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1. Einleitung
1.1 Entdeckungsgeschichte des Glykolyse-Stoffwechsels

Bereits zu Beginn des 19. Jahrhunderts gab es Untersuchungen zur alkoholischen
Garung und damit zum Abbau von Zucker im weitesten Sinne. Bis zur vollstindigen
Aufklarung aller Ablaufschritte der Glykolyse (gr. glykys ,siif3‘ und lysis ,Auflésung‘) um
1940 gab es einige besonders hervorzuhebende Entdeckungen.

So konnte der franzosische Chemiker Joseph Louis Gay-Lussac bereits 1815 die
Brutto-Reaktionsgleichung fiir den Abbau von Glucose zu Ethanol aufstellen, ohne
jedoch die Zwischenschritte genau identifizieren zu konnen (1). In den folgenden
Jahrzehnten entbrannte eine wissenschaftliche Kontroverse dariiber, ob diese
alkoholische Garung an den Einfluss von lebendigen Zellen gebunden sei. So stellte Louis
Pasteur im Jahre 1857 die Behauptung auf, dass die alkoholische Gdrung nur unter
Mitwirkung von lebendigen Hefezellen funktionieren kénne. Dieses wurde 1897 durch
Eduard Buchner widerlegt, der aufzeigen konnte, dass auch zellfreie Hefezellextrakte
ausreichen, um die Fermentation zu ermoglichen (2). Mit diesen bahnbrechenden
Entdeckungen wurden Stoffwechselvorgange innerhalb von Lebewesen als eine Folge
von chemischen Reaktionen erklarbar. Nicht zuletzt durch Otto Warburg,
Nobelpreistrager fiir Physiologie und Medizin von 1931, konnten bis 1940 alle
Zwischenschritte und beteiligten Enzyme der Glykolyse aufgedeckt werden. Dabei
konzentrierte sich Otto Warburgs Forschung auf die oxygene Photosynthese, sowie die
genauere Charakterisierung der an den energieliefernden Reaktionen der Atmung und

Garung beteiligten wasserstoffiibertragenden Enzyme (3, 4).

1.2 Grundlagen des Glucose-Stoffwechsels

1.2.1 Glucose-Stoffwechsel

Glucose ist der wesentliche Energietrager fast aller zelluliren Lebewesen. Als
Monosaccharid mit der Strukturformel CsH1206 wird die Glucose den Kohlenhydraten
zugeordnet. Da freie Glucose auf Grund ihrer hydrophilen Eigenschaften nur schwer die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran passieren kann, erfolgt die Aufnahme der Glucose

in die Zellen nach dem Prinzip der erleichterten Diffusion, die mit Hilfe von
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transmembrandren Carrierproteinen, den sog. Glucosetransportern, funktioniert.
Bislang sind 14 verschiedene Arten von Glucosetransportern bekannt (siehe auch 1.3.1)

(5). Die Klasse I der Glucosetransporter, zu der auch die insulinunabhdngigen

Glucosetransporter 1 (GLUT1) und

der Glucoseversorgung der meisten Sdugerzellen. Nach Aufnahme der Glucose in die

Zelle, wird die Glucose durch das

[soformen vorkommt, in Glucose-6-Phosphat umgewandelt (6). Einen schematischen

Uberblick der Glykolyse gibt Abb. 1:

* Hexokinose
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Abb. 1: Zusammenfassung der Glykolyse

Schematische Darstellung der Glykolyse sowie der sich anschliefenden Milchsduregirung. Die drei
irreversiblen Schritte der Glykolyse (Asterisk) werden von den Schliisselenzymen Hexokinase, 6-
Phosphofructokinase sowie Pyruvatkinase katalysiert (Verwendung und Modifizierung mit freundlicher

[

Lactatdehydrogenase

Genehmigung des Urhebers Herrn Dr. med. Felix Gmiinder, 2001, Ziirich).
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Durch diese Phosphorylierung kann das Molekil auf Grund seiner neu gewonnenen
Polaritat die Zelle nicht mehr verlassen. Die intrazelluldre Konzentration des Glucose-6-
Phosphats signalisiert der Zelle die aufgenommene Menge an Glucose und bestimmt
dariiber, welcher der verschiedenen Stoffwechselwege der Glucoseverwertung sich
anschliefdt. Der klassische Abbau des Glucose-6-Phosphats zu Pyruvat (Glykolyse) wird
durch verschiedene Enzyme gesteuert, wobei die Enzyme Hexokinase im ersten und
Pyruvatkinase im letzten Schritt eine limitierende Rolle einnehmen. Die Pyruvatkinase
(PK) (siehe auch 1.3.3) katalysiert dabei die Dephosphorylierung des 2-
Phosphoenolpyruvats zu (Enol-)Pyruvat, wobei ATP entsteht. Neben der
Metabolisierung des Glucose-6-Phosphats tiber den klassischen Weg der Glykolyse,
konnen weitere Glucose-Abbauwege eingeschlagen werden. Hier ist besonders die
Umwandlung von Glucose-6-Phosphat in Ribulose-5-Phosphat im oxidativen Teil und
die sich anschlieffende Umwandlung von Xylulose-5-Phosphat in Glycerinaldehyd-3-
Phosphat im nicht-oxidativen, zweiten Teil des Pentosephosphatwegs zu erwahnen, die
durch das Enzym Transketolase (TKTL) (siehe auch 1.3.4) katalysiert wird. Dabei
entstehen NADPH-Reduktionsaquivalente und Ribosen, die fir die
Nukleinsduresynthese unabdingbar sind (6). Insgesamt wird durch die Glykolyse ein
Molekiil Glucose unter Gewinnung von zwei Molekiilen ATP zu zwei Molekiilen Pyruvat
abgebaut. Unter aeroben Bedingungen wird das Pyruvat in den Mitochondrien mit Hilfe
des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes durch Decarboxylierung in Acetyl-CoA
umgewandelt und findet so den Anschluss an den Citratzyklus, dessen energiereiche
Produkte NADH und FADH2 durch sauerstoffabhdngige, oxidative Phosphorylierung in
der Atmungskette verstoffwechselt werden. Insgesamt betragt die Energieausbeute 32
mol ATP pro mol Glucose, die iiber die Mechanismen der Glykolyse, der
Pyruvatoxidation, des Citratzyklus und der Atmungskette gewonnen werden. Neben
ATP entstehen im Laufe der Zellatmung aus sechs Molekiilen Sauerstoff und einem
Molekiil Glucose sechs Molekiile CO2 und H2O.

Unter anaeroben Bedingungen muss Pyruvat allerdings durch die
Lactatdehydrogenase in Lactat umgewandelt werden, um die fiir den Ablauf der
Glykolyse notwendigen Oxidationsdquivalente NAD* zu generieren. Die Energieausbeute
der anaeroben Glykolyse betragt nur etwa 5% der aeroben Oxidation, ndmlich 2 mol

ATP pro mol Glucose (6). Daher wird unter aeroben Bedingungen in den meisten
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Saugerzellen die anaerobe Glykolyse unterdriickt und die oxidative Phosphorylierung

aus energetischer Sicht favorisiert.

1.2.2 Glucose-Stoffwechsel in Tumoren

Otto Heinrich Warburg hat bereits vor tiber 80 Jahren das zunachst widersinnig
anmutende Phinomen beschrieben, dass die meisten Tumorzellen auch unter
Anwesenheit von ausreichend Sauerstoff ihre Energie liber eine hohe glykolytische
Stoffwechselaktivitat mit der Produktion von Lactat generieren, anstatt die energetisch
wesentlich ergiebigere aerobe Oxidation zu nutzen (7, 8). Dieser besondere
Metabolismus von Tumoren wurde von Otto Warburg als ,,aerobe Glykolyse“ bezeichnet.
Da maligne Tumore aufgrund ihres schnellen Wachstums einen hohen Energiebedarf
decken miissen, jedoch die Energieausbeute der aeroben Glykolyse nur 5% der aeroben
Oxidation betragt, haben solche Tumorzellen Glykolyse-Umsatzraten, die bis zu 200-mal
hoher als bei normalen Zellen gleichen Ursprungs sind. Genau dieser Wechsel in der
Energiegewinnung von Tumorzellen wurde damals von Otto Warburg als die
fundamentale Ursache von Krebserkrankungen postuliert und ist heute unter dem
Begriff der ,Warburg Hypothese“ oder des ,Warburg Effekts“ bekannt (9). Allerdings
besteht heute die Erkenntnis, dass dieser Wechsel in der Energiegewinnung nicht nur
bei Tumorzellen vorkommt, sondern auch bei nicht-malignen proliferierenden Zellen
beschreibbar ist (9). Die genauen Mechanismen und Ursachen des Warburg-Effekts sind
bis dato nur ansatzweise verstanden und Gegenstand intensiver Forschung. So wird
vermutet, dass diesem Phidnomen u.a. folgende drei Mechanismen zu Grunde liegen
(10):
1. Inaktivierung der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung

durch Mutation der mitochondrialen DNA (mt-DNA)
2. Adaptation der Tumorzellen an eine hypoxische Umgebung

3. Onkogenetische Signale.
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1.3 Besondere Proteine des Glucosestoffwechsels

1.3.1 Glucosetransporter

Der Eintritt von Zuckern wie Glucose und Fructose in Sdugetierzellen wird von einer
Gruppe von transmembranaren Transportproteinen (sog. GLUTs = Glucosetransporter)
katalysiert, die zur Familie der sog. major facilitator superfamily gehéren (11). Bei den
Glucosetransportern handelt es sich um triagerproteinvermittelte Uniports, wobei der
Konzentrationsgradient von Glucose iiber die Plasmamembran die fiir den Transport
benoétigte Energie bereitstellt (erleichterte Diffusion). Bislang sind 14 verschiedene
Transporter vom GLUT-Typ bekannt, die in drei Klassen unterteilt werden. Klasse I
stellt die wichtigste Gruppe dar und beinhaltet GLUT1-4 und 14. Klasse Il wird durch
GLUTS5, 7, 9 und 11 gebildet. Klasse III fasst schlielich GLUT6, 8, 10, 12 und 13
zusammen (11).

GLUT1 ist der am weitesten verbreitete Glucosetransporter. Dieser kommt
besonders in fetalen, aber auch in adulten Sdugetierzellen wie Endothelzellen und
Erythrozyten vor. Dariiber hinaus hat dieser Transporter eine besondere Bedeutung fiir
die Glucoseversorgung des Zentralennervensystems, da er vermehrt in den Kapillaren
des Zentralnervensystems, die die Blut-Hirn-Schranke bilden, exprimiert wird. GLUT1
funktioniert insulinunabhangig und weist bei einem Ku-Wert von 1,5 mmol-1-! eine hohe
Substrataffinitat auf. Unter physiologischen Bedingungen ist er nahezu gesattigt (12). So
ist selbst bei geringen Blutzuckerspiegeln die stindige Aufnahme von Glucose in die
Zellen sichergestellt. GLUT3 galt lange Zeit als spezifischer neuronaler
Glucosetransporter. Heute ist aber bekannt, dass dieser auch in Spermien und weif3en
Blutkorperchen exprimiert wird (6, 13). Im ZNS transportiert GLUT3 die Glucose von
der interstitiellen Fliissigkeit in die neuronalen Zellen.

In unterschiedlichsten Tumorarten ist eine Uberexpression von GLUT1 und
GLUT3 zu verzeichnen (14, 16), welches als Grundlage fiir die Darstellung dieser
Tumoren im Rahmen der Positronen-Emissions-Tomographie (siehe auch 1.4.1)
anzusehen ist (17, 18). Gemeinsam haben die beiden Molekiile GLUT1 und GLUT3, dass
diese als einzige aus der Glucosetransporter-Gruppe durch HIF-1 (siehe 1.3.2) reguliert
werden und damit deren Expression dem lokalen Einfluss von Gewebshypoxie

unterworfen ist (18, 19).
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1.3.2 Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1)

Sauerstoffmangel fiihrt zu einer Erhéhung der Erythropoetin (EPO)-Konzentration im
Blut von Saugetieren, die letztendlich eine Erh6hung der Himoglobinkonzentration und
des Hamatokrits zur Folge hat. Im Jahre 1992 gelang es Semenza et al. diesen
Regulationsmechanismus detaillierter zu beschreiben. Sie fanden in der 3'-
Enhancerregion des EPO-Gens eine Bindungsstelle, die unter hypoxischen Bedingungen
von einem Transkriptionsfaktor besetzt ist und die Transkription des EPO-Gens einleitet
(21). Bei dieser Bindungsstelle handelt es sich um einen Promotorbereich namens HRE
(hypoxia response element), der von dem Transkriptionsfaktor hypoxia-inducible factor
1 (HIF-1) besetzt werden kann. HIF-1 ist ein heterodimeres Protein, welches aus einer
grofderen a- und einer kleineren [3-Untereinheit besteht (22). Nur die regulative a-
Untereinheit von HIF-1 ist sauerstoffabhangig reguliert (23), wahrend es sich bei HIF-1f3
um ein Kkonstitutives, sauerstoffunabhingiges Protein handelt, das auch als aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) bekannt ist (24). Unter
normoxischen Bedingungen ist HIF-1a instabil und wird mit einer Halbwertszeit von
nur wenigen Minuten degradiert, nachdem die a-Untereinheit an zwei spezifischen
Prolyl-Resten hydroxyliert wurde. Diese Hydroxylierung fiihrt dazu, dass HIF-1a tliber
das Von Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor-Gen Produkt (pVHL) proteosomal destruiert
wird (25). Erst unter Hypoxie wird HIF-1a stabilisiert, da in diesem Falle die den Abbau
von HIF-1la einleitende Hydroxylierung unterbleibt (26). Nach Stabilisierung der o-
Untereinheiten kommt es zur sukzessiven Dimerisierung mit der f3-Untereinheit. Diese
im Zytosol entstandenen Dimere stellen die aktive Form des Transkriptionsfaktors HIF-
1 dar und fiithren nach Migration in den Nukleus durch Bindung an die o.g. HRE-
Enhancerbereiche zur Transkription unterschiedlicher Zielgene, die am
Glucosestoffwechsel, der Angiogenese sowie dem Zellzyklus beteiligt sind (27) (siehe

Abb. 2).
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Abb. 2: Zusammenfassung der Regulationsmechanismen der HIF-1-Kaskade

Unter (a) wird die HIF-1-Kaskade bis zum finalen proteasomalen Abbau bei normoxischen Bedingungen
skizziert. Demgegeniiber illustriert (b) die HIF-1-Kaskade unter hypoxischen Bedingungen, die zur
Aktivierung von zahlreichen Zielgenen fiihrt. 2-0G = 2-Oxoglutarat, PHD = Prolyl-4-Hydroxylase, OH =
Hydroxylierung, OAc = Acetylierung, Ub = Ubiquitin, P300/CBP = Coaktivator/CREB-binding protein
(Verwendung mit freundlicher Genehmigung der Urheberin Frau Dr. med. Margaret Ashcroft, 2005,
Sutton).

Demnach kann dem Protein HIF-1 die Rolle des entscheidenden Sauerstoffmessfiihlers
in Sdugetieren zugeschrieben werden. Durch diese komplexe Vernetzung von HIF-1 mit
verschiedenen Zellregulationsmechanismen spielt dieses Protein eine wichtige Rolle in
der Krebsentstehung und -progression. Beispielsweise ist in den meisten schnell
wachsenden Tumorarten ein Missverhdltnis von Sauerstoffangebot und -bedarf zu
verzeichnen, da die der Blutversorgung dienende Kapillarisierung nicht mit der
Wachstumsgeschwindigkeit des neu entstehenden Tumorgewebes Schritt halten kann.
Es entstehen Bereiche innerhalb des Tumors, die eine signifikant geringere O3-
Konzentration aufweisen als im gesunden Gewebe. Hier stellt die Expression von HIF-1a
somit die essentielle Anpassung des Tumors an lokale Hypoxiezustinde dar, die die
Expression der Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 sowie die der Glykolyse
katalysierenden Enzyme induziert, zudem die Angiogenese liber Transkription des

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) begiinstigt und die Lipid- und

Nucleotidsynthese fordert (28). So konnte in murinen HIF-1-Knockout-Xenografts
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gezeigt werden, dass Pankreaskarzinomzellen eine Wachstumsinhibition erfahren, die
durch eine Reduktion der Uberexpression von GLUT1 und der glykolytischen Enzyme
bedingt ist (29).

1.3.3 Pyruvatkinase M2 (PKM2)

Die Pyruvatkinase ist ein Enzym, das einen der drei irreversiblen Schritte der Glykolyse
katalysiert (siehe auch 1.1). Bei diesem Schritt wird eine Phosphatgruppe von
Phosphoenolpyruvat auf Adenosindiphosphat (ADP) iibertragen, so dass letztendlich ein
Molekiil Pyruvat und ein Molekiil Adenosintriphosphat (ATP) entstehen (6). Die
Enzymaktivitit der Pyruvatkinase wird von ihrem eigenen Substrat,
Phosphoenolpyruvat, und von einen Zwischenprodukt der Glykolyse, namlich Fructose-
1,6-Bisphosphat, im Sinne eines positiven allosterischen Effekts bestimmt. So erhoht
sich die Glykolyseumsatzrate, wenn mehr Substrate zur Verfiigung stehen. ATP sowie
Alanin hemmen das Enzym, wenn gentligend Bausteine vorhanden sind.

Beim Menschen gibt es vier Isoformen der Pyruvatkinase, die in verschiedenen
Gewebetypen lokalisiert sind (30). PK-L wird als fiihrendes Isoenzym vorrangig in
Geweben mit Gluconeogenese-Aktivitit wie Leber und Niere exprimiert. Die Isoform PK-
R findet sich in Erythrozyten. Beide Isoformen (PK-L und PK-R) werden von demselben
Gen codiert, aber von verschiedenen Promotoren reguliert (31). PKM1 wird vor allem in
Geweben hergestellt, die schnell grofse Mengen von Energie bereitstellen miissen, wie es
im Muskel, Herz und ZNS der Fall ist. Die Isoform PKM2 ist charakteristisch fiir Zellen,
die eine hohe Rate an Nucleinsduresynthese aufweisen. Dazu gehoren proliferierende
Zellen wie fetale und adulte Stammzellen, aber auch im besonderen Mafde Tumorzellen
(32), die sich mit Hilfe von PKM2 wechselnden Sauerstoff- und Nahrstoffbedingungen

anpassen konnen (32-34).

1.3.4 Transketolase-like-1 (TKTL1)

Transketolasen sind Enzyme, die in Pflanzen, Bakterien und Tieren vorkommen und
Ketolgruppen tiibertragen. Zusammen mit der Enzymaktivitit der Transaldolasen, die
Aldol-Gruppen iibertragen, stellen diese Enzyme das Verbindungsstiick zwischen der
Glykolyse und dem Pentosephosphatweg dar (siehe auch 1.1).

