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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Zervixkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das invasive Zervixkarzinom (Gebarmutterhalskrebsy weltweit die zweithaufigste
Krebserkrankung der Frau. Bis zu einer halben AilliNeuerkrankungen werden pro Jahr
diagnostiziert, ca. 274.000 Frauen sterben jahditkieser Erkrankung.

Bezuglich der Inzidenz und Mortalitat bestehen gderhebliche Unterschiede zwischen hdher
entwickelten Industriestaaten und niedriger entelidn Landern. In Industriestaaten betragt die
Inzidenz des Zervixkarzinoms durchschnittlich 1008.000 bei einer Mortalitdt von
4.0/100.000. Das Zervixkarzinom nimmt somit dieStelle unter den malignen Erkrankungen
der Frau ein. In den niedriger entwickelten Stadtegt die Inzidenzrate mit 19.1/100.000
dagegen deutlich hoéher. Ein Tumor der Cervix utsteht in der Haufigkeit der
Krebserkrankungen hier an zweiter, bezuglich dert8itatsrate mit 11.2/100.000 sogar an
erster Stell¢35].

In Deutschland werden laut ,Gesellschaft der epid&gischen Krebsregister” und dem Robert
Koch-Institut etwa 6.500 neue Falle von Gebarmhéiskrebs im Jahr diagnostiziert. Das sind
3.4% aller weiblichen Krebserkrankungen und Plazmin der Rangfolge der Inzidenzen. Im
Jahre 2004 starben in Deutschland laut StatistschBundesamt 1.660 Frauen an
Gebarmutterhalskrebs. Europaweit weist die Inzidbew Zervixkarzinoms von Anfang der 70er
Jahre bis Mitte der 80er Jahre einen deutlich &ididen Trend auf und ist seitdem annahernd
konstant [3].

Typischerweise treten invasive Zervixkarzinome akeren Frauen auf. Gleichwohl werden
derzeit etwa 20-25% der Tumore bei jungen Frausn3biJahre beobachtet [7]. Das mittlere
Alter bei Diagnosestellung liegt bei 54.1 Jahreie Bitersverteilung zeigt folglich einen Gipfel
um das 35. Lebensjahr, sowie einen zweiten um 8Sakebensjahr herum [22].

1.1.2 Pathogenese

Das Zervixkarzinom entsteht in den meisten Falles ainer nichtinvasiven Vorstufe, der
zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN). JecmaSchweregrad und Ausbreitung der
zellularen Atypien werden 3 Grade der CIN (I-uhterschieden. CIN | entspricht einer leichten
Dysplasie. Die atypischen Zellen bleiben auf dieetan Schicht des Epithels beschrankt. CIN I
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entspricht einer mittelschweren Dysplasie. AtypésctZellen breiten sich von der
Basalzellschicht bis zur Mitte des Epithels ausi G Il liegt eine schwere Dysplasie vor.
Atypische Zellen finden sich hier Uber die ganzeitligidicke hinweg mit nur geringer
Differenzierung und Ausreifung an der Oberflache.

Typische Lokalisation dieser Prakanzerose ist dan3formationszone der Zervix, der Bereich
in dem das normale Zylinderepithel des distalervikalkanals zu Plattenepithel umgewandelt
wird. Das metaplastische Epithel dieser Zone isthredd der Geschlechtsreife fir
Veranderungen anfallig. Zellveranderungen finderchsials Reaktion auf chronische
Entzindungen, Reparationsvorgdnge am Epithel undZimammenhang mit einer HPV-
Infektion. Ein Zeitraum von min. 10 Jahren ist gotbis sich aus einer Vorstufe ein invasives
Karzinom entwickeln kann.

Die Inzidenz der zervikalen intraepithelialen Nesmt hat in den letzten 20 Jahren
kontinuierlich zugenommen [8]. Fur schwergradigékanzerosen (CIN 1I-111) liegt sie derzeit
bei ca. 1% und damit im Vergleich zum Zervixkarzamaim das 100fache hoher. Frauen
vorwiegend um das 35. Lebensjahr herum sind beind#9, 81].

Bei der Pathogenese kommt den Humanen PapillomanV{HPV) eine entscheidende
Bedeutung zu [109]. Weltweit durchgefiihrte epiddagcsche Studien zeigten, dass de facto
alle Zervixkarzinome mit bestimmten Typen der HRen ,High-risk-HPV*, assoziiert sind. Zu
den kanzerogenen Humanen Papilloma Viren gehdeeiiypen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73 und 82. Die ,Low-risk-HPV§den 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 und CP6108 sind dagegen fur die Entstehung éegixkarzinoms nicht von Bedeutung
[59].

Experimentelle Arbeiten zeigten, dass zwei besten@¢ne der High-risk-HP-Viren, die E6 und
E7 genannt werden, in Zervixkarzinomzellen expriimigerden. Diese viralen Onkoproteine
kénnen menschliche Keratinozyten transformierensind fur das neoplastische Wachstum von
epithelialen Stammzellen an der TransformationsztemeCervix uteri erforderlich.

Bei Aktivierung dieser Gene in der proliferierend@asal- und Parabasalzellschicht kommt es
durch Beeintrachtigung der Zellzyklusregulations daitotischen Spindelapparates und der
Zentrosomenfunktionen zu Stérungen der Chromosamedsr und -verteilung wahrend der
Mitose. Das wiederum fuhrt zu chromosomaler Indtabiund mdglicher Karzinogenese. Als
Folge der zunehmenden chromosomalen Instabilitéinkioes bei Reparaturvorgédngen auch zur
Integration des HPV-Genoms bzw. von Genomfragmendieser Genome in chromosomale
DNA, welche stets die beiden Gene E6 und E7 auémei®urch die Integration des viralen
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Genoms wird das neoplastische Transformationspatieneeiter verstarkt. 80-100% der
invasiven Karzinome beinhalten Anschnitte viraleMA) wéhrend bei CIN llI-L&sionen nur in
ca. 20% ins zellulare Genom integrierte Abschmiehweisbar sind. Daher ist der Nachweis
integrierter HPV-Genome auch als starker Prograssiarker von praneoplastischen zu
neoplastischen Lasionen zu werten (Abb.1) [99]. D¥esteren binden sowohl E6 als auch E7 an

zahlreiche zellulare Proteine und beeinflussenrdetmktion nachhaltig [58].

Infekian Progression Invasion
Transformation n ?‘ n
Normale HPV-infizierte
arit | Zervix Krebsvorstufe Krebs
Raplikation U U
Clearance Regression
Maormale [ Invasives
i 1 ;
= Histolegie Cib-v2 I | e ‘ Karzinam

Abb.2 & Schematische Darstellung der Pathogenese

n HPV-induzierter Zervikallisionen
TSI | 5 T I
15— — Abb. 1 < a Aufbau und Funk-
b tion des viralen Genoms.
L b Integration des viralen
s E® Genoms In die chromosomale
DNA

Abb.1: Molekulare Pathogenese des Zervixkarzinoms umbs&lorstufen(aus Trunk et al. 2005 [9p]

Die HPV-Infektion wird durch sexuelle Kontakte Utsagen und heilt in der Mehrzahl der Féalle
innerhalb eines Jahres von selbst aus. Nur eitivejaringer Teil geht in eine persistierende
Infektion tber (Abb.1) [30].

