
Somatostatinanaloga auf das microRNA-Expressionsprofil von Diinndarm-NET haben.
MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, nicht kodierende RNA Molekiile (18 -25 Nukleotide),
die sowohl onkogene als auch tumorsupprimierende Eigenschaften entfalten kénnen.
Fiir manche Tumorentititen konnte gezeigt werden, dass miRNAs als prognostische
Biomarker oder sogar als Ansatzpunkte einer zielgerichteten Tumortherapie dienen
konnen [28, 29]. Die einzelnen Subtypen der GEP-NET (Diinndarm, Pankreas) haben
eine eigenstindige miRNA-Signatur und miRNAs kénnen wohl als Biomarker fungieren
[30, 31].

Um direkte Therapieeffekte einer Somatostatinanalogatherapie aufzuzeigen, wurden in
dieser Arbeit bei denselben Patienten miRNA-Expressionsprofile vor und nach Therapie
angefertigt. Zu diesem Zweck wurden jeweils zwei Tumorproben desselben Patienten
analysiert, so dass interindividuelle Unterschiede ausgeschlossen werden konnten. Die
Ergebnisse dieser Studie zeigten erstmals einen direkten Effekt einer
Somatostatinanalogatherapie auf das miRNA-Expressionsprofil. In allen acht
analysierten Patienten waren die miRNA-3137 und let-7c-5p nach Therapie konkordant
runter- (miR-3137) oder hochreguliert (let-7c-5p). Auferdem waren in der
Gruppenanalyse weitere 15 miRNAs differentiell exprimiert (12 runter-, 3

hochreguliert). Dies ist die erste Studie, die Tumorproben jeweils des gleichen Patienten

10



vor- und nach einer Somatostatinanalogatherapie hinsichtlich des miRNA-
Expressionsprofils untersucht hat. Die identifizierten miRNAs konnten kiinftig
moglicherweise als Biomarker dienen, da die Isolation von miRNAs auch aus dem Blut
moglich ist. Die dargestellten Effekte der Therapie auf die miRNA-Signatur erklart die
Wirkweise der Therapie nicht endgiiltig. Die gewonnen Daten dienen aber als Basis fiir
kiinftige Studien. Durch Modulation der betroffen miRNAs in vitro konnte deren

Bedeutung fiir das Therapieansprechen weiter eingegrenzt werden.

2.5 Immunologische Charakterisierung von GEP-NET

Immune checkpoint markers in gastroenteropancreatic neuroendocrine neoplasia
Bosch F, Briwer K, Altendorf-Hofmann A, Auernhammer CJ, Spitzweg C, Westphalen CB,
Boeck S, Schubert-Fritschle G, Werner ], Heinemann V, Kirchner T, Angele M, Knésel T.
Endocr Relat Cancer. 2019 Mar 1;26(3):293-301

Eine systemische Chemotherapie (initial Etoposid plus Cisplatin oder Streptozotocin
plus Fluorouracil) ist bei schlecht differenzierten GEP-NET (G3) indiziert [5]. Es sind
daher innovative Marker gefragt, die einerseits prognostische als auch therapeutische
Relevanz haben. Mittels Checkpoint Inhibitoren konnte in der Therapie des malignen
Melanoms, des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms sowie des Blasenkarzinoms
erstaunliche Ergebnisse erzielt werden [32-34]. Die Moglichkeit einer Immuntherapie
wurde bei GEP-NET bisher nur unzureichend untersucht, da mehrheitlich pulmonale
NETs analysiert wurden [35, 36]. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, ein grofdes
Kollektiv von GEP-NET Patienten hinsichtlich einer potentiellen Immuntherapie zu

charakterisieren.
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Insgesamt wurden 244 Patienten mit einem GEP-NET analysiert. Eine Uberexpression
von PD-1 (programmed death-1) hatten 16,1 % der Tumoren und eine Uberexpression
von PD-L1 (programmed death ligand-1) war in 8,7 % zu sehen. Nahezu jeder fiinfte
Tumor (19,6 %) wies eine vermehrte Infiltration von tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) auf. Die Kombination aus einer Uberexpression von PD-1 und
vermehrte TILs war mit einem signifikant schlechteren Uberleben assoziiert. Das
Grading der Tumore war mit der PD-1 und PD-L1 Expression und der Infiltrationsrate
von TILs assoziiert, wobei schlecht differenzierte GEP-NET eine hohere Rate an
Immunmarkern und TILs aufwiesen. Dies war auflerdem die erste Studie, die eine
Assoziation zwischen dem Grading und TILs in GEP-NET darlegen konnte.