Im Rahmen des Pentosephosphatwegs entstehen NADPH--

Reduktionsdquivalente, die in anderen Stoffwechselwegen wie der Fettsaure- und
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Steroidbiosynthese bendétigt werden. Zu Geweben mit aktiven Fettsdurebiosynthesen
gehoren die Leber, das Fettgewebe und die laktierende Brustdriise. Eine verstiarkte
Cholesterin- und Steroidhormonbiosynthese erfolgt in Organen wie der
Nebennierenrinde, dem Ovar und dem Hoden. Da fir den Ablauf des
Pentosephosphatwegs die Reoxidation des gebildeten NADPH zu NADP- unverzichtbar
ist, kommt der Pentosephosphatweg zum Erliegen, wenn die obligat aerob arbeitende
Fettsdure- und Steroidbiosynthese unter anaeroben Bedingungen inaktiv werden muss
und folglich kein NADP- mehr generiert wird (6). Dariiber hinaus entsteht im Rahmen
des Pentosephosphatwegs Ribose-5-Phosphat, welches fiir die Nukleotid- und
Nukleinsdure-Biosynthese verwendet wird, die gerade bei schnell proliferierenden
Geweben von elementarer Bedeutung ist. Bis dato sind drei verschiedene Isoformen der
Transketolase bekannt, die von den Genen TKT, TKTL1 und TKTL2 codiert werden (35).

In Tumorzellen ist iiberwiegend die Isoform TKTL1 hochreguliert (36).

1.4 Die "*FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

1.4.1 Prinzip der ®FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

Die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein bildgebendes Verfahren der
Nuklearmedizin, das Schnittbilder vom lebenden Organismus erzeugt, indem es die
Verteilung einer radioaktiv markierten Substanz (=Tracer) im lebenden Organismus
darstellt und so eine Aussage iiber biophysiologische Vorgdnge im Sinne einer
funktionellen Bildgebung ermdglicht.

Bei der PET-Untersuchung werden sog. Positronenstrahler als Tracer verwendet.
Dabei handelt es sich um Atomkerne, die ein positiv geladenes Elektron (Positron, {3*)
emittieren. In unmittelbarer Nahe zum Entstehungsort vereinigt sich das Positron mit
einem Elektron (), wodurch die Masse beider Teilchen in Strahlungsenergie, sog.
Vernichtungsenergie, umgewandelt wird. Diese entstandene Vernichtungsenergie
entfernt sich in Form von zwei diametral gerichteten Gammaquanten (Photonen) mit
exakt je 511 keV vom Entstehungsort (37). In einem dedizierten PET-Gerat sind eine
Vielzahl wie bei Gammakameras aufgebaute Kristall-/Photomultiplier-Einheiten zu
einem zirkuldren Detektorring zusammengefiigt. Die beiden beim Positronenzerfall
entstehenden Vernichtungsstrahlen werden von direkt gegeniiberliegenden Detektoren

als Koinzidenzereignis aufgenommen. Durch dieses Koinzidenzereignis ergibt sich
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physikalisch eine sogenannte ,line of response®, auf der an irgendeiner Stelle der Zerfall
stattgefunden haben muss. Die Uberlagerung einer grofen Summe dieser lines of
response fiithrt dann zur Erzeugung eines zweidimensionalen Schnittbildes (siehe Abb.

3).

Kristallringe

Koinzidenz- und

%511 keV ) :
Cramma-=Cuanten Schichibild Bildrekonstrukticn

Abb.3: Schematische lllustration der Funktionsweise der Positronen-Emissions-Tomographie
Die durch den intravenos injizierten Tracer bedingte Emission von sich diametral ausbreitender
Vernichtungsstrahlung wird im Detektorring, der aus vielen Gammakamera-dhnlichen Einheiten besteht,
als Koinzidenzereignis registriert und anschliefend durch aufwindige Berechnungsschritte zu einem
zweidimensionalen Schnittbild zusammengesetzt (Verwendung mit freundlicher Genehmigung des
Urhebers Herrn Dr. Jens Langner, 2003, Dresden).

Entscheidend ist, dass die Menge der entstandenen Gammastrahlung proportional zur
Menge des sich an einem Ort befindlichen Radionuklids ist und somit die von den PET-
Detektoren gemessene Signalstarke vom Tracer-Aufnahmeverhalten des jeweiligen
Korperareals abhangig ist. Dieses biophysikalische Prinzip ermdoglicht einen
funktionellen Einblick in den Organismus.

Bei der 1¥FDG-PET-Untersuchung wird das Glucose-Analogon 2-Fluor-2-Deoxy-D-
Glucose (18FDG) verwendet. Bei diesem ist an der zweiten Stelle des Glucose-Molekiils
eine Hydroxylgruppe durch das radioaktive Isotop 8Fluor ersetzt. Die Halbwertzeit von
18Fluor betrdgt ca. 110 Minuten und dessen Zerfallsenergie wird mit 1,656 MeV

angegeben. Diese radioaktive Markierung des Glucose-Biomolekiils dndert dessen
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chemische Eigenschaften nicht grundlegend, so dass die Markersubstanz dhnlich wie das
unverdanderte Molekiil tiber Glucosetransporter (siehe auch 1.3.1) in die Zellen
aufgenommen wird (17). Anschlieféend kann aber nur die durch Hexokinase katalysierte
Phosphorylierung des verwendeten Tracers 8FDG zu 18FDG-6-Phosphat stattfinden,
nicht aber dessen weitere Metabolisierung, so dass 18FDG-6-Phosphat in der Zelle
akkumuliert. Dieser Prozess wird als ,metabolic trapping“ bezeichnet und ist
entscheidend fiir die klinische Anwendung in der Positronen-Emissions-Tomographie
(17). Dabei wird vorausgesetzt, dass dem radioaktiv markierten Tracer ausreichend Zeit

eingeraumt wird, sich im Korper zu verteilen.

1.4.2 Grundlagen fiir die Interpretation der '®FDG-PET-Daten

Die korrekte Interpretation der durch die 8FDG-PET erhobenen Daten erfordert
differenzierte stoffwechselphysiologische und differentialdiagnostische Kenntnisse
einer Aktivititsmehranreicherung. Zu den Geweben, die physiologisch ein erhdhtes
Glucose-Aufnahmeverhalten zeigen, gehoren stark stoffwechselaktive Gewebe wie zum
Beispiel Herz, ZNS, Knochenmark, lymphatisches Gewebe, z.B. der Waldeyersche
Rachenring und die Wand des Gastrointestinaltrakts. Aber auch Koérperregionen, die
einen entziindlichen Prozess oder einen Heilungsprozess mit konsekutiv erhohter
Durchblutung und erhéhtem Metabolismus aufweisen, zeigen eine Akkumulation des
radioaktiven Tracers. Auflerdem erzeugen Zustinde wie Frieren oder aktive
Muskelarbeit eine erhohte Traceraufnahme.

Da der Anteil des injizierten 18FDG, der nicht iiber die Glucosetransporter in die
Zellen aufgenommen wurde, fast ausschliefilich renal ausgeschieden wird, gehort auch
das Urogenitalsystem zu den Orten erhohter Positronenemission. Diese moglichen
Ursachen eines vermehrten Emissionssignals werden u.a. zu den sog. ,pitfalls“ der
18FDG-Positronen-Emissions-Tomographie gezdhlt (38). Davon abzugrenzen sind
neoplastische Gewebe, die in der Mehrzahl der Fille, durch eine hohe
Proliferationsaktivitit und einen erhohten Glucosemetabolismus gekennzeichnet sind
und daher ebenfalls in der !8FDG-PET-Untersuchung durch eine erhohte

Traceranreicherung auffallen.
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1.4.3 Standardized uptake value

Aus den bei der 18FDG-PET-Untersuchung erhobenen Rohdaten entsteht ein
dreidimensionales Abbild der Aktivitdtsverteilung im beobachteten Koérperareal des
Patienten, wobei die ortliche Zerfallsaktivitdt abhangig von der Konzentration des dort
befindlichen 18FDG-Radiopharmakons ist. Die Notwendigkeit eines Vergleichspara-
meters fiir unterschiedliche 8FDG-PET-Untersuchungen wird sowohl bei intra-
personeller (z.B. wihrend eines Therapie-Monitorings bei einem Patienten), als auch
interpersoneller (z.B. Bestimmung des Schweregrads einer Erkrankung im kollektiven
Vergleich) Betrachtung deutlich (39). Bis dato ist der dimensionslose ,Standardized
uptake value“ (SUV) der Vergleichsparameter mit der grofdten internationalen
Verbreitung. Dieser Wert quantifiziert die Anreicherung des radioaktiven Tracers an
einer bestimmten Stelle des Korpers (,region of interest® (ROI)), indem die Anzahl der
,counts“ (Messsignale) pro PET-Volumendatensatz (cm3) in Verhdltnis zur injizierten

Aktivititsmenge (MBq) pro Korpergewicht (kg) gesetzt werden.
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Bei homogener Verteilung des injizierten radioaktiven Tracers im ganzen Korper des
Patienten ware der SUV-Wert definitionsgemafd 1. Werte iiber 1 beschreiben eine
Anreicherung, wahrend Werte unter 1 im Vergleich eine Abnahme reprasentieren.
Allerdings findet im Korper keine Gleichverteilung statt. Im gesunden Gewebe liegen
durchschnittlich SUV-Werte von 1-2 vor, wiahrend im stoffwechselarmen Fettgewebe,
das nahezu gar kein 8FDG aufnimmt, ein SUV-Wert kleiner 1 erreicht werden kann (40).
Auf der Suche nach einem Cut-Off-Wert, der die Grenze zur pathologischen 18FDG-
Aufnahme am besten beschreibt, wurden verschiedene Parameter untersucht. Der sog.
SUVmean konnte sich in der Praxis nicht durchsetzen, da die Messung des mittleren SUV
innerhalb eines Untersuchungsgebiets (,region of interest® (ROI)) mafdgeblich von der
genauen Definition und Abgrenzbarkeit ebendieses Untersuchungsgebiets (z.B. irregular
konfigurierte Tumorldsion) abhdngig ist und dies durch Faktoren wie Bildrauschen,
Partialvolumeneffekt und eine eingeschriankte Auflésung nicht mit ausreichender
Genauigkeit durchfiihrbar ist (41). Demgegeniiber haben sich je nach Tumorart in der
Literatur SUVmax-Werte zwischen 2,5 und 4,5 etabliert (42-44). Der SUVmax-Wert
beschreibt den maximalen FDG-Aufnahmewert in einem einzelnen Pixel innerhalb

einer definierten Flache (ROI). Die im Folgenden verwendete Abkiirzung ,SUVmax;“
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steht fiir den initialen, also vor der Chemotherapie gemessenen Standardized uptake
value, wahrend ,SUVmax;“ den nach der Chemotherapie gemessenen Wert

reprdsentiert.

1.4.4 Bedeutung der "*FDG-PET fiir die Tumordiagnostik

Seit Einfiihrung der 18FDG-Positronen-Emissions-Tomographie im Jahre 1972 hat sich
deren Anwendungsbereich stetig erweitert. Neben kardiologischen und neurologischen
Indikationsstellungen wie der Herzinfarkt-, Epilepsie- und Demenzdiagnostik, hat die
I8FDG-Positronen-Emissions-Tomographie mittlerweile einen festen Platz in der
Onkologie, wobei bevorzugt folgende Anwendungsgebiete bestehen (37, 38):

 Diagnose maligner Erkrankungen

e Grading maligner Erkrankungen

« Staging/Restaging

» Bestimmung des aggressivsten Anteiles eines Tumors im Rahmen der Biopsieplanung
» Therapiekontrolle wahrend und nach Abschluss der Tumorbehandlung

 Beurteilung eines initialen Therapieansprechens zur Prognoseableitung

 Planung einer kurativen oder palliativen Radiotherapie

e Untersuchung von Patienten mit Metastasen eines unbekannten Primdrtumors
(,Cancer of unknown Primary“-Syndrom)

e Unterscheidung zwischen Tumorrezidiven und Residuen (Narben) einer

Tumorbehandlung.

Insbesondere bei nicht-kleinzelligen (NSCLC) und kleinzelligen Bronchialkarzinomen
(SCLC) sowie bei malignen Lymphomen kommt die 18FDG-Positronen-Emissions-
Tomographie heute regelmafdig und sehr kosteneffektiv zum Einsatz (45). Sie gilt als ein
hochsensitives Untersuchungsverfahren. Eingeschrankt wird ihr klinischer Nutzen
allerdings dadurch, dass im klinischen Einsatz die Ortsauflosung auf 4-6 mm begrenzt
ist und sich Aktivititsanreicherungen wegen der unzuldnglichen Kontrastierung
anatomisch nicht immer einwandfrei zuordnen lassen. Daher werden heutzutage die bei
einer computertomographischen Untersuchung erhobenen Daten iiber die genaue
Morphologie mit den Daten einer gleichzeitig oder separat abgelaufenen 8FDG-PET

kombiniert (PET/CT) (46, 47), um Aktivitatsanreicherungen radiomorphologisch sicher
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einordnen zu konnen. Kombinierte PET/MRT-Gerate finden gegenwartig Einzug in den

klinischen Alltag.

1.4.5 Strahlenexposition

Im Rahmen der Positronen-Emissions-Tomographie kommen radioaktive Substanzen
zum Einsatz, die die Patienten ionisierender Strahlung aussetzen, wie es auch bei
anderen Bildgebungsverfahren (z.B. Computertomographie und Angiographie) der Fall
ist. Die Strahlenexposition fiir den Patienten wird in Form der Aquivalenzdosis mit der
Einheit ,Sievert® angegeben. Die Aquivalenzdosis ist definiert als die durch die
ionisierende Strahlung vom Korpergewebe aufgenommene Energiedosis multipliziert
mit einem Strahlungswichtungsfaktor, welcher die unterschiedliche relative biologische
Wirksamkeit der verschiedenen Strahlungsarten beriicksichtigt (48).

Bei der 18FDG-Positronen-Emissions-Tomographie eines Erwachsenen, dem 350
MBq verabreicht werden, lasst sich die Strahlenexposition mit ca. 7 mSv bemessen. Zum
Vergleich liegt die durchschnittliche natiirliche Strahlenexposition in Deutschland bei
2,4 mSv pro Jahr, die durchschnittliche Strahlenexposition einer Rontgen-Thorax-
Untersuchung im p.a. Strahlengang bei ca. 0,1 mSv und die einer Computertomographie-
Untersuchung des Thorax bei ca. 7-11 mSv (49). Da sich die Aquivalenzdosen der in der
Mehrzahl der Falle gemeinsam durchgefiihrten PET- und CT-Untersuchung addieren,
sollte insgesamt die Indikationsstellung (siehe auch 1.4.3) zurilickhaltend gestellt

werden.

1.5 Solide Tumoren des Kindes- und Jugendalters

1.5.1 Osteosarkom

Knochentumoren machen ca. 10% der soliden malignen Tumoren und ca. 1% der
malignen Tumoren insgesamt im Kindes- und Jugendalter aus. lhre Einteilung wird
anhand ihrer Histogenese vollzogen. Das Osteosarkom (0OS), auch osteogenes Sarkom
genannt, ist der haufigste maligne Knochentumor mit einem Altersgipfel bei ca. 15
Jahren (50). Bevorzugt wachst der osteoidbildende Tumor metaphysar in den langen
Rohrenknochen und in Nachbarschaft zum Kniegelenk. Das klinische Erscheinungsbild
kann von Schmerzen, Schwellung und Bewegungseinschrankung gepragt oder vollig

asymptomatisch sein. Radiologisch kann das Osteosarkom sowohl osteolytisch, als auch
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osteosklerotisch erscheinen. Typisch sind Periostabhebungen und sog. Spiculae, deren
morphologisches Korrelat das senkrecht zum Knochen in die Umgebung wachsende
Tumorosteoid ist. Eine wichtige radiologische Differentialdiagnose stellt die chronische
Osteomyelitis dar (51). Der Tumor metastasiert vorrangig hamatogen in die Lunge.
Ursachlich konnte ein Zusammenhang mit der Inaktivierung des Tumorsuppressorgens
RB auf Chromosom 13 nachgewiesen werden, das ebenfalls beim Retinoblastom, einem
bosartigen Netzhauttumor, betroffen ist (52). Allerdings deuten weitere Studien auch
auf Zusammenhange mit Chemikalien, Viren und Bestrahlungsexposition hin, so dass die
Atiologie des Osteosarkoms bis dato als nicht vollstindig geklart gilt (53). In ca. 1% der
Fille entwickelt sich aus der Erkrankung der Osteodystrophia deformans (Syn. Morbus
Paget) ein sekundires Osteosarkom (54). Laut Weltgesundheitsorganisation (World
Health Organization, WHO) werden die Osteosarkome in zwei Hauptgruppen, in das
zentrale (medulldre) und das oberflachliche (periphere) Osteosarkom eingeteilt (55).
Die zentralen Osteosarkome gliedern sich wiederum in die Kklassischen, die
teleangiektatischen, die klein- und rundzelligen und die zentral gut differenzierten (low-
grade) Osteosarkome auf. Bis auf Letztere verhalten sich alle Unterformen ausgepragt
bosartig. Bei den klassischen Osteosarkomen koénnen histologisch drei Subtypen
unterschieden werden: osteoblastisch, chondroblastisch und fibroblastisch. Die
oberflachlichen Osteosarkome unterteilen sich in die parostalen (juxtakortikalen), die
periostalen und die oberflachlichen high-grade Osteosarkome (55). Je nach Unterform
und Grading des Tumors kann sich die Therapie und Prognose erheblich unterscheiden,
so dass die Therapie von einer rein chirurgischen Intervention bis zur einer aggressiven
Therapie, bestehend aus neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie, sowie radikaler
Operation reichen kann (56). Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist stadienabhingig und
konnte bei Betrachtung aller Osteosarkome durch die neuen interdisziplindaren
Therapieansatze von 22% im Jahre 1965 auf 67% im Jahre 2002 gesteigert werden (57).
Um das Tumoransprechen auf eine chemotherapeutische Intervention durch eine
histologische Beurteilung bewerten zu kdnnen, hat sich seit 1983 die Salzer-Kuntschik

Klassifikation (58) im deutschen Sprachraum durchgesetzt (siehe Tabelle 1).
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Regressionsgrad 1: Keine vitalen Tumorzellen

Regressionsgrad 2: Einzelne vitale Tumorzellen / Zell-Cluster von 0,5 cm
Regressionsgrad 3: Vitaler Tumor <10% der Gesamttumormasse
Regressionsgrad 4: Vitaler Tumor 10-50% der Gesamttumormasse
Regressionsgrad 5: Vitaler Tumor > 50% der Gesamttumormasse
Regressionsgrad 6: Kein Effekt der Chemotherapie

Tabelle 1: Salzer-Kuntschik Klassifikation

Grundlage dieser sechsstufigen Klassifikation ist das Maf3 der im Verlauf einer Chemotherapie
verbliebenen, vitalen Tumorareale an der Gesamttumormasse in mittels Immunhistochemie untersuchten
Gewebeproben.