Doch auch verschiedene endogene (z.B. HLA-I/ll4&tat genetische Polymorphismen,
erworbene Immunschwéache) und exogene KofaktoreB. (A.angzeiteinnahme oraler
Kontrazeptiva, Zahl der Geburten, Chlamydieninfekti Ernahrung) sind an der Entstehung
beteiligt. ,Rauchen” beispielsweise erhdht daskeidiir die Entwicklung einer CIN Il um den
Faktor 3 sowie fur die Entstehung eines Zervixkareis um den Faktor 2 [56,92].
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1.1.3 Klassifikation

Unter den invasiven Zervixkarzinomen ist das Prepithelkarzinom mit 80-85% der haufigste
Karzinomtyp. Der Anteil der Adenokarzinome wird mi5-20% angegeben. Adenosquamoése
Karzinome machen etwa 2-3% der Zervixkarzinome &exose, klarzellige, kleinzellige,
muzine und endometroide Zervixkarzinome sind insgesehr seltene histologische Formen
[22,92].

Die Stadieneinteilung des invasiven Zervixkarzinomdolgt nach den Richtlinien der
.FEédération Internationale de Gynécologie et d @€gue (FIGO)" [68]. Klinisch-
diagnostische (kdrperliche Untersuchung, Spekulduersnchung, bimanuelle gynakologische
Untersuchung, bildgebende Diagnostik) und histagatiische Kriterien (TNM-System) werden
dabei bertcksichtigt (Tab.1) [5].

Tabelle 1: Stadieneinteilung des Zervixkarzinoms

TNM FIGO Definition

TX Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Primartumor

Tis 0 Carcinoma in situ, keine Stromainvasion

T1 I Begrenzt auf Uterus

Tla IA Mikroskopische Diagnose

Tlal 1Al Tiefe < 3mm, horizontale Ausbreitung < 7mm

Tla2 1A2 Tiefe > 3-5mm, horizontale Ausbreitung £ 7mm

T1lb B Klinisch sichtbar / oder nur mikroskopisch diagnostiziert und >T1a2

Tibl IB1 <4cm
Tib2 IB2 > 4cm

T2 I Ausdehnung jenseits des Uterus, aber nicht zur Beckenwand und nicht zum
unteren Vaginaldrittel

T2a A Parametrien frei

T2b IIB Parametrien befallen

T3 1l Ausdehnung zu unterem Vaginaldrittel / Beckenwand / oder Hydronephrose

T3a A Unteres Vaginaldrittel

T3b B Beckenwand / Hydronephrose

T4 v Schleimhautinfiltration von Harnblase oder Rektum und/oder Tumor jenseits des
kleinen Beckens

T4 IVA Angrenzende Organe des kleinen Beckens

T4 (M) IVB Fernmetastasen
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1.1.4 Klassische Prognosefaktoren

Das FIGO-Stadium (Tumorgr6f3e, Tumorinvasionsti€frnmetastasen (M)) erlaubt zwar eine
prognostisch relevante Trennung der Primartumorachnwie vor stellt aber der
Lymphknotenstatus (N) den wichtigsten prognostiachi#arameter dar. Als unabhangiger
Prognosefaktor gilt auch der histologische Typ.idPéihnen mit Adenokarzinom haben
demnach eine insgesamt schlechtere Gesamtprogmos&ergleich zu Patientinnen mit
Plattenepithelkarzinom. Ein prognostisch relevantdnterschied in Abhangigkeit vom
histologischen Grading (G1-3) zeigte sich nur bemn dddenokarzinomen, so dass insgesamt
betrachtet dem Grading beim Zervixkarzinom keingualgroRe Bedeutung zukommt [22].
Lymph- und Hamangiosis (L und V) sind weitere progfische Faktoren, deren Beurteilung in
den Interdisziplindren S2-Leitlinien zur Diagnostikd Therapie des Zervixkarzinoms gefordert
sind.

Die Prognose blieb mit einer relativen 5-Jahresrlégbensrate von 64% wahrend der letzten

Jahrzehnte beinahe unverandert [3].

1.1.5 Grundlagen der Therapie des Zervixkarzinoms

Die Entscheidung Uber die adaquate Therapiemotlalitd interdisziplinar gefallt. Stadium der
Erkrankung und Risikofaktoren sind dabei wegweisdtttbnso werden Allgemeinzustand und
Lebenssituation der Patientin mit bertcksichtigt.

Die operative Entfernung des Zervixkarzinoms istfidhen Stadierund insbesondere bei
pramenopausalen Patientinnesie Therapie der Wahl.Patientinnen mit zusatzlichen
Risikofaktoren im Stadium IB2-1IA (positive pelvineLymphknoten, R1-Resektion,
mikroskopischer Parametrienbefall) profitieren nackdikaler Operation eher von einer
adjuvante Radiochemotherapie als von einer Radapieallein [69].

Die Indikation zur primaren simultanen Radiochersatipie wird im Stadium 11l gestellt. Im
Stadium IV der Erkrankung wird das weitere Vorgederch die Tumorausdehnung im kleinen
Becken bestimmt. Mittels Radiotherapie sind oftmgate palliative, seltener kurative Erfolge
maoglich. Auch die primare Exenteration wird in Egffallen in Erwagung gezogen [5].
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1.2 Tumormarker

1.2.1 Begriffsbestimmung , Tumormarker®

Den Tumormarkern (TM) werden heute alle nachweeatabzw. messbaren Substanzen
zugeordnet, die auf einen Tumor hinweisen oder &bween wichtigen Beitrag zur Tumor-
Charakterisierung, Messung seiner Ausbreitung umchtidlle seines Therapie-Ansprechens
leisten kobnnen. Zu ihnen zdhlen neben den zirlehden Tumormarkern die
immunhistologischen Marker gering differenziertauniore (Keimzelltumore, Sarkome, etc.),
die Oberflachenmarker hamatologischer Malignome umdlogische Marker genetischer
Anomalien (Onkogene, Tumorsuppressorgene, etc.).

Die zirkulierenden humoralen Tumormarker besitzemotém-, Lipid-, Glykolipid- oder
Kohlenhydrat-Charakter. Sie werden in oder auf Traalben bzw. in ihrer Umgebung gebildet
und gelangen als zirkulierende Antigene in Korpegigkeiten wie Serum, Pleuraexsudat oder
Aszites. Da ihre Konzentration in hohem MalRe mit Batstehung, dem Wachstum und der
Therapie-bedingten Verkleinerung eines Tumors kerte haben sie Bedeutung als
Tumormarker erlangt. Nach Lameund Stieber konnen diese Tumor-assozierten Antigene in
Vorstufen physiologischer Antigene (CA 19-9), intagksch gebildete physiologische Antigene
(z.B. Hormone: Calcitonin), in Enzyme (PSA), in og¢netisch alte reaktivierte Antigene (CEA,
AFP), in hybridom-definierte Muzin-Substanzen (C25), in Zytokeratine (CYFRA 21-1) u.a.
(SCC) eingeteilt werden [42].