In einer Phase 1b Studie wurde der Effekt des PD-1 Inhibitors Pembrolizumab in GEP-
NET untersucht. Es wurde eine Ansprechrate von 12 % bei einer Stabilisierungsrate des
Tumors von 60 % berichtet. Mit unserer Studie zeigten wir erstmals in einem grofden
Kollektiv, dass Immunmarker einen Einfluss auf das Uberleben bei GEP-NET haben
konnten. Eine Therapie mit Immuncheckpoint Inhibitoren erscheint nach
entsprechender Charakterisierung bei GEP-NET daher eine vielversprechende
therapeutische Alternative darzustellen. Auf diese Weise koénnten Subgruppen
identifiziert werden, die aufderhalb des etablierten Tumorgradings, von einer

innovativen Therapie profitieren.
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3. Zusammenfassung

Generell hat sich gezeigt, dass die klinische Bedeutung von GEP-NET zunimmt. Sie sind
meist im Diinndarm oder Pankreas lokalisiert und zum Diagnosezeitpunkt oft schon
metastasiert. Prognostisch werden GEP-NET anhand ihrer Proliferationsaktivitit und
der Morphologie klassifiziert. Therapeutisch stellt die chirurgische Resektion den
Goldstandard dar. Dies gilt auch im metastasierten Stadium und hier haben
Debulkingoperationen einen hohen Stellenwert. Neben der chirurgischen Resektion gibt
es noch eine Vielzahl an alternativen und supportiven Behandlungsmoglichkeiten. So
stellt beispielsweise die Therapie mit Somatostatinanaloga die Erstlinientherapie bei gut
differenzierten metastasierten oder funktionell aktiven GEP-NET dar. Im Falle von
diffusen Lebermetastasen ist dagegen die selektive interne Radiotherapie ein erprobtes
Verfahren.

Die vorliegende  kumulative  Habilitationsschrift  untersucht verschiedene
Fragestellungen zu GEP-NET. In einer ersten Analyse wurde das Phdnomen der
desmoplastischen Reaktion bei Diinndarm NET untersucht, das nahezu
pathognomonisch fiir diese Entitat ist. Die hier erhobene Studie ist die erste
umfangreiche wissenschaftliche Aufarbeitung zu diesem Thema. Es konnte gezeigt
werden, dass Dinndarm NET, die eine desmoplastische Reaktion hervorrufen,
biologisch aggressivere Tumore sind und diese Patienten ein signifikant verkiirztes
progressionsfreies Uberleben haben. In einer weiteren Studie wurde der positive Effekt
eines innovativen, multimodalen Therapiekonzeptes dargelegt. So wurde die
Radiotherapie von diffusen Lebermetastasen, die in der Folge reseziert wurden, zum
ersten Mal derart umfangreich in einem sehr grofien und homogenen Kollektiv

untersucht. Demnach besteht offenbar ein onkologischer Nutzen in der prdoperativen
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Radiotherapie von Lebermetastasen, und folglich kénnen auch grofde Leberresektionen
hernach sicherdurchgefiihrt werden. Eine weitere Studie befasste sich mit
prognostischen Faktoren bei NET des Pankreas. Dabei zeigte sich, dass sowohl die
Resektion von kleinen Tumoren als auch multiviszerale Resektionen sicher
durchgefiihrt werden kénnen.

Dariiber hinaus behandelt die Habilitationsschrift auch primar nicht chirurgische
Fragestellungen. Der Fokus einer dieser Studien lag auf den Auswirkungen der
Systemtherapie mit Somatostatinanaloga. Durch die Analyse von jeweils einer
Tumorprobe vor und nach der Therapie desselben Patienten konnten erstmals direkte
Auswirkungen der Somatostatinanalogatherapie auf das microRNA-Expressionsprofil
nachgewiesen werden. Das standig wachsende Feld der Immuntherapie war Gegenstand
einer anderen Untersuchung. So wurde erstmals ein grofles Kollektiv von GEP-NET
hinsichtlich ihrer Expression von Immuncheckpointmarkern und der Infiltrationsrate
von tumorinfiltrierenden Lymphozyten charakterisiert. Mit Hilfe der vorgestellten
prognostisch relevanten Charakterisierung konnen in Zukunft Subgruppen identifiziert

werden, die von dieser innovativen therapeutischen Methode profitieren.
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