Die Grade 1-3 (<10% vitaler Resttumor) stehen in der Regel fiir ein Ansprechen
(Responder), die Grade 4-6 (210% vitaler Resttumor) fiir ein unvollstandiges oder
ganzlich fehlendes Ansprechen (Non-Responder) auf die neoadjuvant durchgefiihrte
Chemotherapie. Urspriinglich wurde diese Klassifikation von Salzer-Kuntschik et al. im
Rahmen der Therapie von Osteosarkomen entwickelt. Heutzutage beschrankt sich ihr
Einsatzgebiet nicht mehr nur auf Osteosarkome, sondern findet auch Verwendung in der
Behandlung von anderen soliden Tumoren (z.B. Ewing-Sarkomen) im Kindesalter. Fir

die Neuroblastome wird diese Klassifikation jedoch nicht angewendet.

1.5.2 Ewing-Sarkom

Das Ewing-Sarkom (EWS) ist nach dem Osteosarkom der zweithdufigste maligne
Knochentumor des Kindesalters mit einem Altersgipfel bei 15 Jahren (59). Die
Markhohle des Beckens, die diaphysaren Bereiche der langen Rohrenknochen und die
platten Knochen wie z.B. die Scapula, sind die haufigsten Primarlokalisationen des
Tumors. Seine Entstehung in den Rippen ist zwar nicht haufig, aber bei Vorhandensein
charakteristisch fiir das Ewing-Sarkom. Klinisch kann es durch Schmerzen, Schwellung
und Bewegungseinschrankung in Erscheinung treten. Konventionell-radiologisch ist
eine ,zwiebelschalenartige” periostale Reaktion im betroffenen Bereich typisch. Da das
Ewing-Sarkom konventionell-radiologisch als chronische Osteomyelitis oder
Osteosarkom fehlgedeutet werden kann, ist zur Differenzierung eine
kernspintomographische Untersuchung angezeigt.

Durch neuere wissenschaftliche Erkenntnisse werden die Ewing-Sarkome

mittlerweile der ilibergeordneten Familie der Ewing-Tumoren zugewiesen. Zu dieser
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Gruppe zdhlen aufierdem der seltene extraossire Ewing-Tumor, das periphere
Neuroepitheliom, der Askin-Tumor der Thoraxwand wund der primitive
neuroektodermale Tumor (PNET) (60). Histologisch prasentiert sich das Ewing-Sarkom
als klein-, rund- und blauzelliger Tumor. Histogenetisch zeigen Studien, dass sein
Ursprung in entarteten Neuralleisten-Vorlauferzellen liegt (61). Molekulargenetisch
lasst sich bei 85-95% aller Gruppenmitglieder der Ewing-Tumoren die Translokation
t(11;22)(q24;q12) nachweisen (62). Diese pathognomonische Translokation beinhaltet
das auf Chromosom 22 lokalisierte EWS-Gen (Ewing sarcoma gen) und das auf
Chromosom 11 befindliche ETS-Gen (erythroblastosis virus transferring sequence gen),
wodurch Transkriptionsfaktoren entstehen, die essentiell fiir die Pathogenese sind (63).
Bei Diagnosestellung haben bereits durchschnittlich 25% der Falle hamatogen, vor
allem in Lunge und Knochen, metastasiert. Die Therapie ist aggressiv: zusatzlich zur
neoadjuvanten Chemotherapie und radikalen Operation hat die postoperative
Radiochemotherapie einen festen Stellenwert in der Behandlung. Die Prognose ist
mafdgeblich von der Tumorausbreitung abhidngig. Die durchschnittliche 5-Jahres-
Uberlebensrate der Ewing-Sarkome iiber alle Stadien hinweg lag im Jahre 2002 bei 63%
(64).

1.5.3 Neuroblastom

Mit 9% aller malignen Erkrankungen im Kindesalter liegt das Neuroblastom (NB) nach
der akuten lymphatischen Leukdmie, den ZNS-Tumoren und den malignen Lymphomen
an vierter Stelle der Haufigkeitsverteilung. Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung
betragt zwei Jahre, wobei 90% aller Neuroblastome vor dem fiinften Lebensjahr
auftreten. Zu den haufigsten Manifestationsorten gehoéren das Nebennierenmark, der
sympathische Grenzstrang und die Paraganglien. Diese Lokalisationen sind dadurch
erklarbar, dass die neuroendokrin-aktiven Neuroblastome als Abkoémmlinge der
Neuralleistenzellen angesehen werden (65). Da 70% aller Neuroblastome im
Retroperitoneum lokalisiert sind, dufdert sich dieser Tumor klinisch haufig erst durch
seinen raumfordernden Effekt in Form von neurologischen Ausfallserscheinungen oder
Harnwegs- und Darmproblemen. Je nach Lokalisation kann sich das Neuroblastom aber
auch durch ein Horner-Syndrom, ein Brillenhdmatom oder ein Opsomyoklonus-Ataxie-
Syndrom manifestieren (66). Die Metastasierung erfolgt friihzeitig, so dass bei

Diagnosestellung bereits 50% aller Neuroblastome in Lymphknoten, Leber und
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Knochenmark gestreut haben. Durch die neuroendokrine Aktivitit der Neuroblastome
kommt neben den bildgebenden Verfahren wie der Sonographie und der
Kernspintomographie auch die Meta-Jod-Benzylguanidin-Szintigraphie (MIBG-
Szintigraphie) zum Einsatz. Hier wird der radioaktive Tracer (1?3lod oder 31lod) von 90-
95% aller Neuroblastome gespeichert, so dass sich diese darstellen lassen (67).
Aufierdem sind aufgrund der neuroendokrinen Aktivitit Katecholamin-Abbauprodukte
im Urin nachweisbar. So finden sich dort bei 90% aller Neuroblastom-Fille Metabolite
wie Dopamin, Homovanillinsdure oder Vanillinmandelsdaure (68). Molekularbiologisch
kann in 20% der Falle eine Amplifikation des n-myc-Onkogens nachgewiesen werden,
die mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (69). Bemerkenswert ist, dass ein
erheblicher Teil der Neuroblastome im Sauglingsalter die Tendenz zur vollstindigen,
spontanen Remission zeigt (65). Die Therapie des Neuroblastoms ist komplex und hangt
vom Lebensalter, dem Ausbreitungsstadium und der molekulargenetischen
Klassifizierung ab. Die durchschnittliche 5-Jahre-Uberlebensrate fiir alle Stadien

zusammen betragt ca. 74% im Jahre 2002 (70).

1.6 Zielsetzung der Dissertation

Ziel dieser Doktorarbeit ist es, in soliden Tumoren des Kindes- und Jugendalters die
Expression von Glucosetransportern und anderen wichtigen Proteinen des
Glucosestoffwechsels vor und nach chemotherapeutischer Intervention mit Hilfe der
Immunhistochemie zu erheben und diese Ergebnisse mit den vor und nach
Chemotherapie ermittelten PET-Daten zu vergleichen. So soll die klinische Wertigkeit
der 18FDG-PET in der Behandlung von Osteosarkom, Ewing-Sarkom und Neuroblastom
untersucht und dabei insbesondere folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:

1. Gibt es Unterschiede in dem pratherapeutischen 8FDG-Aufnahmeverhalten der
einzelnen Tumorentitaten?

2. Lassen sich bei den verschiedenen Tumorentititen Unterschiede bei der
pratherapeutisch gemessenen Expressionsstirke von Schliisselproteinen des
Glucosestoffwechsels (GLUT1, GLUT3, HIF-1a, TKTL1 und PKM2) feststellen?

3. Wie verhalten sich die pratherapeutisch erhobenen Protein-Expressionsmuster

in den einzelnen Tumorentititen untereinander?



1. Einleitung 19

4. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der pratherapeutisch gemessenen
Proteinexpression, insbesondere der Glucosetransporterexpression und den
SUVmaxi-Werten?

5. Gibt es Unterschiede in dem posttherapeutischen 18FDG-Aufnahmeverhalten der
einzelnen Tumorentitaten?

6. Wie verhalten sich die im Verlauf erhobenen Expressionsmuster in den einzelnen
Tumorentitaten untereinander?

7. Welche Veranderungen zeigen die pra- und posttherapeutischen Daten zum
18FDG-Aufnahmeverhalten und zur Proteinexpression?

8. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der nach Chemotherapie gemessenen
Proteinexpression, insbesondere der Glucosetransporterexpression und den
SUVmaxz-Werten?

9. Lassen der Vergleich der Proteinexpression und der SUVmax-Werte vor und nach
Chemotherapie Riickschliisse auf die Veranderung des Glucose-Abbaus unter

chemotherapeutischer Behandlung zu?
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2. Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenkohorte, Ethikvotum und Einschlusskriterien

Dieser Doktorarbeit ging eine prospektive, multizentrische Studie der Gesellschaft fir
Padiatrische Onkologie und Hamatologie voraus, in dessen Rahmen zwischen 2003 und
2007 tiber 100 Kinder mit soliden Tumoren mit 8FDG-PET untersucht und die PET-
Ergebnisse mit deren klinischen Verlauf korreliert wurde. Hierzu liegt ein positives
Votum der Ethik-Kommission des Campus Virchow-Klinikum unter dem Vorsitz von
Herrn Prof. H. Eichstadt vor (Zeichen: 205/2001), das nach Riicksprache mit Herrn Prof.
K. Kroncke, dem Geschaftsfiihrer der Ethikkommission der Med. Fak. der HHU
Diisseldorf, auch fiir diese Dissertation Giiltigkeit besitzt. Diese Studie wurde von der
Charité Universitatsmedizin Berlin organisiert und mit Studienpatienten der Unikliniken
Diisseldorf, Leipzig, Cottbus und Greifswald unterstiitzt. Ergebnisse dazu sind bereits
publiziert worden (71-78). Von diesen 100 Studienpatienten entsprachen 23 Patienten

den folgenden Einschlusskriterien dieser Doktorarbeit:

Histologisch gesicherter Tumor der Entitat OS, EWS oder NB

- Patientenalter < 25 Jahre

- Verfiigbarkeit des pra- und posttherapeutisch gewonnenen Tumormaterials in
Form von Paraffinblocken

- Identifizierbarkeit und Ubereinstimmung des Entnahmeorts des initialen
Biopsiematerials mit dem Entnahmeort des im Verlauf gewonnenen
Tumorgewebes anhand von Operations- und Pathologieberichten

- Zeitpunkt des pratherapeutisch Ganzkorper-PETs max. 14 Tage nach erfolgter
initialer Tumorbiopsie

- Zeitpunkt des pratherapeutischen Ganzkoérper-PETs vor Beginn der
Chemotherapie

- Zeitspanne zwischen Beginn der Chemotherapie und

dem Verlaufs-PET < 4 Monate

- Zeitspanne zwischen Verlaufs-PET und Verlaufs-OP < 4 Monate
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Acht dieser Patienten stammen aus der Universitatsklinik Diisseldorf und 15 Patienten
aus der Charité Universititsmedizin Berlin. Diese Universititskliniken haben
Gewebeproben in Form von formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe
bereitgestellt, die in den Jahren 2003 bis 2007 bei Operationen den Studienpatienten
entnommen wurden. Fir jeden Patienten wurde anhand der Operations- und
Histologieberichte ein reprasentativer Paraffinblock mit Tumorgewebe ausgewahlt. Das
Wissen um die genaue Lokalisation der jeweiligen entnommenen Gewebeprobe war von
essentieller Bedeutung, da diese der PET-Untersuchung raumlich zugeordnet und fiir
den betreffenden Bereich der SUVmax-Wert berechnet wurde (siehe 2.4.2). Dafiir
existierte von allen 23 untersuchten Studienteilnehmern ein vollstindiger PET-
Datensatz. Die Expressionsstarke der am Gewebe untersuchten Zielstrukturen wurde
dann mit den SUVmax-Werten der PET-Ergebnisse korreliert. Auf Grund des guten
Therapieansprechens einiger Patienten auf die neoadjuvant durchgefiihrte
Chemotherapie konnten im Verlauf nur in elf von anfanglich 23 Tumorproben vitales
Tumorgewebe identifiziert werden, so dass fiir die posttherapeutische

immunhistochemische Auswertung letztlich elf Patienten zur Verfiigung standen.

2.1.2 Klinische Charakteristika der Patientenkohorte

Von den 23 Studienpatienten  \/artejlung der Tumorentititen
verteilen sich elf Patienten auf die

Tumorentitit der Ewing-Sarkome
(EWS), acht Patienten auf die
Osteosarkome (OS) und vier
Patienten auf die Neuroblastome

(NB), siehe Abb. 4. Der Mittelwert

des Alters aller 23 Patienten zum :Z‘*:S
Zeitpunkt der initialen PET- e

Untersuchung betrug 10,6 ]ahre Abb. 4: Tumorentitaten-Verteilung in der
Patientenkohorte

mit einem Minimum von 0,7 und  Nahezu die Halfte der Studienpatienten entfallen auf die
Gruppe der Ewing-Sarkome (n=23). EWS = Ewing-Sarkom,

einem Maximum von 18,3 Jahren.
0OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.
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Von den 23 Studienpatienten waren neun Patienten weiblich (39%) und 14 Patienten
mannlich (61%). Die Tabelle 2 ergibt Aufschluss tiber die Alters- und

Geschlechterverteilung in den einzelnen Tumoruntergruppen.

Tumoruntergruppe Mittelwert Min. Max. Geschlechterverteilung

4 weiblich (36,3%)

EWS (n=11) 14,6 6,9 18,3 7 mannlich (63.7%)

3 weiblich (37,5%)

0S (n=8) 13,0 9,6 151 5 ménnlich (62,5%)

2 weiblich (50,0%)

NB (n=4) 4,2 0,7 10,3 2 mannlich (50,0%)

Tabelle 2: Alter- und Geschlechterverteilung in den Tumoruntergruppen

Der Mittelwert des Alters liegt bei den Neuroblastomen mit 4,2 deutlich unter denen der Ewing-Sarkome
(14,6) und der Osteosarkome (13,0). Wahrend die Geschlechter bei den Neuroblastomen paritétisch
verteilt sind, dominiert bei den Ewings-Sarkomen mit ca. 64% und bei den Osteosarkomen mit ca. 63%
das mannliche Geschlecht. EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Neun der untersuchten Sarkome waren im Femur und vier im Unterschenkel lokalisiert.
Die verbleibenden sechs Osteo- bzw. Ewing-Sarkome verteilten sich auf die
Korperregionen Thorax, Becken, Kalotte und Scapula. Von den vier Neuroblastomen
befanden sich zwei im Bereich der rechten und zwei im Bereich der linken Nebenniere.
Bei einem Neuroblastom war zusatzlich zum Primarius in der linken Nebenniere auch

die hepatisch lokalisierte metastatische Absiedelung Gegenstand der Untersuchung.

2.2 Materialien

2.2.1 Materialien, Antikorper und Chemikalien

PET-Tracer

18F-2-Fluor-2-deoxy-D-glucose (18FDG) 300-3100 MBq/ml; Firma Eckert & Ziegler
Strahlen- und Medizintechnik AG, Berlin, Deutschland (79).

Objekttrager

Es wurden silanisierte Objekttrager namens ,SuperFrost®/Plus 75x25 mm"“ der Firma

,Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland verwendet.

GLUT1-Antikorper
Der gegen das C-terminale Ende des humanen GLUT-1 Proteins gerichtete polyklonale

Kaninchen-Antikorper (Firma Millipore/Chemicon, USA, Katalognummer: AB1340, LOT
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Nummer: LV1436416) wurde fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in einer

vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung von 1:2000 verwendet.

GLUT3-Antikorper

Der gegen das C-terminale Ende des humanen GLUT-3 Proteins gerichtete polyklonale
Kaninchen-Antikorper (Firma Millipore/Chemicon, USA, Katalognummer: AB1345, LOT
Nummer: 0611045217) wurde fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in einer
vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung von 1:1000 verwendet.

HIF-1a-Antikorper

Der gegen das C-terminale Ende des humanen HIF-1a-Proteins gerichtete polyklonale
Kaninchen-Antikorper (Firma Millipore/Chemicon, USA, Katalognummer: 07-628, LOT
Nummer: DAM1461576) wurde fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in

einer vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung von 1:250 verwendet.

PKM2-Antikorper

Der gegen das C-terminale Ende des humanen PKM2-Proteins (Isoform M1/M2)
gerichtete polyklonale Kaninchen-Antikérper (Firma Abcam, Cambridge, England,
Katalognummer: AB38237) wurde fiir die immunhistochemischen Untersuchungen in

einer vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung von 1:50 verwendet.

TKTL1-Antikorper

Der gegen das humane TKTL1-Protein gerichtete monoklonale Maus-Antikorper
(,RIDA® PentoCheck® IHC", Firma r-biopharm, Darmstadt, Deutschland, Art. No.: T001)
wurde flir die immunhistochemischen Untersuchungen in einer vom Hersteller
empfohlenen Verdiinnung von 1:50 verwendet.

MIB-1-Antikérper

Der gegen das humane Ki-67-Protein gerichtete monoklonale Maus-Antikoérper (Firma
Dako, Ddnemark, Katalognummer: M7240) wurde fiir die immunhistochemischen
Untersuchungen in einer vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung von 1:500

verwendet.

Nachweissystem

Als Nachweissystem im Rahmen der LSAB-Methode wurde das IHC-Kit “UltraTek
Reagent (Ready-to-Use)” der Firma “ScyTek”, Logan, UT, USA verwendet:

* biotinylierter Sekundar-Antikoérper: Anti-Polyvalent “ABN999” (mouse, rabbit, rat,

guinea pig)
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Horseradish Peroxidase “ABL999” (Tertiarreagent, labeled streptavidin)
Bulk DAB-Reagent “ACK999” (30 % H202, DAB, PBS, ddH20)
Normal Antibody Diluent “ADT999” (1000 ml)

Chemikalien

0 mM Natriumcitratpuffer, pH 6,0: 21g Citronensdure, 25ml NaOH ad 10 Liter dH20
Avidin (hergestellt aus Hiihnereiweif3 und Trockenmilch)

0,02 % Biotin (in TBS-Puffer)

0,03 % Triton X-100 (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Xylol

Ethanol (je 100 %, 96 % und 70%)

Doppelt destilliertes H20

H:0; (Fa. Merck)

Hamalaun

10xPBS, pH 7,4; 0,58 M Dinatriumhydrogenphosphat

0,17 M Natriumhydrogenphosphat

0,68 M NacCl

Tris-Puffer: pH 7,6; 6,1g Tris (Fa. Merck, Darmstadt) ad 50 ml dH,0
41 ml HCL 1N ad 1000ml dH20

TBS-Puffer: 18 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt)

200 ml Tris-Puffer ad 2000 ml dH20

Kunstharz-Eindeckmedium “Entellan” (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

2.2.2 Gerate

Zum Anfertigen der Schnitte aus den Paraffinblocken wurde das Schlittenmikrotom
,pfm Slide 2003 der Firma , pfm medical ag”, K6ln, Deutschland verwendet.