1.2.2 Testmethoden von Tumormarkern

Die Bestimmung der Tumormarker ist heute durch bagdfindliche, kommerziell verfigbare,
gut standardisierte und reproduzierbare Testvegfahr (Radioimmunoassay,
immunoradiometrisches Assay, Enzymimmunoassay, részenz- und
Lumineszenzimmunoassay) unter Verwendung poly- wmonoklonaler Antikorper
gewabhrleistet.

Da aufgrund von Standardisierungsproblemen TM-Te&s verschiedenen Herstellern
unterschiedliche Ergebnisse liefern kbnnen, sired Aligabe von Test und Hersteller und die
Verwendung eines einheitlichen Testverfahrens ¢bgks Testsystem, gleicher Hersteller,
gleiches Labor) bei Verlaufsbestimmungen unbedanfytrderlich [42].
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1.2.3 Evaluierung von Tumormarkern

Zur richtigen Befundinterpretation sind Kenntnigfger Referenzbereich des Tumormarkers,
seine Kinetik sowie Uber seine biologischen untisttschen Kriterien unerlasslich.

Der Referenzbereich ist der Wertebereich, in demstéfgebnisse eines gesunden
Probandenkollektivs bestehend aus beiderlei Geduhlend verschiedener Altersgruppen
auftreten konnen. Dabei ist die obere Referenzgrede der 95. Perzentile entspricht, die
wichtigste Grenze und wird als Schwellenwert bzwt-aff bezeichnet. Der cut-off Wert ist
somit der Wert, der eine Unterscheidung zwischen-Kidvizentrationen von gesunden
Probanden und Probanden mit einer malignen Erkrankobglich macht.

Die Unterscheidung zwischen ,gesund” und ,maligmefd durch die Kenngrél3en Sensitivitat
(Rate richtig-positiver Testbefunde bei den Tumuemaen), Spezifitat (Rate der richtig-
negativen Testbefunde bei den Gesunden/Nicht-Turaokien), sowie positiver und negativer
pradiktiver Wert (Rate Test-positiver Tumorpatienteei allen Test-positiven bzw. Rate Test-
negativer Gesunder/Nicht-Tumorkranker bei allentiiegativen) ausgedrtickt [42].

Sollen TM-Verlaufe beurteilt werden, sind den TMilieien zufolge, auch
Eliminationshalbwertszeit, analytische und biolobes Varianz zu bertcksichtigen [107]. Die
Gesamtvarianz (z.B. 30-50%) des TM-Wertes einegeiiteh setzt sich aus der individuellen
biologischen Varianz (ca.15-20%) und der analygscNarianz (Intra-/Inter-Assay-Prazision)
des Testverfahrens (ca. 10%) zusammen. Ein signifd¢ Anstieg des Tumormarkers im
Vergleich zum Vorwert kann somit erst bei Ubersithredieser Gesamtvarianz angenommen
werden [42]. Abweichungen vom Vorwert um < 30% eeltals Graubereich und eine
zusatzliche Verlaufskontrolle bei entsprechendémiKiwird empfohlen [107].

1.2.4 Einflussgréf3en und Storfaktoren

Die gemessene TM-Konzentration ergibt sich ausSlenme von Expression, Synthese und
Freisetzung aus dem Tumor, dem im Organismus abideh TM-Katabolismus sowie der
Exkretion. Sie spiegelt die Masse und Ausbreitueg Bumors wieder und ist vor allem von der
Tumor-Blutversorgung abhangig.

Anderungen der TM-Konzentration ohne Korrelation Zumormasse kénnen sich daher durch
Stoérung des Katabolismus (Leberinsuffizienz) bzer. Bxkretion (Niereninsuffizienz) ergeben.
Des Weiteren konnen Tumormarker unmittelbar nachmdmesektion, Chemo- oder
Radiotherapie aufgrund Freisetzung aus zerfalledemmorgewebe akut ansteigen. Dagegen

verursachen intraoperative Blutverluste sowie Bdutsfusionen einen Abfall des TM-Wertes.
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Zu den verfahrensspezifischen Storfaktoren z&hleebem Hamolyse (NSE) und
Verunreinigungen mit Speichel oder Schweil3 (SCa@ghaBeeinflussungen der Konzentration
durch Antikorperinterferenzen (heterophile Antikérp(HAMA) nach Trockenzellextrakt-

Therapie; Applikation monoklonaler Antikdrper im taen einer Radioimmunszintigraphie),
Nikotinabusus (CEA) u.a. [42].

1.2.5 Indikationen zur Bestimmung von Tumormarkern

Zu den potenziellen Indikationen eines Tumormarkgisdéren Screening, Diagnose, Prognose
und Verlaufskontrolle des Tumorgeschehens.

Aufgrund zu geringer Sensitivitat und Spezifitatws zu geringer Pravalenz in der
Gesamtbevolkerung eignet sich mit Ausnahme des @déstata-spezifisches Antigen) beim
Prostatakarzinom bislang fast kein TumormarkerFRiherkennung (Screening) eines Tumors.
Da die meisten Tumormarker mangelnde Organspezifitiweisen, ist der Einsatz zur
Tumorlokalisation und Diagnosestellung ebenfallgrbazt.

Zur Einschatzung des erkrankungsfreien Intervalishnerfolgter Primartherapie (Prognose)
erlangt der Tumormarker indessen zunehmend an BauguFir einige Tumormarker konnte
ein Zusammenhang zwischen préatherapeutischem Agsgant und dem Rezidivrisiko
nachgewiesen werden (z.B. CA 15-3 und CEA beim Makarzinom [18]).

Haupteinsatzgebiet ist jedoch nach wie vor die apier und Verlaufskontrolle nach Operation,
Strahlen-, Chemo- oder Hormontherapie. Ein um na¢hi50% fallender TM-Spiegel kann als
Ansprechen auf die Behandlung gewertet werden.TEirAnstieg um mehr als 25% kann auf
eine Progression oder Metastasierung hinweisend. $@rsistierende bzw. sich nur leicht
verandernde Werte (<25%) im pathologischen Berstiehen fir eine durch Residualtumor oder
Therapieresistenz verursachte ,stabile” Erkranku8tgigen die TM-Spiegel nach erfolgreicher
kurativer Therapie erneut an, sollte unbedingtiarRezidiv gedacht werden. In bis zu 50% der
Falle zeigt der Tumormarker eine Anderung des Twerhialtens 1-6 Monate (Lead-Time)
friher an als andere diagnostische Verfahren. BaMihrscheinlichkeit auf eine noch kurative
Resektion jedoch mit zunehmender Latenzzeit zwischerstem TM-Anstieg und
Diagnosesicherung (Computertomographie, Rontgenkt,sisollte rechtzeitig eine, wenn
vorhanden, effektive Behandlung induziert werde?].[4

Eine Bestimmung des Tumormarkers ist daher nur dammvoll, wenn sich aus dem Ergebnis
auch Konsequenzen fiir eine weitere Therapie undldadeben des Patienten ergeben.
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1.2.6 Tumormarker beim Zervixkarzinom

Beim Zervixkarzinom hat sich bislang vorwiegend &4&3C-Antigen (squamous cell carcinoma
antigen) etabliert [24]. SCC ist ein Plattenepkbhetinom-Antigen und eine Subfraktion des
Tumorantigens TA-4, welches erstmals 1977 von Katd Torigoe beim Zervixkarzinom
isoliert wurde [37].