Zum Eindecken der Objekttrager wurde der Automat ,Coveraid“ der Firma ,Vogel
GmbH", Gieféen, Deutschland verwendet.

Im Rahmen der immunhistochemischen Farbungen wurde das Gerit ,BioGenex
i6000 Automated Staining System“ der Firma ,BioGenex“ Fremont, CA, USA
verwendet.

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Praparate erfolgte mithilfe des

Mikroskops ,Axioskop 2 plus“ der Firma Zeiss AG, Oberkochern, Deutschland.
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e Zur Datengewinnung wurden die Ganzkorper-Vollring-PET-Scanner ,ECAT EXACT
HR+“, ,ECAT EXACT 921“ sowie ,Biograph16“ (Firma Siemens, Miinchen,
Deutschland) verwendet.

* Die Bildauswertung und die SUV-Bestimmung, sowie die Uberlagerung der PET- mit
den CT- oder MRT-Datensitzen erfolgte mit dem ,Multi Purpose Imaging Tool,
Version 4/5“ (Firma ADVANCED TOMO VISION GmbH, Kerpen, Deutschland).

* Als Software zur Errechnung deskriptiver Statistiken und graphischer Darstellungen
wurden die Programme [BM SPSS Statistics (Version 20.0, IBM SPSS, Chicago, IL,
USA), Microsoft Excel (Version 2007, Microsoft, Redmond, WA, USA) sowie GraphPad
Prism (Version 5, GraphPad Software, LaJolla, CA, USA) verwendet.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemisch gefiarbt wurden die in Kapitel 1.3 genannten Proteine in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikum Diisseldorf
(Direktor: Prof. Dr. med. Helmut Erich Gabbert). Als immunhistochemisches Verfahren
wurde die sog. ,LSAB“-Methode (Labelled Streptavidin-Biotin) gewahlt, die zu den
sensitivsten, indirekten Nachweismethoden der Immunhistochemie gezahlt wird (80).
Bei der LSAB-Methode bindet im ersten Schritt der Primdrantikorper spezifisch an die
zu untersuchende Zielstruktur. Im zweiten Schritt konjugiert ein biotinylierter
Sekundarantikérper (syn. Briickenantikorper) an den Primdrantikérper. Dieser
Sekundarantikérper wiederum verbindet sich auf Grund der Affinitdt seines Biotins zu
Avidin und Streptavidin im dritten Schritt mit einem Peroxidase-Streptavidin-Komplex.
Dessen Enzymkomponente ist nach Zugabe des DAB-Chromogens fiir die indirekte
Sichtbarmachung der markierten Zielstruktur verantwortlich.

Im Einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Ausgangspunkt fiir die
immunhistochemischen Verfahren war das Anfertigen von ca. 5 pum dicken Schnitten mit
Hilfe eines Schlittenmikrotoms aus formalinfixiertem und in Paraffin eingebettetem
Gewebe. Diese Schnitte wurden anschliefdend auf silanisierte Objekttrager aufgezogen
und bei 37°C liber Nacht im Brutschrank getrocknet. Vor der Entparaffinierung wurden
die Schnitte zwei Stunden im Brutschrank auf 60°C erhitzt, damit das Gewebe fest auf

der Objekttrageroberfliche zum Haften kam und nicht durch die weitere Prozedur
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abgeldst werden konnte. Zur Entparaffinierung wurden die Praparate fiir 15 Minuten in
Xylol inkubiert, wobei das Losungsmittel Xylol auf Grund seiner hydrophoben
Eigenschaften die Alkane des Paraffins aus dem Schnitt herauslésen konnte.
Anschliefend wurden die Prdparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe in fiinf
Schritten (70% Ethanol — 96% Ethanol —» 96% Ethanol —» 100% Ethanol — 100%
Ethanol) entwassert. Die Fixierung und Haltbarkeitsmachung des bei den Operationen
gewonnenen Patientengewebes geschah durch Formalin. Das Wirkprinzip beruht
darauf, dass Formalin Proteine miteinander vernetzt und l6sliche Antigene z.T.
immobilisiert. Um die Immunreaktivitit der vernetzten Antigene wiederherzustellen
und damit die Antigene dem Primarantikérper besser zuganglich zu machen, wurden
die Praparate im Rahmen der Epitopdemaskierung fiir 15 Minuten im Druckkochtopf
unter Zugabe von Natriumcitratpuffer inkubiert (80). Anschlieflend wurden die
Praparate 10 Minuten mit 3%iger wassriger H202-Losung versetzt, um die endogene
Peroxidase-Aktivitat zu blockieren und somit unspezifische Reaktionen zu unterbinden.
Der nachste Verfahrensschritt beinhaltete die Inkubation der Praparate fiir 15 Minuten
mit aus Hithnereiern hergestellter, avidinreicher Eiweifsl6sung um das zelleigene Biotin
zu blockieren. Schliefdlich wurden die Praparate bei Raumtemperatur fiir die Dauer von
einer Stunde mit dem Primarantikorper benetzt. Ein zweiter Antikorper, der mit
Biotinmolekiilen an der konstanten Region markiert war, wurde daraufhin fiir 15
Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur mit den Praparaten inkubiert. Der dritte Schritt
bestand in der Inkubation der Praparate mit dem Peroxidase-Streptavidin-Komplex fiir
15 Minuten. Um die Markierung der untersuchten Proteine indirekt sichtbar zu machen,
wurden die Prdparate dann 10 Minuten mit dem Chromogen Diaminobenzidin inkubiert,
das als Substrat der Enzymkomponente des Peroxidase-Streptavidin-Komplexes
fungierte und ein braunes, unldsliches Endprodukt bildete (80). Zwecks Kernfiarbung
und daraus resultierender besserer histopathologischer Beurteilbarkeit wurden die
Praparate anschlief3end fiir sieben Minuten mit Himalaun inkubiert. Daraufhin wurden
die Praparate zwei Minuten lang mit ca. 90°C heiflem Wasser abgespiilt, um nicht
gebundenes Hamalaun zu entfernen. Daran schloss sich eine aufsteigende Alkoholreihe
zwecks Entwdsserung an (96% Ethanol — 96% Ethanol — 100% Ethanol —» 100%
Ethanol). Nach kurzer Spililung mit Xylol wurden die Prdparate mittels Kunstharz-

Eindeckmedium eingedeckt.
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2.3.2 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Mikroskopisch ausgewertet wurden die immunhistochemisch gefarbten Praparate in 40
bis 400-facher Vergrofierung. Dabei wurde der sog. ,IRS-Score” (immunreaktiver Score)
zur semiquantitativen Messung der Expression der untersuchten Proteine angewendet.
Der IRS-Score wurde 1986 von Remmele und Stegner entwickelt und diente
urspriinglich als Bewertungsskala zur Quantifizierung von Progesteron- und
Ostrogenrezeptoren auf der Oberfliche von Brustkrebstumorzellen (81). Seit dem hat
sich der IRS-Score als eine anerkannte Bewertungsgrundlage fiir viele weitere
Anwendungsbereiche in der Immunhistochemie etabliert und wurde deshalb auch im
Rahmen dieser Dissertation angewandt. Der Score besteht aus dem Produkt zweier
semiquantitativ erhobener Komponenten, namlich der mittleren Farbeintensitit (engl.
,staining intensity“, SI) und dem Prozentsatz immunreaktiver Zellen (engl. ,percentage
of positivity“, PP). Im Rahmen der Auswertung dieser Arbeit wurden entsprechend der
tiblichen Anwendungen des IRS-Scores folgende Unterteilungen fiir das jeweilige

Kriterium gewahlt (siehe Abb. 5):

vierstufige Unterteilung der Farbeintensitat von Tumorzellen (SI)
SI = 0: keine Farbereaktion

SI = 1: schwache Farbereaktion

SI = 2: mafdige Farbereaktion

SI = 3: starke Farbereaktion

vierstufige Unterteilung des Prozentsatzes positiver Tumorzellen (PP)
PP =1: < 10% positive Zellen

PP = 2: zwischen 10-50% positive Zellen

PP = 3: zwischen 51-80% positive Zellen

PP = 4: > 80% positive Zellen

Immunreaktiver Score (IRS)
0 - <2 = negativ

2 - <6 = schwach positiv

6 - <9 = maflig positiv

9 - 12 = stark positiv
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IRS =0 IRS =0 IRS =0 IRS =0

IRS =0 IRS =1 IRS = 2 IRS =3
IRS =0 IRS = 2 IRS =4 IRS =6
IRS =0 IRS =3 IRS =6 IRS =9

IRS =0 IRS=4 1IRS =8 IRS =12

Abb. 5: Ubersicht zur Errechnung des immunreaktiven Scores (IRS)

Der immunreaktive Score wird aus dem Produkt der beiden bei der Auswertung erhobenen Werte fiir die
Farbeintensitdt (SI) und den Prozentsatz positiver Zellen (PP) fiir jedes Prdparat erhoben. Mogliche
Ergebnisse bei dieser Unterteilung sind folglich 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 und 12 (Verwendung mit freundlicher
Genehmigung des Urhebers Herrn Dr. med. Michael Respondek, 2008, Vechta).

Vor der eigentlichen Auswertung wurde die jeweilige Negativkontrolle der Schnittserie
analysiert, um sicherzustellen, dass der Farbevorgang spezifisch stattgefunden hat
(siehe auch 2.3.3). Um das Auffinden der relevanten Tumorareale bei der
mikroskopischen Auswertung zu erleichtern, wurde bei jeder Schnittserie auch ein
Praparat mit dem Antikoérper MIB-1 als verlasslichen Proliferationsmarker, sowie ein
Priparat mit Hamatoxylin-Eosin gefirbt. Im Sinne der interpersonellen
Reproduzierbarkeit der Untersuchung fand eine unabhingige Bewertung aller
Praparate durch zwei, gegeniiber dem Untersuchungsergebnis verblindeten, geschulten
Untersucher, statt. Dabei wurden bei jedem Praparat zehn Sichtfelder im Bereich des
Tumors analysiert und anschliefdend fiir jedes Sichtfeld der IRS-Score erhoben. Diese
zwei Beurteilungen pro Sichtfeld wurden anschlief}end gemittelt. Aus den zehn
gemittelten Messungen wurde wiederum der Mittelwert gebildet, um einen fiir das
ganze Praparat reprasentativen IRS-Score zu erhalten. In gleicher Art und Weise wurde
tumorfreies Vorlaufergewebe derselben Studienpatienten (Lammellenknochen als
Vorlaufergewebe der Ewing- und Osteosarkome sowie Nebennierenparenchym als
Vorlaufergewebe der Neuroblastome) beziiglich der Expression von GLUT1, GLUTS3,
HIF-1, PKM2 und TKTL1 untersucht. Dadurch konnten anhand von gesunden, den
Tumorentititen  korrespondierenden Vorlaufergeweben Basiswerte fiir die
Proteinexpression ermittelt werden, die als Referenz gegeniiber der Proteinexpression

bei den drei untersuchten Tumorarten verwendet werden konnten. Hierzu wurde
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tumorfreier Lamellenknochen von zehn Patienten mit Ewing- und Osteosarkomen sowie

tumorfreies Nebennierenparenchym von vier Neuroblastom-Patienten analysiert.

2.3.3 Positiv- und Negativkontrollen

Den Herstellerempfehlungen folgend wurden als Positivkontrollen fiir die Farbung von
GLUT1 humanes Herzmuskelgewebe, fiir GLUT3 humanes Hodengewebe, fiir HIF-1a
humanes Tumorgewebe eines duktalen Carcinoma in situ der Brustdriise, fiir TKTL1
und PKM2 humanes Mammakarzinomgewebe in der vom Hersteller empfohlenen
Verdiinnung (siehe auch 2.2.1) verwendet und so alle Antikorper auf ihr
Bindungsverhalten hin getestet. Zum Ausschluss einer unspezifischen Farbreaktion
wurden bei jeder immunhistochemischen Farbung Negativkontrollen, unter Auslassen
der Applikation des Primarantikorpers bei sonst identischer Farbeprozedur, verarbeitet.
Nur bei Negativkontrollen ohne Braunfarbung erfolgte die weiterfiihrende Auswertung

der anderen Praparate dieser Schnittserie.

2.4 'S FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

2.4.1 Durchfiihrung der "®FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

Fir die !8FDG-PET-Untersuchung der 8 aus der Universitatsklinik Diisseldorf
stammenden Patienten wurde der Ganzkorper-Vollring-PET-Scanner ,ECAT EXACT
HR+“ der Firma Siemens der Klinik fiir Nuklearmedizin des UKD mit Standort im
Forschungszentrum Jilich bereitgestellt. Fiir die 18FDG-PET-Untersuchung der 15 aus
der Charité Universitatsmedizin Berlin stammenden Patienten wurden zwei Gerate, der
Ganzkorper-Vollring-PET-Scanner ,ECAT EXACT 921“ der Firma Siemens sowie der
Ganzkorper-Vollring-PET-Scanner ,Biograph16“ derselben Firma verwendet.

Die Patienten wurden im Rahmen des arztlichen Aufklarungsgespraches mittels
der in den Nuklearmedizinischen Kliniken verwendeten standardisierten
Aufklarungsboégen ausfiihrlich tiber den Nutzen und die Risiken der PET-Untersuchung
informiert und erkldrten in Schriftform ihr Einverstindnis zu der Untersuchung. Bei
Minderjahrigen erteilten die Erziehungsberechtigten ihr Einverstandnis nach vorheriger
Aufklarung.

Die PET-Untersuchung wurde in den Morgenstunden (8-12 Uhr) durchgefiihrt, um intra-

und interindividuell —moglichst gleichméafiige  Stoffwechsel-Bedingungen zu
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gewahrleisten. Zudem mussten die Patienten mindestens acht Stunden vor der
Untersuchung niichtern sein und sich in einem euglykdmischen Zustand
(Blutzuckerspiegel: 80-120 mg/dl) befinden, ohne vorher blutzuckersenkende
Praparate verabreicht bekommen zu haben. Anschliefiend wurden gewichtsadaptiert
352 + 52 MBq 18FDG als Tracer und abhangig vom Gewicht bis zu 10 mg Furosemid zur
Forcierung der Diurese und damit der Ausscheidung des Tracers intravends injiziert.
Aufserdem wurde der Patient gebeten, ca. 500 ml Wasser zu trinken. Der Patient sollte
anschliefdend entspannt in einem Raum bei Indifferenztemperatur liegen und muskulare
Aktivitat, wie fortwdhrende Bewegungen oder stetiges Sprechen, vermeiden. Nach
Ablauf von insgesamt 60 Minuten Anreicherungszeit des Tracers und nach
anschliefdender Miktion wurde der Patient auf dem Tisch des PET-Gerdéts positioniert.

Die Untersuchung startete mit der Datenakquisition auf der Hohe der Oberschenkel-
Mitte und setzte sich dann in Form von einzelnen 15,5 cm messenden Bettpositionen in
Richtung Kopf bis auf Hohe der Schidelbasis fort. In jeder Bettposition verweilte der
Patient wahrend der Datengewinnung 10 Minuten. Je nach Koérpergrofde des Patienten
und damit Anzahl der Bettpositionen dauerte die Messung im Rahmen der PET-
Untersuchung ca. 60-70 Minuten. Bei OS und EWS Patienten wurden anschlief3end je
nach Lokalisation des Primdrbefunds Daten der unteren Extremititen akquiriert, so
dass sich fiir diese Patienten die Gesamtuntersuchungszeit um weitere 60-70 Minuten
verlangerte. Um Auflésungsverluste zu minimieren, wurden die gemessenen Daten mit
Hilfe des ,Fourier rebinning“-Verfahrens konvertiert, welches bei der
Koinzidenzmessung registrierte Streukoinzidenzen und zuféllige Koinzidenzen aus dem
Datensatz entfernt, ein Dampfungskorrekturverfahren anwendet und die so

normalisierten Daten iterativ rekonstruiert.

2.4.2 Auswertung der '®FDG-Positronen-Emissions-Tomographie

Die mit Hilfe der Positronen-Emissions-Tomographie gewonnenen Daten wurden mit
den Daten  der  separat  durchgefiihrten = Computertomographie  bzw.
Magnetresonanztomographie fusioniert. Fiir diese Uberlagerung der Bilddatensitze,
sowie die Bildauswertung und die Bestimmung der SUV-Werte wurde das ,Multi
Purpose Imaging Tool, Version 5“ (Firma ADVANCED TOMO VISION GmbH, Kerpen,
Deutschland) verwendet. Die Lokalisation der ROI wurde anhand der durch Operations-

und Pathologieberichte bekannten Entnahmestellen der untersuchten
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Tumorgewebeproben definiert und stellte die Grundlage fiir die Erhebung der lokalen

SUVmax-Werte aus dem Gesamtdatensatz dar.

2.5 Statistische Methoden

Um die Verldsslichkeit der Analyse zu erhéhen, wurden alle Daten vor der Auswertung
auf das Vorliegen einer Normalverteilung, sowie auf Varianzhomogenitat getestet. Die
Verteilungscharakteristik wurde mittels des D’Agostino-Pearson omnibus-Tests und die
Varianzhomogenitit mittels des Levene-Tests (beim Vorliegen von zwei Gruppen) bzw.
mittels des Bartlett-Tests (beim Vorliegen von mehr als zwei Gruppen) tiberpriift. Zum
Vergleich von mehr als zwei unabhangigen Stichproben wurde in den Kapiteln 3.2 sowie
3.3 im Falle von normalverteilten Stichproben eine Ein-Weg-Varianzanalyse (one-way
ANOVA) mit nachfolgender Tukey-Kramer post-hoc Analyse durchgefiihrt und im Falle
von nicht normalverteilten Daten ein Kruskal-Wallis-Test mit Dunns post-hoc Analyse.
Flr die Korrelationsanalyse in den Kapiteln 3.4, 3.5, 3.8 sowie 3.9 wurden bei nicht-
normalverteilten Daten der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) und bei
normalverteilten Daten der Pearson-Korrelationskoeffizient (r?) benutzt. Fiir die in
Kapitel 3.10 durchgefiihrten Analysen an abhdngigen Stichproben auf ihre zentrale
Tendenz tiber eine therapeutische Intervention wurde bei normalverteilten Stichproben
ein gepaarter t-Test und bei nicht-normalverteilten Stichproben ein Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test eingesetzt. Als Software zur Errechnung deskriptiver Statistiken
und graphischer Darstellungen wurden die Programme IBM SPSS Statistics (Version
20.0, IBM SPSS, Chicago, IL, USA), Microsoft Excel (Version 2007, Microsoft, Redmond,
WA, USA) sowie GraphPad Prism (Version 5, GraphPad Software, LaJolla, CA, USA)
verwendet. Ein p-Wert von <0.05 (zweiseitig bei t-Tests) wurde als signifikant

angesehen.



3. Ergebnisse

32

3. Ergebnisse

3.1

Ubersicht der priatherapeutisch erhobenen Daten

Einen Uberblick tiber die Ergebnisse der PET-Untersuchungen, die jeweils vor Beginn

der Chemotherapie durchgefiihrt wurden, und die Resultate, die anhand von

pratherapeutisch gewonnenen Tumorbiopsien mit Hilfe

erhoben wurden, zeigt Tabelle 3.

der Immunhistochemie

Patient | Diagnose | Alter | SUVmax; | GLUT1 | GLUT3 | HIF-1a | PKM2 | TKTL1
1 EWS 15 10,1 3,5 4,5 12,0 12,0 0,0
2 EWS 7 6,3 8,0 8,0 12,0 4,0 0,0
3 EWS 17 7,8 1,2 5,0 12,0 9,0 2,6
4 EWS 13 7,2 1,0 4,7 12,0 6,9 2,7
5 EWS 17 7,9 4,0 7,3 4,2 7,2 52
6 EWS 15 13,5 4,0 4,0 6,0 3,0 2,5
7 EWS 15 13,5 8,0 9,6 8,1 6,4 0,3
8 EWS 18 11,2 7,8 8,0 12,0 11,0 0,0
9 EWS 12 8,5 6,4 6,0 11,7 11,2 7,4
10 EWS 9 9,9 4,8 5,4 12,0 10,5 31
11 EWS 9 2,6 5,8 4,6 12,0 10,3 2,3
12 0S 12 25,9 9,0 10,9 9,8 6,2 4,2
13 0S 15 7,8 5,7 7,0 11,4 6,4 4,9
14 0S 12 12,2 2,7 8,2 11,3 8,0 6,7
15 0S 10 20,9 3,6 4,0 7,6 3,8 1,3
16 0S 14 10,5 51 9,4 12,0 7,1 3,7
17 0S 14 12,8 4,1 6,6 12,0 6,6 0,9
18 0S 15 9,0 6,0 12,0 12,0 6,8 0,0
19 0S 10 9,7 5,0 8,0 12,0 7,6 6,4
20 NB 4 52 6,3 52 10,8 7,4 3,4
21 NB 2 10,5 91 6,7 12,0 9,3 6,4
22 NB 1 1,3 4,8 7,3 9,7 6,3 2,7
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23 NB 10 6,0 9,2 8,0 9,0 59 7,9

MEDIAN 9,7 5,1 7,0 12,0 7,1 3,2

Tabelle 3: Ergebnisse der pratherapeutischen PET- Untersuchungen und Immunhistochemie
Die Tabelle zeigt die Ubersicht aller vor chemotherapeutischer Intervention ermittelten
immunhistochemischen Ergebnisse (GLUT1, GLUT3, HIF-1a, PKM2 und TKTL1) und die mittels PET
gemessene 8FDG-Traceraufnahme (SUVmax;). EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB =
Neuroblastom.

3.2 Auswertung der pratherapeutischen Positronen-Emissions-

Tomographien

Die vor der Chemotherapie durchgefiihrten PET-Messungen aller 23 Studienpatienten
ergaben einen SUVmax-Mittelwert von 10,0£5,3 (=SUVmax1). Der Median des SUVmax1
betrug 9,7 mit einem Minimum bei 1,3 und einem Maximum bei 25,9. Die

Differenzierung dieser Werte in den einzelnen Untergruppen ist der Abb. 6 zu

entnehmen.
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Abb. 6: SUVmax4-Daten in den Tumor-Untergruppen (n=23)

Die mittels PET gemessene 18FDG-Traceraufnahme vor Chemotherapie (SUVmax;) liegt bei der
Osteosarkom- und Ewing-Sarkom-Untergruppe signifikant héher als bei den Neuroblastomen. EWS =
Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Den hochsten SUVmaxi-Median zeigen dabei die Osteosarkome mit 11,4 (7,8,-25,9),
gefolgt von den Ewing-Sarkomen mit 8,5 (2,6-13,5) und den Neuroblastomen mit 5,6
(1,3-10,5). Hervorzuheben sind dabei zwei Patienten aus der Gruppe der Osteosarkome,
die mit 25,9 (Patient Nr. 12, siehe Abb. 7) und 20,9 (Patient Nr. 15) einen extrem hohen

SUVmaxi-Wert aufweisen. Dagegen ist in der Gruppe der Neuroblastome
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bemerkenswert, dass Patient Nr. 22 mit 1,3 einen weit unterdurchschnittlichen
SUVmax; zeigt. Um zu untersuchen, wie sich die 18FDG-Aufnahme der verschiedenen
Tumorentititen untereinander verhélt, wurden deren SUVmax;-Werte in Beziehung
zueinander gesetzt. Dabei ergeben sich signifikante Unterschiede bei der
Gegeniiberstellung der SUVmaxi-Werte in der Gruppe der Osteosarkome mit den
SUVmaxi-Werten der Neuroblastome (p<0,001), sowie zwischen den Patienten mit
Ewing-Sarkomen und den Patienten mit Neuroblastomen (p<0,05). Folglich kann der
Osteosarkom-Untergruppe und der Ewing-Sarkom-Untergruppe eine hohere 18FDG-
Aufnahme  gegeniiber der Neuroblastom-Untergruppe vor Chemotherapie

zugeschrieben werden.

Abb. 7: MRT- und PET-Aufnahmen des Patienten Nr. 12 aus der Osteosarkom-Gruppe
Bild (A) stellt den ausgeprdgten Tumorbefund in der distalen rechten Tibia vor Chemotherapie dar;

axiales T1-gewichtetes, kontrastmittelgestiitztes MRT. An korrespondierender Stelle des Korpers zeigt (B)
ein axiales PET-Schnittbild, das zusatzlich zu morphologischen auch funktionelle Informationen iiber die
18FDG-Aufnahme des Tumors liefert. Der Patient Nr. 12 zeigt mit einem SUVmax; von 25,9 den initial
hochsten SUVmax-Wert des Patientenkollektivs.

3.3 Auswertung der pratherapeutischen immunhistochemischen

Ergebnisse

3.3.1 GLUT1

Bei der immunhistologischen Untersuchung zeigte sich unter Verwendung des GLUT1-
Primdrantikérpers ein weitestgehend membrands-zytoplasmatisches Farbemuster

(siehe Abb. 8). Bei acht der 23 Patienten konnte auch eine nukledre Expression in der
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mikroskopischen Auswertung festgestellt werden. Diese nukleare GLUT1-Expression
trat bei vier Patienten aus der EWS-Untergruppe (Patient Nr. 2, 8, 9 und 10), bei zwei
Patienten aus der OS-Untergruppe (Patient Nr. 13 und 19), sowie bei zwei Patienten aus

der NB-Untergruppe (Patient Nr. 21 und 23) auf. Dabei ist zu beachten, dass der Patient

der NB-Gruppe mit niedriger FDG-Aufnahme keine nukledre Expression aufweist

(Patient Nr. 22).

L& y . S
Abb. 8: GLUT1-Expression

GLUT1-Expression exemplarisch gezeigt bei dem Patienten Nr. 5 mit Ewing-Sarkom und einem mafig
positiven IRS-Score von insgesamt 4 (OriginalvergrofRerung 200-fach).

Die anhand der initialen Biopsien immunhistochemisch gefarbten Tumorproben aller 23
Studienpatienten fithrten bei der mikroskopischen Auswertung der GLUT1-
Expressionsstarke zu einem Mittelwert des dafiir verwendeten IRS-Scores von 5,4+2,3.
Der Median des IRS-Scores betrug 5,1 (1,0-9,2). Insgesamt fallt auf, dass nur drei von 23
Patienten (£13%, Patient Nr. 12, 21 und 23) eine als stark zu bezeichnende GLUT1-
Expression mit einem IRS-Score 29 aufwiesen. Darunter sind auch die beiden Patienten
mit Neuroblastom, die eine nukledre GLUT1-Expression zeigen (Nr. 21 und 23). Wie sich
die GLUT1-Proteinexpression in den einzelnen Tumoruntergruppen verhalt,

veranschaulicht die Tabelle 4.
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GLUT1 Anzahl Mittelwert + SD Median Min Max
EWS 11 5025 4,8 1,0 8,0
oS 8 52+19 51 2,7 9,0
NB 4 7,4 %22 7,7 4,8 9,2

Tabelle 4: IRS-Score von GLUT1 in den Tumor-Untergruppen

Vor der Chemotherapie zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei der immunhistochemisch ermittelten
Expression von GLUT1 zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen. EWS = Ewing-Sarkom, OS =
Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

In der Gruppe der Ewing-Sarkome féllt auf, dass die Patienten Nr. 3 und 4 trotz
deutlicher 18FDG-Speicherung mit einem SUVmax; von 7,8 und 7,2, einen weit
unterdurchschnittlichen IRS-Score fiir GLUT1 (1,2 bzw. 1,0) aufwiesen. Dariiber hinaus
wurden die Messungen iiber die zellulire Glucosetransporter-Expression, als
morphologisches Korrelat der erhohten !8FDG-Aufnahme der PET-Untersuchung,
innerhalb der Tumor-Untergruppen verglichen. Dabei konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen beziiglich der GLUTI1-

Expressionsstirke festgestellt werden (p>0,05).

3.3.2 GLUT3

Bei der immunhistologischen Untersuchung des GLUT3-Antikérpers war das
Farbemuster dhnlich wie bei der GLUT1-Farbung vorrangig zytoplasmatisch, teils auch

membrands (siehe Abb. 9).



3. Ergebnisse 37

. | -
- — - @ - L '
Abb. 9: GLUT3-Expression

GLUT3-Expression exemplarisch gezeigt bei dem Patienten Nr. 7 mit Ewing-Sarkom und einem stark
positiven IRS-Score von insgesamt 9,6 (Originalvergréfierung 200-fach).

440

Bei der Betrachtung des mit GLUT1 funktionell eng verwandten Proteins GLUT3 ergab
sich ein Mittelwert des zugrundeliegenden IRS-Scores von 7,0+2,2. Der Median des IRS-
Scores maf$ 7,0 (4,0-12,0). Insgesamt fallt auch bei diesem Glucosetransporter auf, dass
nur 4/23 Patienten (£17%, Patient Nr. 7, 12, 16 und 18) eine starke GLUT3-Expression
(IRS-Score =9) aufwiesen. Wie sich diese Werte in den verschiedenen Tumor-

Untergruppen zusammensetzen, spiegelt Tabelle 5 wider.

GLUT3 Anzahl Mittelwert + SD Median Min Max
EWS 11 6,10 + 1,84 5,40 4,00 9,60
oS 8 8,26 +2,53 8,10 4,00 | 12,00
NB 5 6,82 +1,03 6,90 5,20 8,00

Tabelle 5: IRS-Score von GLUT3 in den Tumor-Untergruppen

Vor Chemotherapie zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei der immunhistochemisch ermittelten
Expression von GLUT3 zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen. EWS = Ewing-Sarkom, OS =
Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Mit der gleichen Zielsetzung wie bei GLUT1 wurde untersucht, wie sich die Expression
von dem Protein GLUT3 zwischen den einzelnen Tumorentitdten verhalt. Dabei konnten

keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (p>0,05), wenn auch tendenziell die
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Gruppe der Osteosarkome eine hohere GLUT3-Expression als die anderen
Tumorentitdten aufwies.
3.3.3 Hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1 «)

Der Antikorper HIF-la zeigte sowohl ein zytoplasmatisches, als auch ein nukledres

Farbemuster (siehe Abb. 10).

HIF-1a-Expression exemplarisch gezeigt bei dem Patienten Nr. 14 mit Osteosarkom und einem stark
positiven IRS-Score von insgesamt 11,3 (Originalvergréferung 200-fach).

Die mikroskopische Auswertung der Expressionsstirke des Proteins HIF-1la aller 23
Patienten der Kohorte ergab einen Mittelwert des IRS-Scores von 10,6+2,2. Der Median
des IRS-Scores lag bei 12,0 (4,2-12,0). Besonders zu beachten ist, dass 12/23 Patienten
(£52%) einen IRS-Score von 12 und 19/23 Patienten (£83%) einen IRS-Score von 29
(starke Expression) aufwiesen. Damit ist die Expression von HIF-1a in der untersuchten
Patientenkohorte deutlich hoher als die von GLUT1 und GLUT3. Wie sich die Werte der
gesamten Patientenkohorte in den einzelnen Tumoruntergruppen verhalten, ist der

Tabelle 6 zu entnehmen.



3. Ergebnisse 39

HIF-1a Anzahl Mittelwert + SD Median Min Max
EWS 11 10,36 + 2,88 12,00 4,20 12,00
oS 8 11,01 £1,57 11,70 7,60 12,00
NB 4 10,38 £ 1,31 10,25 9,00 12,00

Tabelle 6: IRS-Score von HIF-1a in den Tumor-Untergruppen

Vor Chemotherapie zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei der immunhistochemisch ermittelten
Expression von HIF-la zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen. EWS = Ewing-Sarkom, OS =
Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Auffallig ist, dass HIF-1a iiber alle Tumoruntergruppen hinweg eine starke bis sehr
starke Expression prdsentiert. Wie die relativ gleichmafdig hohen Werte der HIF-1a-
Expression in der Patientenkohorte erwarten lief3en, konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen festgestellt werden (p>0,05).

3.3.4 Pyruvatkinase M2 (PKM2)

Die Expression des Proteins PKM2 stellt sich mit Hilfe des PKM2-Antikérpers sowohl
zytoplasmatisch als auch nuklear dar (siehe Abb. 11).

Abb. 11: PKM2-Expression
PKM2-Expression exemplarisch gezeigt bei dem Patienten Nr. 19 mit Osteosarkom und einem mafdig

positiven IRS-Score von insgesamt 7,6 (Originalvergrofierung 200-fach).
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Der Mittelwert des IRS-Scores der gesamten Patientenkohorte, der im Rahmen der
mikroskopischen Auswertung fiir das Protein PKM2 erhoben wurde, lag bei 7,5%2,4. Der
Median des IRS-Scores war 7,1 (3,0-12,0). Die Verteilung dieser Werte in den einzelnen

Tumoruntergruppen bringt Tabelle 7 zum Ausdruck.

PKM2 Anzahl Mittelwert + SD Median Min Max
EWS 11 8,31+ 3,03 9,00 3,00 12,00
0s 8 6,56 + 1,27 6,70 3,80 8,00
NB 4 7,23 +1,52 6,85 5,90 9,30

Tabelle 7: IRS-Score von PKM2 in den Tumor-Untergruppen
Vor Chemotherapie zeigt sich kein signifikanter Unterschied bei der immunhistochemisch ermittelten

Expression von PKM2 zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen. EWS = Ewing-Sarkom, OS =
Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Als zentrales Enzym des Glucosestoffwechsels wurde die Expression von PKM2 in den
einzelnen Tumoruntergruppen untersucht. Hinsichtlich der PKM2-Expression konnte
zwischen den einzelnen Tumorgruppen kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p>0,05). Allerdings bleibt festzuhalten, dass die Gruppe der Ewing-
Sarkome in dem Anteil der Patienten mit einer starken PKM2-Expression (IRS-Score =
9) gegenliber den anderen Tumoruntergruppen mit sechs von insgesamt sieben

Patienten starker vertreten ist.

3.3.5 TKTL1
Bei der immunhistochemischen Farbung mit Hilfe des TKTL1-Antikorpers zeigte sich

ein nahezu ausschliefilich zytoplasmatisches Farbemuster (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: TKTL1-Expression
TKTL1-Expression exemplarisch gezeigt bei dem Patienten Nr.21 mit Neuroblastom und einem mafig

positiven IRS-Score von insgesamt 6,4 (Originalvergrofderung 200-fach).

Der Expressionsstiarke des Proteins TKTL1 liefs sich im Rahmen der mikroskopischen
Auswertung ein Mittelwert des IRS-Scores von 3,2+2,5 zuordnen. Der Median des IRS-
Scores war 2,7 (0-7,9). Die Verteilung auf die Tumoruntergruppen gibt Tabelle 8 wieder.
In der Gesamtschau fallt auf, dass der IRS-Score der TKTL1-Expression deutlich
niedriger ist, als die Expression der anderen untersuchten Proteine. Insbesondere zeigt
sich, dass bei vier Patienten aus der EWS-Untergruppe (Patient Nr. 1, 2, 7 und 8) und bei
drei Patienten aus der OS-Untergruppe (Patient Nr. 15, 17 und 18) der IRS-Score <2 liegt
und damit von einer fehlenden Protein-Expression ausgegangen werden muss. Bei der
Gegentiberstellung der einzelnen Tumoruntergruppen konnte beziiglich der TKTL1-

Expression kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p>0,05).

TKTL1 Anzahl Mittelwert £ SD Median Min Max
EWS 11 2,37 £2,35 2,50 0,00 7,40
0s 8 3,51+2,54 3,95 0,00 6,70
NB 4 510+ 2,46 4,90 2,70 7,90

Tabelle 8: IRS-Score von TKTL1 in den Tumor-Untergruppen

Vor Chemotherapie fallt eine insgesamt schwache immunhistochemisch ermittelte Expression von TKTL1
auf, ohne dass zwischen den einzelnen Tumoruntergruppen eine signifikant unterschiedliche TKTL1-
Expression vorliegt. EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.
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3.4 Vergleich der pritherapeutischen immunhistochemischen

Ergebnisse untereinander

Die Expressionsverteilung der einzelnen am Glucose-Stoffwechsel beteiligten Proteine

ist Abb. 13 zu entnehmen.
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Abb. 13: Ubersicht der pritherapeutischen immunhistochemischen Ergebnisse (n=23)
Beim Vergleich der initialen Proteinexpression der fiinf untersuchten Proteine {iber das ganze

Patientenkollektiv hinweg (n=23), korrelieren die Expressionsstarken der Glucosetransporter GLUT1 und
GLUT3 sowie die der Proteine HIF-1a und PKM2 signifikant positiv miteinander. EWS = Ewing-Sarkom, OS
= Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Um die Expression von GLUT1, GLUT3, HIF-1«, PKM2 und TKTL1 besser vergleichen zu
konnen, wurden die anhand von pratherapeutisch entnommenen Tumorbiopsien von 23
Patienten gewonnenen IRS-Scores miteinander korreliert. Dabei zeigte sich eine
signifikante Korrelation der Expressionsstirken der in ihrer Funktion &hnlichen
Proteine GLUT1 und GLUT3 (r=0,26, p=0,01). Aufderdem konnte ein deutlicher
Zusammenhang beim Vergleich der HIF-1a-Expression mit der Expression von PKM2
(r=0,55, p=0,006) ermittelt werden. Dieser fiir die ganze Patientenkohorte gefundene
Zusammenhang ist auf die starke Korrelation innerhalb der Neuroblastom-Untergruppe
zurlckzufiihren (r=1,00, p<0,0001, bei n=4). Hingegen besteht keine Abhangigkeit der
Expression von dem Protein HIF-1a mit der Expression der Glucosetransporter GLUT1
und GLUT3. Ursachlich dafiir verantwortlich sein konnte, dass es insbesondere in der

EWS-Gruppe Patienten mit sehr hoher HIF-1a-Expression gibt, die eine heterogene
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GLUT1 oder GLUT3-Expressionsstirke aufweisen: ndmlich sowohl Patienten mit
vergleichsweise hoher (Patient Nr. 2 und 8) als auch niedriger (Patient Nr. 3 und 4)
GLUT1-Expression. Eine Korrelation der pratherapeutisch ermittelten Werte mit dem
histologischen Regressionsgrad nach Salzer-Kuntschik und damit der Prognose der

untersuchten Patienten bestand fiir keines der flinf analysierten Proteine.