Ruckblickend konnten erhdhte TM-Spiegel bei 27-87.der Patientinnen mit Karzinom der
Zervix uteri gefunden werden (Cut-off-Werte zwisale9 und 2.8.g/l) [24]. Konzentrationen
dieses Markers korrelieren mit Tumorstadium [15,Mddalstatus [10,17,97], Histologie [57],
Differenzierung [15] und Uberleben [94]. Mehrerai@en haben gezeigt, welchen potentiellen
Wert dieser Marker bezlglich Monitoring des Theeapisprechens und Detektion eines
Tumorrezidivs besitzt [13].

Da sich SCC in frihen Krankheitsstadien durch esher geringe Sensitivitdt auszeichnet,
erlangte es keine Bedeutung als FriherkennungsSarekning-Marker [16]. Des Weiteren fand
man Spiegelerh6hungen auch bei benignen Erkrankunge Gesunden. Erhdhungen um 6-10%
wurden bei Leberzirrhose, Pankreatitis sowie besmgriHals-Nasen-Ohren-, Lungen- und
gynékologischen Erkrankungen beobachtet. Um biss@% sind ein Anstieg des Spiegels
aufgrund von Nieren- (Niereninsuffizienz, Niererssgen) und Haut-Erkrankungen (Psoriasis,
Ekzem, Pemphigus) moglich [43].

Als Tumormarker des Plattenepithelkarzinoms istha@yFRA 21-1, Serumfragment des
Cytokeratin 19, ins Blickfeld geriickt. CYFRA 21-lorkeliert mit der Tumorlast des
Zervixkarzinoms, zeigt aber eine im Vergleich miSgeringere Sensitivitat und prognostische
Relevanz [72].

CA 125, CA 19.9 und CEA sind weitere Tumor-asso@idntigene, die sowohl zur Beurteilung
des Therapieverlaufs als auch zur Ermittlung eirfiBogression oder Metastasierung
herangezogen werden konnen. Alle drei Marker hajezeigt, dass sie ganz besonders beim
Adenokarzinom der Cervix uteri von Nutzen sind P#195].

Aufgrund mangelnder Organspezifitdt und unzureideerSensitivitdt hat sich keiner der o.g.
Marker in der Primardiagnostik (Screening) des B#warzinoms bewahrt. Da auch die
Bestimmung der Tumormarker SCC und CYFRA 21-1 belattenepithelkarzinom sowie CA-
125, CA 199 und CEA beim Adenokarzinom der Cerviteri bislang keinen
therapieentscheidenden Stellenwert hat, wird skeerdaicht als Routinemalinahme empfohlen
[24,74].
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1.3 Tumor M2-Pyruvatkinase

1.3.1 Besonderheiten des Stoffwechsels in Tumorzell en

Im Vergleich zu normal proliferierenden Zellen méisg umorzellen in einer Umwelt Gberleben,
in der das Angebot an Sauerstoff und Nahrung, ¢h entfernung zu den Blutgefal3en, stark
variieren kann. Somit werden besondere Anfordemgeden Tumorstoffwechsel gestellt.

Eine der ersten Beobachtungen war, dass Tumorzelsmehrt Laktat bilden, obwohl
Sauerstoff vorhanden ist [103]. In Gegenwart voruesstoff wird in gesunden Geweben
dagegen die Glukose nicht zu Laktat, sondern zunRyrumgesetzt und anschlie3end in der
mitochondrialen Atmung zu GO H,O und Energie umgewandelt. Durch die mitochondriale
Atmung kénnen 38 Mol ATP pro Mol Glukose gewonnegraen.

Die in Tumorgewebe stattfindende Umwandlung vonkG#e zu Laktat trotz Vorhandensein
von Sauerstoff wird als ,aerobe Glykolyse” bezemthrbabei werden pro Mol Glukose 2 Mol
Laktat gebildet und in der Endbilanz 2 Mol ATP gewwen. Normale Zellen verwenden diesen
uneffizienten Weg der Energiegewinnung nur unteueBstoffmangelbedingungen (anaerobe
Glykolyse) [41].

Weitere Untersuchungen ergaben, dass das in Tuliesrzgoduzierte Laktat nicht allein von
dem enzymatischen Abbau der Glukose stammt. Dieetitueg der Aminosaure Glutamin zu
Laktat (Glutaminolyse) ist ein weiterer Weg der Emegewinnung in Tumorzellen. Die
,Glutaminolyse* ist im Gegensatz zur Glykolyse gateffabhangig [34]. Unter
Sauerstoffmangelbedingungen kommt es daher zu Bimstellung im Energiestoffwechsel der
Tumorzelle. Die Glutaminolyse wird abgeschaltet ded gesamte Energiebedarf wird tGber die
Glykolyse gedeckt. Dies ermoglicht das Uberlebers deumors unabhangig von der
Sauerstoffversorgung [20].

Als Ursache der erhdhten ,aeroben Glykolyse® in duellen wird eine Verdnderung des
Isoenzymmusters von Glykolyse-Enzymen sowie einealitme deren Aktivitdt angenommen
[4,21].

1.3.2 Die Isoenzyme der Pyruvatkinase

Ein Schlisselenzym der Glykolyse, welches stetenranterungen wahrend der
Tumorentstehung unterliegt, ist die PyruvatkinaSe ist verantwortlich fir die Sauerstoff-
unabhangige Bildung von ATP durch Katalyse von Bhosnolpyruvat (PEP) zu Pyruvat.

10



Einleitung

Ausdifferenzierte normale Gewebe enthalten ent$jerat inren metabolischen Anforderungen
unterschiedliche Formen der Pyruvatkinase. Die ¥kinase vom Typ L ist das

charakteristische Isoenzym von Geweben mit Glukgerese, wie Leber und Niere.

Erythrozyten exprimieren das Isoenzym Typ R. Dasu®tkinase-lsoenzym Typ M1 ist

typischerweise in Geweben vorhanden, in denen gktdegen Energie schnell zur Verfigung
stehen miussen (Muskulatur, Gehirn). Und schlielfliehPyruvatkinase vom Typ M2 (M2-PK),

die sowohl in der Lunge als auch in Zellen mit aggter Nukleinsauresynthese wie
embryonale Zellen, adulten Stammzellen und Tumtenzelorkommt [20,75].

Die Pyruvatkinase vom Typ L und R werden von debeelGen kodiert und entstehen durch
unterschiedliches Splicing der mRNA. Gleiches §ikt die Pyruvatkinase Typ M1 und M2,

welche sich nur in 23 von 532 Aminosauren voneieanohterscheiden [60].

1.3.3 Die M2-PK im Tumorstoffwechsel

Wahrend der Tumorentstehung kommt es zu einer derang des Isoenzymmusters der
Pyruvatkinase. Gewebe-spezifische Isoenzyme wik LirPder Leber und M1-PK im Gehirn
gehen verloren und werden durch die M2-PK ers@50,101].

Auch wenn genetisch kein Unterschied zwischen deuvRtkinase Typ M2 aus Lunge und
Tumorzelle gefunden werden konnte, ergaben sicmmunhistochemischen Untersuchungen
Abweichungen bezuglich des strukturellen Aufbaus dmzyms [21,84]. Die M2-PK in
differenzierten Zellen ist von tetramerer StrukdutUntereinheiten), wohingegen die M2-PK aus
Tumorzellen hauptsachlich von dimerer Struktur (2tdgeinheiten) ist. Diglimere Form der
M2-Pyruvatkinase wird dah@iumor M2-Pyruvatkinase (Tu M2-PK) genannt (Abb.2).

Durch die Anzahl der Untereinheiten wird die Aktéti des Enzyms festgelegt. Die tetramere
Form zeichnet sich durch eine hohe Enzymaktivitdad uAffinitat zum Substrat
Phosphoenolpyruvat aus und ist Bestandteil desoglitkchen Enzymkomplexes, welcher an
der Energiegewinnung durch Umsatz von Pyruvat adtdeteiligt ist.

Geringe Aktivitdt und Affinitat zeigt indessen diemere Form der Pyruvatkinase. Es scheint
paradox, dass Tumorzellen mit einer hohen Umsa&tzrain Pyruvat zu Laktat eine
Pyruvatkinase besitzen, die beinahe inaktiv istt Merteil darin besteht in einer méglichen
Akkumulation von vorangehenden Phosphometabolite®.( Fruktose 1,6-diphosphat, Glycerat
3-phosphat, Phosphoenolpyruvat), welche dann Stoffselprozessen wie Nukleinsaure-,
Aminosaure- und Phospholipidsynthese zur Verfugstehen (Abb.2) [50]. Entsprechende
Stoffwechselprodukte bilden die Grundbausteine reidelle und sind somit notwendige
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Vorraussetzung fur Zellproliferation und Tumorwacims. Das kénnte die Erklarung daftr sein,
dass gerade in metastasierenden Geweben eine besdmthe Konzentration an Tu M2-PK
gemessen worden ist [9]. Energie fur die Tumorzaelkel unter diesen Gegebenheiten dann aus
der Aminosaure Glutamin geliefert (,Glutaminolys€Abb. 2).

In Tumorzellen findet man etwa einhundertmal memdphometabolite als in normalen Zellen.
Zu erwéhnen ist, dass sich dies bereits in dermisigk von soliden Tumoren zu nutze gemacht
wird. Anreicherungen mit Phosphometaboliten kénménder*'P NMR-Spektroskopie sichtbar
gemacht werden.

glucose
1
s )
N ee—
ADP. : nucleic acid
fructose 1,6-P, | synthesis

, § mess

k’ ’.'
QADP L
¥ SATP--

3-phospho- . .
glycerate < » serine « » serine
CTP, UTP
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M2-PK > 00 b
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Abb.2: Regulatorische Rolle der Tumor M2-Pyruvatkinase)(im Stoffwechsel der Tumorzelle:

Metabolisches Schema des Zusammenspiels von Gggolylutaminolyse, Phospholipid- und

Nukleinsaurestoffwechsélus Mazurek 2002 [51])*

*Erganzung: Metabolische Schritte des Abbaus véth8spho-Glycerat zu Pyruvat im Einzelnen:
3-phospho-glycerate> 2-phospho-glycerate> phosphoenolpyruvate> pyruvate.
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Die inaktive dimere Form der Pyruvatkinase kanktirzester Zeit in die aktive tetramere Form
Uberfiihrt werden und umgekehrt. Die Oszillation stkien den beiden Zustandsformen wird
durch den Zwischenmetabolit der Glykolyse, Fruktbgediphosphat, reguliert [52].

Bei inaktiver Pyruvatkinase kommt es zu einer Akkilation von Fruktose 1,6-diphosphat in

der Tumorzelle. Bei Erreichen eines gewissen Siggrdés wird die dimere Form in ihre aktive

tetramere Form uberfuhrt. Die Glukose kann nun eneghergieliefernd zu Laktat umgesetzt
werden. Als Folge wird das angestaute Fruktosedipesphat abgebaut. Sinkt der Fruktose
1,6-diphosphat-Spiegel wieder ab, wird die Pyruvetke in ihren inaktiven Zustand

zurtckversetzt und der Kreislauf beginnt von ne(f&dh

Des Weiteren haben Untersuchungen an verschiedetaiinien gezeigt, dass auch
verschiedene Onkoproteine an der Dissoziation etearneren in die dimere Form der M2-PK
beteiligt sind.

Die pp60~°" Kinase ist verantwortlich fir die onkogenen Eiggadften des Rous Sarcoma Virus
(RSV). In Experimenten an RSV-transformierten HiiHBmbryonalzellen konnte man
nachweisen, dass diese Tyrosinkinase die M2-PK pitargliert, was zu einer Dimerisierung
des Enzyms fuhrt [73].

Das E7-Onkoprotein des Humanen Papilloma Virus (HPXp 16 bindet dagegen direkt an die
M2-PK und fiihrt so zu einer Umwandlung der tetramein die dimere Form, was aas
exprimierenden NRK (normal rat kidney) Zellen geselwerden konnte. HPV Typ 16 gehdrt zu
den High-risk-Typen des Humanen Papilloma Virus igtdvesentlich an der Entstehung des
Zervixkarzinoms beteiligt. Nach E7-Bindung sind tleh hohere Fruktose 1,6-diphosphat-
Spiegel notwendig um eine Ruckfiihrung in die tegmarForm der M2-PK zu induzieren. Die
Tu M2-PK wird somit stabilisiert, grofere Mengen dPhosphometaboliten kodnnen
akkumulieren, die dann als Grundbausteine biosysttten Prozessen im Rahmen einer
gesteigerten Tumorgenese zur Verfiigung stehen43316].

1.3.4 Tu M2-PK als neuer Marker bei proliferierende n Erkrankungen

Es konnten monoklonale Antikdrper isoliert werdamlche nicht auf die tetramere Form der
M2-PK ansprechen, sondern selektiv die dimere Feriannen.

Verschiedene primare Tumorentitaten zeigten in immstologischen Untersuchungen
unterschiedliche Expressionsmuster. lhre dazugghori Metastasen wiesen indes eine
homogene Verteilung der Tu M2-PK auf [50].
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Weitere Arbeiten an menschlichen Tumoren ergabass dumorzellen die dimere Form der
Pyruvatkinase nicht nur Gberexprimieren, sonderchans Blut abgeben. Des Weiteren stellte
man fest, dass gastrointestinale Tumore dieses nknaysatzlich in den Stuhl freisetzen
[23,25,27]. Ein sensitives Immunoassay zur quanéa Determinierung der Tu M2-PK wurde
entwickelt.