3.5 Vergleich der pritherapeutischen immunhistochemischen

Ergebnisse mit denen der Positronen-Emissions-Tomographien

Bei der Gegeniiberstellung der prdtherapeutisch gewonnenen PET-Daten mit den
Ergebnissen aus den pratherapeutischen immunhistochemischen Untersuchungen
konnte weder fiir die gesamte Patientenkohorte, noch bei der separaten Betrachtung
der einzelnen Tumoruntergruppen eine statistisch signifikante Korrelation gefunden
werden (p>0,05). Auffallend ist allerdings Patient Nr. 12 aus der Gruppe der
Osteosarkome, der mit einem SUVmaxi-Wert von 25,9 den hdchsten pratherapeutischen
Wert aus der ganzen Patientenkohorte zeigt und gleichzeitig mit einem IRS-Score von
9,0 fiir GLUT1 und 109 fir GLUT3 auch zu der Gruppe mit der hdchsten

Glucosetransporterexpression zahlt.

3.6 Ubersicht der posttherapeutisch erhobenen Daten

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der PET-Untersuchungen, die nach der
Chemotherapie durchgefiihrt wurden, und der Resultate, die anhand von
posttherapeutischen Tumorproben mit Hilfe der Immunhistochemie erhoben wurden,
gibt Tabelle 9 wieder. Wahrend vor der Chemotherapie bei allen 23 Patienten
tumorreprasentatives Gewebe fiir die immunhistochemische Auswertung vorhanden
war, konnte - hauptsichlich wegen des vollstindigen Ansprechens auf die
Chemotherapie - im Verlauf nur bei elf Patienten eine immunhistochemische
Auswertung anhand von reseziertem Tumorgewebe mit noch vitalem Tumorzellanteil

erfolgen.
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Patient | Diagn. | SK [SUVmax; [ SUVmax; | GLUT1 [ GLUT3 | HIF-1a | PKM2 | TKTL1
1 EWS | 1 10,1 2,5 - - - - -
2 EWS | 1 6,3 3,6 - - - - -
3 EWS | 2 7,8 2,8 - - - - -
4 EWS | 1 7,2 3,6 - - - - -
5 EWS | 4 7,9 4,4 4 4 4,2 1,9 0,1
6 EWS | 1 13,5 3,4 - - - - -
7 EWS | 2 13,5 0,4 - - - - -
8 EWS | 3 11,2 2,7 - - - - -
9 EWS | 1 8,5 1,3 - - - - -
10 EWS | 4 9,9 1,4 4 6,7 12 12 2,4
11 EWS | 1 2,6 0,8 - - - - -
12 0S 2 259 6,5 9,2 7,6 11,3 4,5 3,8
13 0S 5 7,8 29 1,2 4,6 6,8 3,6 0
14 0S 4 12,2 7,3 29 3,4 4,7 4,8 4,3
15 0S 4 20,9 12 5,8 6,8 7,8 7,6 1
16 0S 4 10,5 6,5 - - - - -
17 0S 3 12,8 2,3 - - - - -
18 0S 2 9 2,7 8 8,4 10 6,3 4
19 0S 4 9,7 39 7,9 5,6 7,2 8,2 4,8
20 NB - 5,2 1,6 4 4 6,4 8,3 4
21 NB - 10,5 0,9 3,4 10,1 12 12 4
22 NB - 1,3 1,9 2,7 3,7 11 6,9 1,2
23 NB - 6 1,1 - - - - -

MEDIAN 9,7 2,7 4,0 5,6 7,8 6,9 3,8

Tabelle 9: Ergebnisse der postherapeutischen PET- Untersuchungen und Imnmunhistochemie
Die Tabelle zeigt die Ubersicht aller nach chemotherapeutischer Intervention ermittelten
immunhistochemischen Ergebnisse (GLUT1, GLUT3, HIF-1a, PKM2 und TKTL1) der auch im Verlauf
untersuchten Patienten (n=11) und die mittels PET gemessene 18FDG-Traceraufnahme (SUVmax;), die
beim gesamten Patientenkollektiv (=23) durchgefiihrt wurde. EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom,
NB = Neuroblastom., SK = Salzer-Kuntschik-Regressionsgrad.
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Von den 23 Studienteilnehmern wurde bei allen 19 OS- und EWS-Patienten der
histologisch  ermittelte Salzer-Kuntschik-Regressionsgrad bestimmt, der das
Therapieansprechen nach chemotherapeutischer Intervention klassifiziert, jedoch nicht
fiir die Neuroblastome anwendbar ist (siehe auch 1.5.1). Demnach gelten 7/19 Patienten
(£37%) mit einem Salzer-Kuntschik-Regressionsgrad von =4 als Non-Responder in
Bezug auf die zwischenzeitlich durchgefiihrte Polychemotherapie. Darunter befinden
sich 2/11 Patienten mit Ewing-Sarkom (£18%) sowie 5/8 Patienten mit Osteosarkom

(263%).

3.7 Auswertung der posttherapeutischen Positronen-Emissions-

Tomographien

Der nach der Chemotherapie bestimmte SUVmax-Wert der bei allen 23 Studienpatienten
durchgefiihrten PET-Messungen (=SUVmaxz) ergab einen Mittelwert von 3,3%2,7. Der
Median des SUVmax; betrug 2,7 (0,4-12,0) und befand sich damit deutlich niedriger als
der Median des initial gemessenen SUVmax; von 9,7 (siehe auch Tabelle 9).

Von den 23 Patienten tiberstieg/glich der SUVmax;-Wert nur bei 14 Patienten
(£61%) den in Kapitel 2.4.2 beschriebenen Cut-Off-Wert von 2,5, der als Grenze fiir eine
pathologische 18FDG-Glucoseaufnahme diskutiert wird. Bei der Verlaufs-PET-
Untersuchung erreichte lediglich der Patient Nr. 15 aus der Osteosarkom-Gruppe einen
SUVmaxz-Wert >10. Dieser Patient gilt mit einem Salzer-Kuntschik Regressionsgrad 4
auch als Non-Responder auf die neoadjuvant durchgefiihrte Chemotherapie. Die
Differenzierung der posttherapeutisch erhobenen SUXmax-Werte in den einzelnen

Tumoruntergruppen gibt die Abb. 14 wieder.
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Abb. 14: SUVmax,-Daten in den Tumor-Untergruppen (n=23)

Die mittels PET gemessene ®EDG-Traceraufnahme nach Chemotherapie (SUVmax,) ist bei den Osteosarkomen
signifikant héher als bei der Gruppe der Ewing-Sarkome und Neuroblastome. EWS = Ewing-Sarkom, OS =
Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Um zu untersuchen, wie sich die 18FDG-Aufnahme der verschiedenen Tumorentitiaten
nach der Chemotherapie untereinander verhilt, wurden deren SUVmaxz:-Werte in
Beziehung zueinander gesetzt. Beim Vergleich der SUVmax;-Werte innerhalb der
einzelnen Tumorgruppen zeigte sich der hdchste Median bei der Gruppe der
Osteosarkome (Median 5,2; 2,3-12,0). Demgegeniiber sind die SUVmax;-Werte in der
Gruppe der Ewing-Sarkome (Median 2,7; 0,4-4,4) und der Neuroblastome (Median 1,4;
0,9-1,9) signifikant geringer. Dazu passend stellt sich auch der Salzer-Kuntschik-
Regressionsgrad in der Gruppe der Osteosarkome gegeniiber den Ewing-Sarkomen

signifikant erhoht dar (p=0,011).

3.8 Auswertung der posttherapeutischen immunhistochemischen
Ergebnisse
Die nach der Chemotherapie entnommenen Tumorgewebeproben wurden ebenfalls

immunhistochemisch auf die Expression der in Kapitel 1.3 genannten Proteine

untersucht. Die Abb. 15 veranschaulicht die dabei gewonnenen Ergebnisse.
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Abb. 15: Posttherapeutisch ermittelte IRS-Scores der untersuchten Proteine (n=11)
Beim Vergleich der posttherapeutischen Proteinexpression der fiinf untersuchten Proteine bei den auch

im Verlauf untersuchten Patienten (n=11) zeigt sich, dass TKTL1 signifikant am schwachsten und HIF-1«a
am stirksten exprimiert wird. AufRerdem korrelieren HIF-1a und GLUT3 sowie HIF-1a und PKM?2
signifikant positiv miteinander. EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Wahrend die Verteilungen von GLUT1 und GLUT3 &hnlich stark ausgepragt waren, aber
nicht miteinander korrelierten (p=0,15), wird deutlich, dass bei allen 11 untersuchten
Tumorgeweben nur eine schwache Expression des Enzyms TKTL1 vorlag (IRS-Score 2
bis <5) und dessen IRS-Score mit einem Median von 3,8 (0-4,8) den niedrigsten Wert
der untersuchten Proteine bildet. Demgegeniiber dominiert die Expression von HIF-1a
die Gruppe der untersuchten Proteine mit einem Median des IRS-Scores von 7,8 (4,2-
12,0). Es lasst sich sogar bei den Patienten Nr. 10 und 21, passend zu ihrer hohen HIF-
la-Expression, selbst nach der Chemotherapie eine stark ausgepriagte PKM2-Expression
(IRS-Score=12) feststellen.

Beim Vergleich der dargestellten Proteinexpressionen untereinander bei allen 11
Patienten zeigt sich eine statistisch signifikante Abhangigkeit von HIF-1a und GLUT3
(r?=0,48, p=0,017). Diese Abhangigkeit fufdt vorrangig auf dem starken Zusammenhang
dieser beiden Proteine innerhalb der Osteosarkom-Untergruppe (r?=0,85, p=0,009).
Zusatzlich korreliert bei der Osteosarkom-Untergruppe auch die HIF-1a-Expression mit
der von GLUT1 (r¢=0,89, p=0,019) und zwar dahingehend, dass mit dem Abfall der HIF-
la-Expression die GLUT3- wie auch die GLUT1-Expression sinkt. Aufserdem besteht ein

signifikanter positiv-linearer Zusammenhang zwischen der HIF-la- und PKM2-
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Expression (r?=0,39, p=0,039) bei allen 11 Patienten. Hinsichtlich des histologischen
Regressionsgrades nach Salzer-Kuntschik ist festzustellen, dass zwischen diesem und
der GLUT1- und GLUT3-Expression ein negativ linearer Zusammenhang besteht, der fir

GLUT1 eine statistische Signifikanz annimmt (GLUT1: p=0,005; GLUT3: p=0,053).

3.9 Vergleich der posttherapeutischen immunhistochemischen

Ergebnisse mit denen der Positronen-Emissions-Tomographien

Wie beim Vergleich der pratherapeutischen SUVmaxi-Werte mit der Proteinexpression
der Glucosetransporter lasst sich auch im Verlauf keine signifikante Korrelation
zwischen der Glucosetransporterexpression und der nuklearmedizinisch ermittelten
Glucoseaufnahme in den Tumoren darstellen. So prasentiert Patient Nr. 15 trotz eines
deutlichen Abfalls des SUVmax-Wertes von anfanglich 20,9 auf 12,0 im Verlauf sogar
einen Anstieg der GLUT1-Expression von urspriinglich 3,6 auf 5,8 sowie der GLUT3-
Expression von 4,0 auf 6,8. Allerdings besteht eine negative Abhangigkeit der
posttherapeutischen Enzymexpression von PKM2 mit den im Verlauf bestimmten
SUVmaxz-Werten (rs=-0,624, p=0,04) ilber alle 11 Patienten hinweg, so dass zu
beobachten ist, dass trotz eines eher niedrigen SUVmaxz-Wertes noch eine erhohte
PKM2-Expression vorliegt (siehe Patient Nr. 10, 19, 20, 21). Exemplarisch zeigt Patient
Nr. 21 trotz Abfall des SUVmax-Wertes von anfanglich 10,5 auf 0,9 nach der
Chemotherapie eine persistierend starke Expression von PKM2 und auch HIF-1la mit
IRS-Scores von jeweils 12 (siehe Abb. 16). Gleiches trifft fiir den Patienten Nr. 10 der

Ewing-Sarkom-Untergruppe zu.
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Abb. 16: PET- und immunhistochemische Bilder des Patienten Nr. 21 mit Neuroblastom
Deutliche Aktivitatsanreicherung in Projektion auf die rechte Nebenniere (Pfeil) mit einem SUVmax; von

10,5 vor Durchfiihrung der neoadjuvanten Chemotherapie (A), Maximum intensity projection.
Postchemotherapeutisch findet sich mit einem SUVmax, von 0,9 in demselben Areal keine pathologisch
erhohte 18FDG-Traceraufnahme mehr (B), Maximum intensity projection. Trotz deutlichem Abfall der
18FDG-Traceraufnahme ist nicht nur vor (C), sondern auch nach durchgefiithrter Chemotherapie (D)
weiterhin eine starke PKM2-Expression in den verbliebenen Tumorzellen zu erkennen
(Originalvergrofierung 200-fach).
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3.10 Vergleich der pra- mit den posttherapeutisch erhobenen Daten

3.10.1 Glucoseaufnahmeverhalten der Tumoren vor und nach Chemotherapie

Das in Form des SUVmax-Wertes gemessene 18FDG-Glucoseaufnahmeverhalten vor
(=SUVmax1) und nach Chemotherapie (=SUVmax;) ist der Tabelle 10 sowie der Abb. 17

Zu entnehmen.
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Abb. 17: Gegeniiberstellung der SUVmax,- und SUVmax,-Werte in den Tumorgruppen (n=23)
Bei den Osteo- und Ewing-Sarkomen ist die Abnahme des 18FDG-Glucoseaufnahmeverhaltens iiber die

Chemotherapie signifikant, wihrend fiir die Neuroblastome keine signifikante Abnahme festgestellt
werden kann. EWS = Ewing-Sarkom, OS = Osteosarkom, NB = Neuroblastom.

Beim Vergleich der beiden Untersuchungsergebnisse zeigt sich eine statistisch
signifikante Abnahme des 8FDG-Glucoseaufnahmeverhaltens in der Patientenkohorte
(p<0,001). Der SUVmax-Median der pratherapeutisch durchgefiihrten PET-
Untersuchung fallt um das 3,6-fache von 9,7 auf 2,7 nach der Chemotherapie ab.

Bei der differenzierten Betrachtung der Tumoruntergruppen wird deutlich, dass
die Abnahme des 8FDG-Glucoseaufnahmeverhaltens in der Gruppe der Osteo- und
Ewing-Sarkome im Gegensatz zu den Neuroblastomen statistisch signifikant ist. So fallt
der Median des SUVmax bei den Ewing-Sarkomen von urspriinglich 9,0 auf 2,7 ab
(p=0,0001). Als exemplarisches Beispiel ist hier Patient Nr. 10 in der Abb. 18 dargestellt.
Genauso ist in der Gruppe der Osteosarkome der Riickgang der 18FDG-Glucoseaufnahme
durch die Chemotherapie signifikant (p=0,003). Hier sinkt der Median von anfanglich
11,4 auf 5,2 nach Chemotherapie ab. In der Gruppe der Neuroblastome fallt der
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SUVmax-Median zwar von 5,6 auf 1,4, erreicht aber aufgrund der kleinen Fallzahl (n=4)
keine statistische Signifikanz (p>0,05).

Festzuhalten ist also, dass sich bei 22/23 Patienten (£96%) die mit Hilfe des
18FDG-Uptakes gemessene Glucoseaufnahme in Folge der neoadjuvant durchgefiihrten
Chemotherapie reduziert. Nur bei Patient Nr. 22 aus der Gruppe der Neuroblastome
trifft dieses nicht zu. Bei diesem Patient war bereits anfdanglich nur ein SUVmax;-Wert
von 1,3 gemessen worden, der ebenso wie der SUVmaxz-Wert von 1,9 unter dem Cut-
Off-Wert von 2,5 als Grenze fiir eine pathologische 18FDG-Glucoseaufnahme lag (siehe
auch 2.4.2). Dariiber hinaus wurden die SUVmax-Werte bei diesem Patienten nicht am

Primartumor, sondern im Bereich einer Lebermetastase erhoben.
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Abb. 18: PET-Aufnahmen des Koérperstammes von Patient Nr. 10 mit Ewing-Sarkom
Der Primadrtumor im Bereich der rechten Scapularegion (A) zeigt nach Chemotherapie (B) eine Reduktion

der mittels PET gemessenen 8FDG-Glucoseaufnahme von SUVmaxi= 9,9 auf SUVmax,= 1,4; PET maximum
intensity projection (MIP).