In Ubereinstimmung mit den immunhistochemischen uRawen ergab sich ein
Konzentrationsanstieg der Tu M2-PK im Blut bei Patén mit einem Magen- oder kolorektalen
Karzinom [19,26,39,49,82,88,90,108], einem Panlkaamom [14,61,102], einem Nierenzell-
[28,66,67,76-78,104-106] oder Lungenkarzinom [788389], einem malignen Melanom [100],
sowie aus dem gynakologischen Formenkreis beiiatreen mit einem Ovarial- [1], Mamma-
[31,47,48,91,98) oder Zervixkarzinom [38]. Bei Kaationen der Pyruvatkinase mit
TumorgréRe und Tumorstadium folgten weitere Unteilsngen zum Nutzen als
Verlaufsparameter wahrend der Tumortherapie bzw. Karrelationen mit etablierten
Tumormarkern [1,31,49,84-87,89,98,100].

Beim Schilddrisenkarzinom [6], den neuroendokrifiammoren [70] und hamatologischen
Tumorerkrankungen [64,93], dem Hodenkarzinom [713pwie dem Blasen- und
Prostatakarzinom [28,78] stellte sich die Tu M2-ggegen nur von geringer Wertigkeit dar.

1.3.5 Tu M2-PK und das Zervixkarzinom

Bislang liegen nur sehr limitierte Daten zur Bedegtder Tu M2-PK beim Zervixkarzinom vor.
Um den Stellenwert des Enzyms naher zu untersuchestimmte bislang als einzige die
indische Arbeitsgruppe um Kaura mit einem kommdrzerhaltlichen Testkit (Firma
ScheB&-Biotech AG, Germany) bei 50 Patientinnen mit einduistologisch gesicherten
Zervixkarzinom, bei 10 Patientinnen mit chroniscEervizitis sowie bei 10 gesunden Frauen
die Konzentration der Tu M2-PK im EDTA-BIut [38].

41 von den 50 Patientinnen mit einem Zervixkarzinpargten tdber den cut-off von 17 U/ml
erhdhte Werte. Bei Frauen mit chronischer Zenrdzitzeigte die Halfte einen
Konzentrationsanstieg, bei den gesunden Frauemvesr& von 10. Das ergab eine Sensitivitat
der Tu M2-PK von 82% fiir das Zervixkarzinom, beiezi Spezifitdt von 60%. Der Unterschied
zwischen den 3 Gruppen wird als statistisch sigaifti ©=0.002) angegeben.

Subgruppenanalysen wurden aufgrund zu geringezdfddin nicht durchgefuhrt.
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2. Problemstellung

Tu M2-PK ist ein organ-unspezifischer Marker, dex thetabolische Aktivitdt eines Tumors
wiederspiegelt. Das Enzym wird von Tumorzellen as Blut abgegeben. Bei Patienten mit
malignen Tumoren lassen sich erhthte Konzentratiovechweisen, die mit Tumorgréf3e und
Tumorstadium korrelieren. Des Weiteren zeigte smbch in Follow-up Studien die

Einsatzfahigkeit als Marker, der Erfolg oder Midsky einer Therapie anzuzeigen vermag.

Die guten Ergebnisse bei einigen Tumoren sowie Fidden eines optimalen Tumormarkers
beim Zervixkarzinom haben uns veranlasst, die TuRd2bei nichtmalignen und malignen

Lasionen der Cervix uteri zu untersuchen. In derliagenden Arbeit soll weiterhin ein

Vergleich der Tu M2-PK mit dem derzeit am haufigstea der Anwendung befindlichen

Tumormarkers bei Zervixkarzinom, dem SCC-Antigequémous cell carcinoma antigen),
erfolgen. Auch eine erste Evaluierung bezuglich mtédiktiven und prognostischen Wertigkeit
des Markers beim Zervixkarzinom ist geplant.

Folgende Fragen sollen im Rahmen der vorliegendedi&Szur Evaluierung der Tu M2-PK als

maoglicher Tumormarker beim Zervixkarzinom beantwovtrerden:
» Spielt Tu M2-PK im Metabolismus der zervikalen Tumelle eine Rolle? Ist anhand des
Markers eine Unterscheidung zwischen pramalignehmalignen Erkrankungen der Zervix

uteri moglich?

» Zeigt der Marker eine Korrelation mit der Tumorlaghd folglich auch mit den

Tumorstadien?

* Nimmt die Konzentration der Tu M2-PK mit zunehmendBumorausbreitung und

Metastasierung zu?
* Haben Histologie und Grad der Differenzierung eigérfluss auf Tu M2-PK?
» Kaorreliert die Konzentration der Tu M2-PK mit demra@ der zervikalen intraepithelialen

Neoplasie (CIN I-11)?
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Problemstellung

Sind bei Patienten mit einer Prakanzerose hoher&dviepiegel bei HPV high-risk positiven

Befund zu verzeichnen als bei Patienten ohne nashame HPV-Infektion?

Wie fallt der Vergleich mit dem etablierten Tumomker SCC hinsichtlich Tumorlast,

Tumorausbreitung und Morphologie aus? Zeigt Tu Mekhe Korrelation mit SCC?

Kann die diagnostische Effizienz durch Kombinatieon Tu M2-PK und SCC erhdht

werden?

Ist Tu M2-PK als Marker einsetzbar, um den ErfoitploMisserfolg einer Tumortherapie zu

uberwachen?

Kénnen anhand der Markerkonzentration Aussagen dierezidivireie Uberleben und das

Gesamtiberleben getroffen werden?
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3. Patientenkollektiv

3.1 Einschlusskriterien

Insgesamt nahmen 125 Frauen, die zwischen Septé&@b2rund Juni 2005 in der Frauenklinik
der Charité Berlin, Campus Mitte, behandelt wurgenden Untersuchungen teil. Die Aufnahme
in die Studie erfolgte nach ausfuhrlicher arztliclheifklarung und schriftlicher Einwilligung
durch die Patienten.

Wichtiges Einschlusskriterium war, dass sich digelpéinnen zu diesem Zeitpunkt noch keiner
ihrer jeweiligen Diagnose entsprechenden Therapieraogen hatten.

3.1.1 Histologische Aufarbeitung des Gewebes

Die histologischen Untersuchungen der in der Frigirgk der Charité entnommenen Biopsien
und OP-Praparate erfolgten durch das Institut fiathélogie, Charité Campus Mitte, Berlin
(Direktor: Prof. Dr. med. Manfred Dietel).

Bei Diagnose einer Dysplasie war dem histologisdBefund der Grad der zellularen Atypie des
Plattenepithels zu entnehmen: CIN Grad I, 1l oderlh der Gberwiegenden Anzahl der Falle
lagen auch Angaben zum HPV-Status vor. Dem Patbalagr Verfligung stehende Praparate
waren Probeentnahmen/Biopsien (CIN I/1l) und KotasgIN I1/111).

Bei Manifestation eines invasiven Zervixkarzinogad der Befundbericht nur dann vollstandig
Auskunft, wenn der Pathologie ein Préaparat naclkasel Hysterektomie mit pelvinen bzw.
paraaortalen Lymphknoten vorlag. Neben Tumorgnafik Staging (basierend auf der pTNM-
und FIGO-Klassifikation), sowie histologischen Typd Grading (G - nach WHO-Klassifikation
zur Tumortypisierung), ist auch zu der Lymphgef&y bzw. Blutgefal3invasion (V) Stellung
bezogen worden (FIGO-Stadium I/II).

Patientinnen im FIGO-Stadium II/IV wurden ,statétbe-art” vorwiegend mit einer priméren
Radiochemotherapie behandelt. In diesen Fallen Ig¢efo eine patho-morphologische
Begutachtung des Tumors anhand einer Biopsie umthdleete in der Regel Angaben zur
Histologie und Differenzierung des Tumors.

Patienten mit einem erneuten Auftreten ihres Tuendehs (Rezidiv) wurden in der Regel nicht
neu einem kompletten Tumorstaging zugefiihrt. Beallem Rezidiv sicherte eine Biopsie die
Diagnose.
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3.2 Patientencharakteristika
3.2.1 Krankheitsstadien

Von den 125 in die Studie aufgenommenen Frauennz0€40%) an einer Prakanzerose (CIN)
erkrankt. Darunter waren 7 Patientinnen mit eirechten Dysplasie (CIN I), 8 mit einer
mafigen Dysplasie (CIN 1) und 35 mit einer schwei2ysplasie (CIN IIl) des zervikalen
Epithels.

Bei insgesamt 51 Frauen (40,8%) wurde erstmaligreiasives Zervixkarzinom diagnostiziert.
Von diesen waren 22 an einem Tumor des FIGO-Stadliarkrankt. FIGO-Stadium Il und IlI
zeigte sich bei je 13 Patientinnen. Ein Tumor imditm 1V wurde bei 3 Frauen festgestellt.

24 Frauen (19,2%) wurden mit einem Rezidiv eingasiven Zervixkarzinoms vorstellig. Bei 4
Frauen handelte es sich bereits um das 2. ReZidiv.2).

Tabelle 2: Patientenverteilung in den klinisch-pat  hologischen Subgruppen.

Subgruppen Anzahl der Patienten Prozentuale Verteilung Prozentuale
(n) innerhalb der gesamten Verteilung
Patientenpopulation innerhalb der
(%) Subgruppen
(%)
Alle Patienten 125 100
CIN 50 40,0
CIN | 7 5,6 14,0
CIN I 8 6,4 16,0
CIN 1l 35 28,0 70,0
Invasives Karzinom 51 40,8
FIGO | 22 17,6 43,1
FIGO II 13 10,4 25,5
FIGO I 13 10,4 25,5
FIGO IV 3 2,4 5,9
Rezidiv 24 19,2
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3.2.2 Altersverteilung

Das mittlere Alter im Patientenkollektiv betrug 48hre. Die jungste Patientin war 19 Jahre, die
Alteste 92 Jahre alt.

Unter den Frauen mit einer zervikalen intraepiddeh Neoplasie (CIN) konnte der
Altersmittelwert mit 36 (Bereich: 20-75) Jahren eggben werden. Uber 10 Jahre alter waren
die Patientinnen, die an einem invasiven Zervixkann erkrankt waren. In dieser Subgruppe
lag das mittlere Erkrankungsalter bei 47 (Berei@8-92) Jahren. Zwischen der Gruppe
~Erstdiagnose eines Zervixkarzinoms* und ,Rezidines Zervixkarzinoms* gab es hinsichtlich
des durchschnittlichen Alters keinen Unterschiedi @en Patientinnen mit einem Rezidiv lag
das mittlere Alter ebenfalls bei 47 (Bereich: 33-88hren (Tab.3).

Tabelle 3: Altersverteilung in den klinisch-pathol ogischen Subgruppen.

Subgruppen Anzahl der Patienten Alter Mittelwert Bereich
(n) (in Jahren) (in Jahren)
Alle Patienten 125 43
CIN 50 36 20-75
CIN | 7 38
CIN I 8 34
CIN 1l 35 36
Invasives Karzinom 51 47 19-92
FIGO | 22 46
FIGO lI 13 44
FIGO I 13 48
FIGO IV 3 65
Rezidiv 24 47 33-69

3.2.3 Histologische Befunde

Bei Fragen zur Tumorausbreitung, die mit dem patioophologischen Befund nicht zu
beantworten waren, kamen weitere diagnostische ddeithn zum Einsatz. Bildgebende

Verfahren wie Réntgen, Sonographie, Computertonmgeaund Kernspintomographie lieferten
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fehlende Informationen zum regionaren Lymphknotaust (N) und gaben Hinweis auf das
Vorliegen von Fernmetastasen (M).

In Tabelle 4 ist die Verteilung der klinischen Kgndl3en des Zervixkarzinoms in unserem
Patientenkollektiv dargestellt.

Tabelle 4: Charakteristika der Patientinnen mitin  vasiven Zervixkarzinom * (n=75).

Anzahl der Prozentuale Verteilung
Patienten innerhalb der Subgruppen
(n) (%)

Histologie

Plattenepithelkarzinom 58 77,3

Adenokarzinom 8 10,7

Adenosquamdses Karzinom 5 6,7

Andere Karzinome 2 2,7

Ohne Angaben 2 2,7
Grading

Gl 2 2,7

G2 38 50,7

G3 31 41,3

Ohne Angaben 4 53
Nodalstatus (nur Ca)

NO 23 30,7

N1 29 38,7

Nx (ohne Angaben) 23 30,7
Fernmetastasen

MO 56 74,7

M1 17 22,7

Mx (ohne Angaben) 2 2,6
LymphgefaRinvasion

LO 19 25,3

L1 20 26,7

Lx (ohne Angaben) 36 48,0
Veneninvasion

VO 24 32,0

Vi 8 10,7

Vx (ohne Angaben) 43 57,3

* Retrospektive Datenerhebung
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3.2.4 HPV-Status

Die Befundberichte der diagnostischen Biopsien bKwnisate bei prakanzerbsen L&sionen
(CIN I-1I) nahmen zu 78% (n=39) auch zu einer dvefl vorliegenden HPV-Infektion
(Humanes Papilloma Virus) Stellung. Der Nachweis n vaHPV-DNA mit Hilfe
molekularbiologischer Verfahren (PCRelymerase-Kettenreaktion) konnte in dieser Sulggup
bei 21 Patientinnen gefuhrt werden. 20 von ihnenrewamit einem HPV-Typ der
Hochrisikogruppe (High-risk-HPV), eine Patientintndginem Typ der Niedrigrisikogruppe
(Low-risk-HPV) infiziert. In 18 Fallen lautete dBefund HPV-negativ (Tab.5).

Tabelle 5: HPV-Status in der Gruppe der intraepithe  lialen Neoplasien (CIN) * (n=50).