3.10.2 Anderung der Proteinexpression der Tumore vor und nach Chemotherapie

Eine Gegeniiberstellung der pra- und posttherapeutisch erhobenen PET- und
immunhistochemischen Ergebnisse der elf fiir eine Verlaufsauswertung zur Verfiigung

stehenden Patienten gibt Tabelle 10 wieder.
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Patient | Diagn. | SK | SUVmax; | SUVmax; | GLUT1 | GLUT1v | GLUT3 | GLUT3v | HIF-1a | HIF-1av | PKM2 | PKM2v | TKTL1 | TKTL1v
1 EWS | 1 10,1 2,5 3,5 - 4,5 - 12,0 - 12,0 - 0,0 -
2 EWS | 1 6,3 3,6 8,0 - 8,0 - 12,0 - 4,0 - 0,0 -
3 EWS | 2 7,8 2,8 1,2 - 5,0 - 12,0 - 9,0 - 2,6 -
4 EWS | 1 7,2 3,6 1,0 - 4,7 - 12,0 - 6,9 - 2,7 -
5 EWS | 4 7,9 4,4 4,0 4 7,3 4 4,2 4,2 7,2 1,9 5,2 0,1
6 EWS | 1 13,5 3,4 4,0 - 4,0 - 6,0 - 3,0 - 2,5 -
7 EWS | 2 13,5 0,4 8,0 - 9,6 - 8,1 - 6,4 - 0,3 -
8 EWS | 3 11,2 2,7 7,8 - 8,0 - 12,0 - 11,0 - 0,0 -
9 EWS | 1 8,5 1,3 6,4 - 6,0 - 11,7 - 11,2 - 7,4 -
10 EWS | 4 9,9 1,4 4,8 4 5,4 6,7 12,0 12 10,5 12 3,1 2,4
11 EWS | 1 2,6 0,8 5,8 - 4,6 - 12,0 - 10,3 - 2,3 -
12 0S 2 25,9 6,5 9,0 9,2 10,9 7,6 9,8 11,3 6,2 4,5 4,2 3,8
13 0S 5 7,8 2,9 5,7 1,2 7,0 4,6 11,4 6,8 6,4 3,6 4,9 0
14 0S 4 12,2 7,3 2,7 2,9 8,2 3,4 11,3 4,7 8,0 4,8 6,7 4,3
15 0S 4 20,9 12 3,6 5,8 4,0 6,8 7,6 7,8 3,8 7,6 1,3 1
16 0S 4 10,5 6,5 51 - 9,4 - 12,0 - 7,1 - 3,7 -
17 0S 3 12,8 2,3 4,1 - 6,6 - 12,0 - 6,6 - 0,9 -
18 0S 2 9,0 2,7 6,0 8 12,0 8,4 12,0 10 6,8 6,3 0,0 4
19 0S 4 9,7 3,9 5,0 7,9 8,0 5,6 12,0 7,2 7,6 8,2 6,4 4,8
20 NB - 5,2 1,6 6,3 4 5,2 4 10,8 6,4 7,4 8,3 3,4 4
21 NB - 10,5 0,9 9,1 3,4 6,7 10,1 12,0 12 9,3 12 6,4 4
22 NB - 1,3 1,9 4,8 2,7 7,3 3,7 9,7 11 6,3 6,9 2,7 1,2
23 NB - 6,0 1,1 9,2 - 8,0 - 9,0 - 5,9 - 7,9 -

Median 9,7 2,7 5,1 4,0 7,0 56 12,0 7,8 7,1 6,9 3,2 3,8

Tabelle 10: Gegeniiberstellung der pra- und posttherapeutischen Untersuchungen
Gegentiberstellung der pra- und posttherapeutisch ermittelten 18FDG-Glucoseaufnahme (SUVmax; bzw. SUVmax;) sowie Proteinexpression (der Zusatz ,v* kennzeichnet
die Verlaufsmessung nach Chemotherapie). Diagn.=Diagnose, SK=Salzer-Kuntschik-Regressionsgrad, EWS=Ewing-Sarkom, 0S=0Osteosarkom, NB=Neuroblastom.
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Beim Vergleich der gemessenen IRS-Scores von GLUT1 vor (Median=5,4) und nach der
Chemotherapie (Median=4,0) zeigte sich keine signifikante Abnahme der GLUT1-
Expression, trotz deutlichem Abfall der mit Hilfe der SUVmax gemessenen 18FDG-
Glucoseaufnahme (siehe 3.10.1). Wahrend beispielsweise die Patienten Nr. 13 (siehe
Abb. 19) und 21 mit einer Veranderung des IRS-Scores von anfanglich 5,7 bzw. 9,1 auf
1,2 bzw. 3,4 im Verlauf eine deutliche Reduktion der GLUT1-Expression aufzeigten, war
der Zusammenhang bei den Patienten Nr. 15, 18 und 19 gegenlaufig. Hier nahm der IRS-
Score der GLUT1-Expression nach der Chemotherapie zu. Bei allen drei Patienten
handelt es sich um Patienten der Osteosarkom-Untergruppe, wobei zwei dieser drei
Patienten mit einem Salzer-Kuntschik-Regressionsgrad von 4 auch als Non-Responder
einzustufen sind. Zudem wies Patient Nr. 15 auch einen Anstieg der GLUT3- und PKM2-

Expression auf.
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Abb. 19: Immunhistochemische Farbung von GLUT 1 bei Patient Nr. 13 mit Osteosarkom
Reduktion der GLUT1-Expression von einem initialen IRS-Score von 5,7 (A) auf 1,2 (B) nach

chemotherapeutischer Intervention (Originalvergréfierung 200-fach).

Insgesamt konnte bei allen 11 Patienten beziiglich der Expression von GLUT3, HIF-1«a
und PKM2 keine signifikante Expressionsinderung nach chemotherapeutischer
Intervention gemessen werden. Ferner gab es bei der Gegenitiberstellung der TKTL1-
Expression vor und nach der Chemotherapie keine signifikante Expressionsanderung.

Bei der detaillierten Analyse findet sich bei allen 11 Patienten im Verlauf nur eine
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schwache TKTL1-Expression (IRS-Score <6). Auffillig ist Patient Nr. 18 aus der
Osteosarkom-Untergruppe, der zu Beginn keine TKTL1-Expression aufwies (IRS-

Score=0), im Verlauf aber eine TKTL1-Expression von 4,0 zeigte.

3.11 Immunhistochemisch ermittelte Basiswerte der Protein-

Expression im Vorlaufergewebe

Um die immunhistochemisch ermittelten pra- und posttherapeutischen
Proteinexpressionen des jeweiligen Tumorgewebes addquat beurteilen zu kénnen,
wurde ebenfalls im nicht vom Tumorgewebe befallenen Vorlaufergewebe derselben
Studienpatienten (Lamellenknochen als Vorlaufergewebe der Ewing- und Osteosarkome
sowie Nebennierenparenchym als Vorlaufergewebe der Neuroblastome) die Expression
von GLUT1, GLUT3, HIF-1, PKM2 und TKTL1 untersucht (siehe Tabelle 11). Dabei wurde
tumorfreier Lamellenknochen von zehn Patienten mit Ewing- und Osteosarkomen sowie
tumorfreies Nebennierenparenchym von vier Neuroblastom-Patienten analysiert. Von
diesen ermittelten Basiswerten ausgehend wurde der jeweilige IRS-Score mit + 20 des

Basiswerts als Uber- bzw. Unterexpression definiert.

Vorliaufergewebe GLUT1 GLUT3 HIF-1 PKM2 TKTL1
3,5+0,7 44+0,5 5+0,9 34+0,6 3,8+0,6
Lamellenknochen

(n=10) +10 2,842 | +10 3,9-49 | +10 4,1-59 | +1052,8-4,0 | +103,2-4,4
+20 2,1-49 | +20 3,454 | +20 3,268 | +202,2-4,6 | *202,6-5,0

2,2+0,4 2,6 -+ 0,6 43+0,5 41+0,6 2,7+0,5

Nebenniere

(n=4) +10 1,8-2,6 | +10 2,0-32 | +10 3,848 | +10 3,547 | +10 2,2-3,2
+20 1,4-30 | +20 1,4-3,8 | +20 3,3-53 | +20 2,9-53 | +20 1,7-3,7

Tabelle 11: IRS-Score der fiinf Proteine in den Vorldufergeweben

Die Tabelle fasst die in Form des IRS-Scores gemessene Expression der fiinf untersuchten Proteine
(GLUT1, GLUTS3, HIF-1a, PKM2 und TKTL1) als ,Mittelwert + SD“ zusammen, die anhand von gesundem,
den Tumorentititen korrespondierenden Vorlaufergewebe ermittelt wurde. Dabei beschreiben + 1¢ bzw.
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+ 20 den Abstand vom ermittelten Basiswert in Form einer bzw. zweier Standardabweichungen. Werte <
20 werden definitionsgemaf als Unter- und Werte > 26 als Uberexpression bezeichnet.

Exemplarisch wurden fiir die Ewing- und Osteosarkome ein IRS-Score der GLUT1-
Expression von < 2,1 als Unter- und eine Expression > 4,9 als Uberexpression
festgesetzt. Analog dazu wurden fir die Neuroblastome ein IRS-Score der GLUT1-

Expression von < 1,4 als Unter- und eine Expression > 3,0 als Uberexpression definiert.
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4. Diskussion

4.1 Pratherapeutische Ergebnisse

Nach Entdeckung und erfolgreicher Anwendung von Chemotherapeutika in den letzten
Jahrzehnten des 20. Jahrhunderts versucht die aktuelle Krebsforschung inzwischen
anhand von komplexen Modellen zur Karzinogenese auf molekularer Ebene Ursachen
der Tumorentstehung und —-progression sowie therapeutische
Interventionsmoglichkeiten im Sinne einer zielgerichteteren Therapie ausfindig zu
machen. Dabei kam es zur Wiederentdeckung der Hypothese Warburgs (8) und der
Konzentration auf Stoffwechselzusammenhinge, die sich aus einer erhohten
Glucoseaufnahme in malignen Tumoren ergeben und diese bedingen (19). Auch die
Bedeutung von zentralen Stoffwechselregulationsproteinen fiir die Karzinogenese wie
dem sauerstoffsensiblen HIF-1a ist seit Jahren Gegenstand intensiver Forschung (82).
Wahrend erste Studien zu Mamma- (83) und Lungenkarzinomen (84) sowie anderen
Krebsformen (85-87) im Erwachsenalter begonnen haben, Tumorzellen hinsichtlich
ihrer metabolisch aktiven Proteine zu untersuchen, sind im Bereich der Tumoren von
Kindern und Jugendlichen dahingehend nur sparlich Untersuchungen vorhanden.
Basierend auf einer umfangreichen prospektiven Multi-Center-Studie zur Wertigkeit der
I8FDG-Positronen-Emissions-Tomographie im Kindes- und Jugendalter gewdhrt die hier
vorliegende Arbeit Einblicke in Schliisselproteine des Tumorstoffwechsels von Ewing-
und Osteosarkomen wie auch Neuroblastomen.

So lasst sich zundchst feststellen, dass alle Tumorarten pratherapeutisch eine
erhohte 18FDG-Aufnahme gegeniiber dem gesunden Gewebe als Anzeichen eines
vermehrten Glucosestoffwechsels zeigen, eine Beobachtung, die von unterschiedlichen
Studien an padiatrischen Patienten unterstiitzt wird (76, 77, 88-90). Dariiber hinaus
zeigt die hier vorliegende Arbeit eine signifikant hohere pratherapeutische
Traceraufnahme bei den Ewing- und Osteosarkomen gegeniiber den Neuroblastomen,
wobei die SUXmax-Werte der einzelnen Tumorgruppen mit denen anderer Studien
vergleichbar sind (7, 77, 91-93). Aufgrund der vergleichsweise geringeren 18FDG-
Traceraufnahme wird bei den Neuroblastomen die 18FDG-PET-Untersuchung nur
ergianzend zur standardmafdig durchgefiihrten MIBG-Szintigraphie gesehen,

insbesondere bei Patienten, die keine MIBG-Akkumulation aufweisen (94, 95).
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Da die 18FDG-Aufnahme tber die Glucosetransporter zu erfolgen scheint (17)
(siehe auch 1.4.1), konnte angenommen werden, dass bei erhohter pratherapeutischer
18FDG-Aufnahme auch eine starke Expression der Glucosetransporter vorliegt. Diese
Hypothese konnte durch die hier vorliegende Arbeit nicht bestitigt werden. So weisen
Neuroblastome im Vergleich zu den Sarkomen eine dhnlich hohe Expression von GLUT1
und GLUT3 auf, obwohl die SUVmaxi-Werte der Neuroblastome signifikant niedriger
sind. Auch fiir die Tumorgruppen der Ewing- und Osteosarkome konnte in dieser Arbeit
kein Zusammenhang zwischen den pratherapeutisch erh6hten SUVmaxi-Werten und
der Glucosetransporterexpression festgestellt werden. Zu vergleichbaren Ergebnissen
kommen Studien bei erwachsenen Patienten mit Non-Small Cell Lung Cancer
(NSCLC)(84), Nierenzell- (18) und Osophaguskarzinomen (96). So konnten Marom et al.
in ihrer Studie mit 66 NSCLC-Patienten zeigen, dass weder die anhand eines
vergleichbaren IRS-Scores gemessene GLUT1- noch die GLUT3-Expression mit den
SUVmaxi-Werten korrelieren. Auch fiir die Nierenzellkarzinome konnten Miyakita et al.
in ihrer Studie mit 19 Patienten zeigen, dass die mittels SUVmax; erhobene
Glucoseaufnahme nicht mit der GLUT1-Expression korreliert, die mit Hilfe eines
immunhistochemischen Scores ermittelt wurde, der zwischen negativer, schwacher und
positiver Expression differenziert.

Demgegeniiber finden sich in der wissenschaftlichen Literatur aber auch einige
Gegenbeispiele, die eine deutliche Korrelation zwischen der 18FDG-Aufnahme und
Glucosetransporter-Expression bei Tumorentitaten wie Cervix- (97) aber auch NSCLC
nachweisen konnten (98, 99). Allerdings legten Baardwijk et al. bei den NSCLC fiir die
Messung der GLUT1-Expression ebenfalls nicht den IRS-Score, sondern eine
vereinfachte Kategorisierung mit einer Aufteilung, die lediglich zwischen negativer und
positiver Expression unterscheidet, zugrunde. Auch die Arbeitsgruppe von Hamada et al.
konnte in ihrer Studie mit 49 Patienten mit benignen sowie malignen Knochen- und
Weichteiltumoren einen positiven Zusammenhang von SUVmax; und der GLUT1-
Expression aufzeigen, wobei ebenfalls nur ein immunhistochemischer Score verwendet
wurde, der zwischen den Kategorien der negativen und positiven Expression
differenziert (100). Allerdings quantifiziert diese Studie auch die GLUT1-Expression
durch eine RT-PCR, deren Ergebnisse positiv mit den immunhistochemisch erhobenen

Werten der GLUT1-Expression korrelieren. Wahrend in dieser Arbeit von Hamada et al.
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neun Osteosarkome und ein Ewing-Sarkom untersucht wurden, sind weitere Ergebnisse
zu SUVmax; und GLUT1-Expression, insbesondere bei Neuroblastomen, nicht publiziert.
Folgende Erklarungsansatze fiir die in dieser Arbeit aufgezeigten diskordanten
Zusammenhange zwischen SUVmax und Proteinexpression sind denkbar:

1. Die Probenentnahme des Tumors erfasst nur eine Momentaufnahme des
Tumorstoffwechsels und ist daher nicht zwangslaufig reprasentativ fiir die zu
einem anderen Zeitpunkt mittels 18FDG-PET gemessene durchschnittliche
Tumorstoffwechselaktivitat.

2. Das Wissen um die exakte Lokalisation der entnommenen Tumorprobe ist von
besonderer Bedeutung. Die Berechnung der SUVmax-Werte (siehe Kapitel 1.4.3)
muss im Bereich der Tumorproben-Entnahmestelle erfolgen, um die erhobenen
PET-Daten mit der immunhistochemisch gemessenen Proteinexpressionsstirke
an genau derselben Korperstelle korrelieren zu konnen. Es liegt in der Natur
dieses Vorgehens, dass die Lokalisation der entnommenen Tumorproben nur auf
Grund von Operations- und Pathologieberichten bestimmt werden konnte. Dies
stellt daher, trotz sorgfaltiger Recherche, eine systemimmanente Fehlerquelle
dar.

3. Das an Tiermodellen erforschte Konzept zur 18FDG-Aufnahme (siehe Kapitel
1.4.1) in Tumorzellen besteht aus einer erleichterten Diffusion {iber
Glucosetransporter im ersten Schritt (siehe Kapitel 1.3.1) sowie anschliefdender
Phosphorylierung und damit einhergehender 18FDG-Akkumulation in den Zellen,
ohne dass FDG daraufhin weiter metabolisiert werden kann. Die Menge des
akkumulierten Radiotracers hangt allerdings nicht nur von der Anzahl der zur
Verfiigung stehenden Glucosetransporter ab, sondern auch mafdgeblich von der
sich daran anschlief}enden enzymatischen Phosphorylierungsgeschwindigkeit
des 18FDG-Molekiils durch die Hexokinase und der Geschwindigkeit der
Hydrolysierung durch die Glucose-6-Phosphatase (siehe Kapitel 1.1), die im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden, aber ebenfalls eine Rolle spielen
(84,100, 101).

4. Des Weiteren kann die 8FDG-Akkumulation durch den Tumor umgebende
Entziindungszellen ausgelost bzw. verstarkt werden. Damit ware die 18FDG-

Anreicherung nicht fiir die eigentliche Tumoraktivitat reprasentativ (102). Diese
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Hypothese erscheint aber im Kontext der hier untersuchten padiatrischen
Tumorentitaten nicht wahrscheinlich.

5. Die immunhistochemische Farbung zur Messung der Proteinexpressionsstarke
ist eine semiquantitative Methode, die von dem Farbeverfahren, insbesondere
den eingesetzten Antikorpern, und den individuellen Einschatzungen der
Beurteiler abhangig ist.

Um die immunhistochemisch ermittelten pra- und posttherapeutischen
Proteinexpressionen des jeweiligen Tumorgewebes sinnvoll interpretieren zu kénnen,
wird eine Referenz fiir die normale, nicht tumorinduzierte Proteinexpression des der
jeweiligen Tumorentitit zugrundeliegenden Vorlaufergewebes bendtigt. In der
wissenschaftlichen Literatur gibt es keine ausreichenden Daten, um aus diesen
Referenz- und Basiswerte der Proteinexpression im gesunden Vorldaufergewebe
abzuleiten, die auf den in dieser Arbeit verwendeten IRS-Score (siehe Kapitel 2.3.2)
Ubertragbar waren. Daher wurde im tumorfreien Vorldaufergewebe derselben
Studienpatienten (Lamellenknochen als Vorlaufergewebe der Ewing- und Osteosarkome
sowie Nebennierenparenchym als Vorlaufergewebe der Neuroblastome) die Expression
von GLUT1, GLUT3, HIF-1, PKM2 und TKTL1 untersucht und von diesen ermittelten
Basiswerten ausgehend, Grenzwerte fiir die Uber- bzw. Unterexpression des jeweiligen
Proteins definiert (siehe Kapitel 3.11). Die gemessen Basiswerte sind mit den Werten
aus einer der grofdten humanen Proteinexpressionsdatenbank vergleichbar (103).

Fir die in dieser Arbeit untersuchten Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 konnte
eine signifikant positiv korrelierende Expression festgestellt werden. So korreliert die
pratherapeutische Expression von GLUT1 mit der des verwandten Proteins GLUTS3,
wobei GLUT3 hauptsachlich gleichwertig oder hoher, aber nur bei 3/23 Patienten
geringer exprimiert war (siehe Tabelle 3). Andere Studien konnten zeigen, dass die
Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 in unterschiedlichen Tumorarten tiberexprimiert
waren (104, 105). Dabei soll die Uberexpression von GLUT1 mit einer erhéhten
metabolischen Aktivitit, einem erhohten Energieverbrauch und einem aggressiveren
Tumor-Verhalten @ mit  erhohter = Metastasierungstendenz  und  invasivem
Tumorwachstum assoziiert sein (106, 107). Dieses trifft auch fiir die in dieser Studie
untersuchten Tumoruntergruppen zu, die sich ebenfalls durch friihzeitige
Metastasierung und aggressives Wachstum auszeichnen. So konnte in dieser Arbeit eine

erhohte GLUT1-Expression beim hochmalignen Neuroblastom (IRS-Score 7,4 *2,2;
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Basiswert des Vorlaufergewebes 2,2 + 0,4, siehe Kapitel 3.3.1 und 3.11) festgestellt
werden, die in Untersuchungen anderer Autoren (108, 109) mit einer schlechteren
Uberlebensprognose korreliert werden konnte. Auch GLUT3 ist in einigen malignen
Tumoren iiberexprimiert, wobei der GLUT3-Uberexpression insgesamt eine geringere
Bedeutung beigemessen wird (20). So konnte in der hier vorliegenden Arbeit erstmals
die mafdige bis starke GLUT3-Expression bei Ewing- und Osteosarkomen sowie
Neuroblastomen beschrieben werden.

Die Expression der Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 wird durch HIF-1 a
(siehe Kapitel 1.3.2) reguliert und ist damit vom Sauerstoffgehalt im Gewebe abhingig
(19, 20). Von den hier pratherapeutisch untersuchten 23 Patienten zeigten 19 (£ 83%)
eine starke zytoplasmatische wie teilweise auch nukledre HIF-1a-Expression. Mit einem
Median von 12,0 ist HIF-1a das am starksten exprimierte Protein aller untersuchten
Proteine dieser Arbeit, wahrend seine Detektion bei vergleichbaren Arbeiten zum
Ewing-Sarkom nur bei 18/28 bzw. 17/56 Patienten gelang (110, 111). Demgegeniiber
konnte auch beim Osteosarkom eine starke Expression von HIF-1a bestatigt werden,
wobei sich das Protein dabei hauptsachlich nukledr anfarben ldsst (112). Auch im
Neuroblastom ldsst sich gegeniiber dem Nebennierenparenchym-Vorlaufergewebe eine
deutliche erhohte Expression von HIF-la nachweisen. Diese wird allerdings in der
Literatur unterschiedlich, ndmlich mit einer schlechteren bzw. besseren Prognose,
assoziiert (113, 114).

Neben der Expression der Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 induziert HIF-
la auch andere in die Glykolyse involvierte Enzyme, ferner die Angiogenese iiber
Transkription des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (115, 116) sowie die
Lipid- und Nucleotidsynthese (28). Durch die generell sauerstoffirmeren Bedingungen
in Tumoren (117) wird die Aktivitat des Transkriptionsfaktors HIF-1a geférdert und
somit das Uberleben unter hypoxischen Bedingungen erméglicht (97, 118, 119). Diese
Anpassung an lokale Hypoxiezustinde wird bei Ewing- und Osteosarkomen als
essentiell angesehen, um weitere Proliferation zu unterhalten und Apoptose zu
verhindern (110, 111). Diese zentrale Rolle von HIF-1a wird insbesondere dadurch
deutlich, dass es die Expression des Ewing-spezifischen Fusionsgens EWS-FLI1 reguliert
(110, 111). Ferner ist es beim Neuroblastom ein wichtiger Kooperationspartner des n-
myc-Onkogens und fiithrt auch hier wie bei Ewing- und Osteosarkomen zu einer

Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika und einer ausbleibenden Differenzierung des
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Tumorgewebes (120, 121). Dariiber hinaus sehen einige Autoren in HIF-la den
entscheidenden Transkriptionsregulator, der durch Aktivierung der PKM2-
Gentranskription fiir den Isoform-Wechsel der Pyruvatkinase (siehe Kapitel 1.3.3) in die
Isoform PKM2 verantwortlich ist (122). Des Weiteren agiert PKM2 auch direkt mit HIF-
la und fiihrt tiber die Aktivierung von HIF-1a-Zielgenen zu einer erhohten Glucose-
Aufnahme sowie Laktatproduktion (122), so dass der Tumor sich wechselnden
Sauerstoff- und Nahrstoffbedingungen anpassen kann (34, 123). Im Gegensatz dazu
fiihrt der Ersatz von PKM2 durch PKM1 in Tumorzellen von Maus-Xenografts mit Hilfe
von RNA-Interferenzen (small hairpin RNA) zur Umkehr des Warburg-Effektes und
somit zu einer reduzierten Laktatproduktion sowie erhohtem Sauerstoffverbrauch (32).
In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals der Zusammenhang fiir das
Neuroblastom hergestellt werden, indem eine starke positive Korrelation zwischen der
HIF-1a- und der PKM2-Expression in den pratherapeutischen Tumorproben feststellt
wurde (p<0,0001). Diese Daten bilden damit die mogliche Basis fiir die Entwicklung von
Therapieansatzen wie der Inhibition der tumorspezifischen PKM2-Isoform (124).

Neben einer PKM2-Uberexpression wird auch die vermehrte Bildung von TKTL1
mit einem verstirkten Zellwachstum, einem erh6éhten sauerstoffunabhingigen
Glucoseverbrauch und einer konsekutiv erhohten Laktatproduktion beschrieben (125,
126). Letztere hat dabei eine Umwandlung des den Tumor umgebenen Mikromilieus zur
Folge, die das Wachstum und die Metastasierungstendenz des Tumors fordert (127). Zu
diesem pathophysiologischen Ansatz passend ist in verschiedenen Tumorarten eine
erhohte TKTL1-Expression mit dem Nachweis einer Tumorzellausbreitung in die
Lymphknoten vergesellschaftet (128-130). Demgegeniiber konnten Diaz-Moralli et al. in
ihrer Studie an kolorektalen Tumoren von 63 Patienten zeigen, dass eine
immunhistochemisch ermittelte erniedrigte TKTL1-Expression hochsignifikant mit
einer bereits stattgefundenen Fernmetastasierung assoziiert ist (128). Fiir diesen in der
wissenschaftlichen Literatur fiir kolorektale Tumore erstmalig gezeigten
Zusammenhang fiihren Diaz-Moralli et al. zwei Erklarungsansatze ins Feld. Zum einen
sei die TKTL1-Uberexpression, die die Metastasenbildung férdere, nach erfolgter
Metastasierung nicht mehr notwendig, so dass die TKTL1-Expression verringert wiirde.
Die Autoren bleiben allerdings die Erklarung schuldig wie der molekulare
Riickkopplungsmechanismus aufgebaut sein soll, der dem Primarius signalisiert, dass im

klassischen Sinne der Metastasierung an einer Stelle seines Tumorzellkonglomerats
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Tumorzellen mit Hilfe der Lymph- oder Blutbahn abgewandert sind (131). Zum anderen
sei TKTL1 notwendig fiir die Tumorprogression sowie sein lokales invasives Wachstum.
Folglich seien Tumore, die keine Uberexpression dieses Enzyms zeigen, unfihig
fortdauernd in ihrem eigenen lokalen Mikromilieu zu wachsen und wiirden deshalb, der
Logik des Darwin‘schen Selektionsprozesses folgend, metastatische Eigenschaften im
Sinne einer Tumoriiberlebensstrategie auspragen.

Da es sich bei den hier untersuchten Tumorentititen wie Osteo- und Ewing-
Sarkomen grofdtenteils um bereits bei Manifestation hdmatogen metastasierte
Erkrankungen handelt, kann die in dieser Arbeit ermittelte Unterexpression von TKTL1
bei den EWS und die indifferente Expression bei den OS in Analogie der von Diaz-Moralli
et al. postulierten Hypothese als Indiz fiir eine bereits erfolgte Fernmetastasierung
diskutiert werden. Die iibergeordnete Bedeutung des TKTL1-Proteins fiir das
Tumorwachstum ergibt sich auch aus einer aktuellen Studie (126), die unter
Verwendung von RNA-Interferenzen in Kolonkarzinom-Zelllinien die Expression von
TKTL1-Proteinen unterbindet. In diesen TKTL1-knockdown-Zellen waren die durch
oxidativen Stress induzierten Apoptoseraten signifikant hoher, obwohl die Menge der
intrazelluldren, reaktiven Sauerstoffverbindungen nicht erhéht war. In der Folge
wuchsen Tumorzellen ohne TKTL1-Suppression doppelt so schnell wie Tumorzellen mit
ausgeschalteter TKTL1-Expression (126). Auflerdem erstarken durch den TKTL1-
knockdown die mitochondrialen Prozesse der Zellen und fiihren so zu einer Steigerung
der Laktatproduktion (132). Somit ist in vielen verschiedenen Tumorentititen wie
Lungen-, Urothel- und Kolonkarzinomen die Uberexpression von TKTL1 mit einer
schlechteren Patientenprognose vergesellschaftet (125, 133). Die hier vorliegende
Studie beschreibt erstmals die Expression von TKTL1 in Ewing- und Osteosarkomen,
ohne allerdings zu dessen prognostischer Bedeutung Stellung nehmen zu kénnen.
Hierzu ist die Durchfiihrung von groferen, prospektiven Studien notwendig.

Unter den embryonalen Tumoren ist bekannt, dass das anaplastische Nephroblastom
(syn. Wilms-Tumor) eine TKTL1-Uberexpression aufweist (134). Derartige
Untersuchungen zu den Neuroblastomen liegen bis dato nicht vor. Die hier vorliegende
Arbeit zeigt aber im Gegensatz zu den Ewing- und Osteosarkomen eine Uberexpression

von TKTL1 bei den Neuroblastomen.
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4.2 Posttherapeutische Ergebnisse und Verlauf

Wie zahlreiche vergleichbare Studien belegt auch diese Arbeit eine statistisch
signifikante Reduktion der mit Hilfe des 8FDG-Uptakes quantifizierten
Tumorstoffwechselaktivitit nach neoadjuvant durchgefiihrter Chemotherapie. So fallt
der Uber alle 23 Patienten gemessene Median des SUVmax um das 3,6-fache von
anfanglich 9,7 auf 2,7 ab. Dabei bleibt allerdings bei der Osteosarkom-Untergruppe eine
gegeniiber den anderen Tumorentititen statistisch signifikant erhohte 18FDG-
Traceraufnahme (= SUVmaxz) bestehen (OS vs. EWS: p=0,028; OS vs. NB: p=0,006).
Diese Beobachtungen bestdtigen die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die beim
Vergleich der SUVmax;-Werte von Osteo- und Ewing-Sarkomen ebenfalls keinen
signifikanten Unterschied, aber beim Vergleich der SUVmaxz;-Werte signifikant héhere
Resultate bei den Osteo- gegeniiber den Ewing-Sarkomen feststellten (135, 136). Zudem
konnte, basierend auf der in dieser Studie untersuchten Kohorte, eruiert werden, dass
die Reduktion des SUVmax-Wertes sowie die Hohe des posttherapeutisch errechneten
SUVmax-Wertes mit dem histologischen Ansprechen assoziiert sind (137).
Bemerkenswert ist, dass bei einigen Studienteilnehmern in den Tumorverlaufsproben
keine vitalen Tumorzellen detektiert werden konnten (= Salzer-Kuntschik Grad 1), diese
Patienten (Nr. 2 und Nr. 4) aber trotzdem SUVmaxz-Werte von jeweils 3,6 aufweisen, die
tiber dem Cut-Off-Wert von 2,5 zur pathologischen 18FDG-Aufnahme (siehe Kapitel
2.4.2) liegen. Diese erhohte Tracerspeicherung ist somit eher auf reaktive
Verdanderungen in Folge der Chemotherapie, nicht aber zwangslaufig auf vitales
Tumorgewebe, zuriickzufiihren (135).

Vergleichbar mit den  Resultaten aus den  pratherapeutischen
immunhistochemischen Untersuchungen dieser Arbeit ist auch posttherapeutisch das
Protein HIF-la am starksten und das Protein TKTL1 am schwachsten unter den
untersuchten Proteinen ausgepragt. Einige Studien mit gréfieren Patientenkollektiven
haben die nach neoadjuvanter Chemotherapie immunhistochemisch bestimmte HIF-1a-
Expression als potenziellen Prognosemarker ins Feld gefiihrt. So konnte in Studien zum
Mamma- (138) und Adenokarzinom (139) eine hohe postchemotherapeutisch
gemessene HIF-la-Expression mit einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben in
Verbindung gebracht werden. Dieser Zusammenhang besteht auch in der Gruppe der

Osteosarkome, wie Yang et al. bei 39 Patienten zeigen konnten (112). Da das
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krankheitsfreie Uberleben in der hier vorliegenden Studie nicht untersucht wurde, ist es
bei zudem geringen Fallzahlen nicht méglich, eine addquate Aussage zur Wertigkeit von
HIF-1a als Prognosemarker fiir die untersuchten Tumorentititen zu treffen. Jedoch
bestand keine Korrelation der Expression von HIF-la mit dem histologischen
Regressionsgrad nach Salzer-Kuntschik (siehe Kapitel 1.5.1).

Beim Vergleich der posttherapeutisch erhobenen Proteinexpressionsdaten lasst
sich feststellen, dass HIF-la in der Gruppe der Osteosarkome, anders als in den
pratherapeutisch  untersuchten = Tumorproben, mit der Expression der
Glucosetransporter GLUT1 und GLUT3 positiv korreliert. Vergleichbar mit der hier
vorliegenden Arbeit untersuchten nur zwei weitere Studien sowohl pra- als auch
posttherapeutische Tumorproben hinsichtlich der HIF-la- und GLUT1-Expression,
wobei beide keinen Zusammenhang zwischen diesen Proteinen in den
posttherapeutischen Tumorproben feststellen konnten (140, 141). Dieser fehlende
Zusammenhang basiert darauf, dass die posttherapeutische GLUT1-Expression bei der
Studie von Koda et al. z7um Mammakarzinom (140) deutlich starker abfallt als die HIF-
la-Expression, wahrend sich bei der Studie von Havelund et al. zum Rektumkarzinom
(141) die GLUT1-Expression nach Chemotherapie unverdndert darstellt und
demgegeniiber die HIF-1a-Expression stark abfallt.

Der Zusammenhang zwischen einer erhohten HIF-la- und PKM2-Expression
besteht auch nach Durchfiihrung der Chemotherapie fort. So zeigen hinsichtlich der
PKM2-Expression die Mehrzahl der Patienten gleichbleibende oder sogar noch
steigende IRS-Scores. Daraus resultiert eine negative Korrelation von PKM2 mit den
SUVmaxz-Werten (rs=-0,624, p=0,04). Dieses kann molekularbiologisch dadurch erklart
werden, dass zwar die Glucoseaufnahme in den Tumoren durch die Chemotherapie
reduziert ist, jedoch nicht der Glucoseumsatz, der auch von anderen Stoffwechselwegen
wie dem Pentosephosphatzyklus oder dem Fructose-Abbauweg beeinflusst wird. Bis
dato existieren keine Daten zum Verhaltnis von SUVmax: zur HIF-la- und PKM2-

Expression nach Chemotherapie, die zum Vergleich herangezogen werden kénnten.
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4.3 Ausblick

Diese Arbeit zeigt anhand von Proteinexpressionsanalysen unterschiedlicher
Schliisselenzyme des Glucosestoffwechsels, dass Tumorzellen von Ewing- und
Osteosarkomen sowie Neuroblastomen sowohl eine gesteigerte Glucoseaufnahme als
auch einen gesteigerten Glucosestoffwechsel aufweisen. Dabei sind die hier
untersuchten und friihzeitig zur Metastasierung neigenden drei Tumorentitaten durch
eine pratherapeutisch erhohte Expression von GLUT1 und GLUT3 sowie HIF-1a und
PKM2 charakterisiert. Analog zu Untersuchungen bei soliden Tumoren des
Erwachsenenalters anderer Autoren sollte in zukiinftigen grofieren prospektiven
Studien mit weiterfihrenden molekularbiologischen Methoden die Gen- und
Proteinexpression von Glucosestoffwechselenzymen quantifiziert und diese
gewonnenen Resultate mit den PET- und Uberlebensdaten der Kinder und Jugendlichen
korreliert werden. Aus diesen untersuchten Zusammenhdngen kénnen Mdglichkeiten

abgeleitet werden, die Therapie frithzeitig zu stratifizieren und zu adjustieren.
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5. Zusammenfassung

Die hier vorliegende prospektive klinisch-experimentelle Arbeit analysiert den Glucose-
Stoffwechsel bei soliden Tumoren des Kindes- und Jugendalters. Dazu wurden
insgesamt 23 Kinder und Jugendliche mit den Diagnosen Ewing-Sarkom, Osteosarkom
und Neuroblastom vor und nach durchgefiihrter Polychemotherapie untersucht. Dabei
wurde die Glucoseaufnahme mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
gemessen und die Proteinexpression von verschiedenen Schliisselenzymen des
Glucosestoffwechsels sowie des sauerstoffabhdngig regulierten Proteins HIF-1a durch
semiquantitative Auswertung mittels Immunhistochemie erhoben.

Die hier vorliegende Arbeit liefert erstmals einen mehrstufigen Einblick in die Glykolyse
und den mit ihr verbundenen Pentosephosphatzyklus von soliden Tumoren des Kinder-
und Jugendalters und kann pratherapeutisch sowohl eine gesteigerte Glucoseaufnahme
als auch einen gesteigerten Glucosestoffwechsel flir diese Tumore nachweisen. Dabei
sind die untersuchten Tumorentititen durch eine unterschiedlich erhohte
Proteinexpression von GLUT1 und GLUT3 sowie HIF-1a und PKM2 charakterisiert,
wahrend TKTL1 als Enzym des Pentosephosphatzyklus bei den Ewing- und
Osteosarkomen vergleichsweise gering exprimiert wird. Diese Enzymkonstellation kann
als Anpassung an lokale Hypoxiezustiande und zur Forderung der bei diesen Tumoren
frithzeitig einsetzenden Metastasierung verstanden werden. Zudem weisen der nach
Chemotherapie in einigen Tumoren dokumentierte ausbleibende Abfall der HIF-1a-
Expression und die weiterhin erhohte Glucoseaufnahme in den Osteosarkomen auf eine
erhohte Resistenz gegentliber der chemotherapeutischen Behandlung sowie eine
reduzierte Apoptoserate hin.

Aus der hier vorliegenden Arbeit ergeben sich unterschiedliche Ansatzpunkte fiir
weiterfiihrende Studien. Folglich erscheint es von Interesse, die Gen- und
Proteinexpression von HIF-la und PKM2 in grofden prospektiven Studien zu
quantifizieren und mit den PET- und Uberlebensdaten der padiatrischen Patienten zu
korrelieren. Dadurch kénnen prognostische Biomarker identifiziert werden, mit deren
Hilfe die Therapie friih stratifiziert und adjustiert werden kann. Ferner bildet die hier
vorliegende Arbeit die Basis fiir in-vitro und in-vivo-Studien zu moglichen
Therapieansatzen. Insbesondere erscheint die Inhibierung des HIF-1la-Signalweges
sowie des Isoenzyms PKM2 erfolgsversprechend in der Behandlung von Osteo- und

Ewing-Sarkomen sowie Neuroblastomen des Kindes- und Jugendalters.
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