Subgruppen Anzahl der Patienten Prozentuale Verteilung
(n) innerhalb der Subgruppen
(%)
HPV
negativ 18 36,0
Low risk positiv 1 2,0
High risk positiv 20 40,0
Ohne Angaben 11 22,0
HPV negativ
CIN| 4 22,2
CIN I 3 16,7
CIN 1l 11 61,1

HPV High-risk-positiv

CIN| 1 50
CIN I 3 15,0
CIN 1l 16 80,0

* Retrospektive Datenerhebung

3.2.5 Menopausenstatus

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung CIN, invasives#dnom oder Rezidiv waren von den 125
untersuchten Patientinnen 88 (70,4%) pra-, 2 (1,6%)i- und 35 Patientinnen (28%)
postmenopausal.
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3.2.6 Raucheranamnese

Ein Risikofaktor, der im Zusammenhang mit einer tifaktoriellen Genese des
Zervixkarzinoms diskutiert wird, ist das Rauchen6%3 (n=45) der Frauen aus der
Patientenpopulation waren zum Zeitpunkt der Diagstedlung Raucher. 37,6% (n=47) der
Patientinnen gaben an, Nichtraucher zu sein. Bel%26(n=33) lagen keine Angaben zum
Rauchverhalten vor.

3.3 Follow-up in der Gruppe ,Rezidiv*

Innerhalb des Krankheitsstadiums ,Rezidiv* ist dadlow-up aufgrund des Versterbens der
Patientinnen an ihrer Erkrankung weitestgehend sdidessen.

Von den 24 Frauen, die mit einem Rezidiv bzw. ZviRaizidiv in die Studie aufgenommen
worden sind, kann in 3 Fallen ein Uberleben beeichterden (Gesamtiiberleben: 14/29/183
Monate). Bei einer Patientin ist es wegen einesh&kls des Hausarztes und des behandelnden
Gynakologen nicht moglich, Informationen zu ihrektugllen Gesundheitszustand zu erheben.
Die Zeit zwischen der Erstdiagnose eines Zervixkarns und dem Auftreten eines Rezidivs hat
in der Literatur verschiedene Namen bekommen. Sd diese Zeit oft mit krankheitsfreies
(DFS: Disease Free Survival) bzw. progressiongrditberleben (PFS: Progression Free
Survival) beschrieben. Auch die Darstellung in Faten Time To Progression (TTP), der Zeit
bis zur Progression, ist hin und wieder in Publd@@n zu finden. Die mediane Time To
Progression der hier zugrunde liegenden Patienpari@oon betrug 12 Monate (Bereich: 0-96
Monate).

Die Zeitspanne zwischen dem Auftreten eines Rezifrstrezidiv) und dem Versterben der
Patientin wurde als ,Uberleben mit der Diagnoseifez angegeben. Bei den drei lebenden
Patientinnen diente der Zeitpunkt des zuletzt esheh Follow-up als den diesen Zeitraum
begrenzenden Wert. Somit lasst sich eine mediarerléienszeit mit einem Rezidiv von 9
Monaten (Bereich: 1-119 Monate) ermitteln.

Das Gesamtiiberleben, das sogenannte Overall Suf@&3, ergibt sich unter anderem aus der
Summe von TTP und Uberleben mit der Diagnose Rez@ie mediane Zeit zwischen der
Erstdiagnose ,invasives Zervixkarzinom* und dem dsmkitpunkt bzw. dem Zeitpunkt des
letztes Follow-up betragt in der o.g. Subgruppedaito 24 Monate (Bereich: 8-183 Monate)
(Tab.6).
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Tabelle 6: Follow-up in der Gruppe der Patientinnen mit einem Rezidiv (n=24).

Patient Alter bei Uberlebend Time to Uberlebenszeit Gesamt-
Erstdiagnose Progression mit Diagnose Uberlebenszeit
“invasives Ca" (in Monaten ) "Rezidiv" (in Monaten )
(in Jahren) (in Monaten )

1 49 nein 12 6 18

2 50 nein 6 8 14

3 38 nein 16 8 24

4 32 nein 20 7 27

5 37 nein 0 2 9

6 35 nein 9 7 16

7 35 nein 19 28 47

8 59 nein 96 54 150 2.Rez’
9 33 nein 13 10 23

10 35 nein 0 10 10

11 45 nein 7 28 35

12 35 nein 19 19 38

13 49 nein 12 14 26

14 53 nein 10 9 19

15 57 nein 38 6 44

16 47 nein 45 52 97 2.Rez’
17 35 nein 7 1 8

18 60 nein 12 5 17

19 57 nein 19 15 34 2.Rez’
20 37 nein 7 17 24

21 43 ja 64 119 183 2.Rez?
22 50 ja 6 23 29

23 47 ja 6 8 14

24 60 kAl 28 kAl kAL

! k.A. — keine Angaben
22 Rez- zweites Rezidiv
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4. Materialgewinnung und Methodik

4.1 Materialgewinnung
4.1.1 Blutentnahmen

Die Blutentnahmen erfolgten stationar im RahmenRieutinediagnostik. Uber die zusatzliche
Entnahme von Material zu wissenschaftlichen Zweckamden die Patienten ausfihrlich

aufgeklart und gaben schriftlich ihr Einverstandr@&eichzeitig stimmten sie einer spéateren
Verlaufsbeobachtung zu. Eingang in die Untersucbarfgnden nur solche Patientinnen, die bis
zu diesem Tag noch keinerlei Behandlung ihrergetziErkrankung erfahren hatten.

4.1.2 Probenaufarbeitung und Lagerung

10 ml Blut wurden Uber eine periphere Vene des Armieckt in eine EDTA-Monovette (S-
Monovett€ mit Kalium-EDTA, Firma Sarstedt) abgenommen. DisterVerarbeitung des
Materials im Labor erfolgte friihestens nach 30 Nemubei Raumtemperatur, in der Regel noch
am selben Tag, in Ausnahmefallen nach maximal 24d&n. Eine Kihlung des Blutes bei +
4°C wahrend dieser Zeit war stets gegeben.

Im Labor ermoglichte eine Gefrierzentrifuge (Héiti€entrifugen, Universal 32 R) (10 min bei
3620 RPM) die Trennung des EDTA-Blutes in EDTA-Rlas und korpuskulare
Blutbestandteile. Das EDTA-Plasma wurde aliquotierd bis zur Testung von Tu-M2-PK bei —
85°C tiefgefroren.

4.2 Methodik

4.2.1 Theoretisches Prinzip des Enzymimmunoassays

Das Analysenprinzip eines Immunoassays beruht@usgezifischen Wechselwirkung zwischen
Antigenen (AG) und Antikérpern (AK). Nach dem Sdgél-Schloss-Prinzip sind AK in der
Lage, nur ganz bestimmte Molekule, ihr Antigen,ezkennen und mit ihnen einen stabilen AG-
AK-Komplex zu bilden. Diese Selektivitdt der Antijg@r fur ihr Antigen wird in der

Immunoassaytechnik ausgenutzt, um den gesuchtelyténaneben einer Vielzahl haufig sehr

ahnlicher Substanzen gezielt bestimmen zu kdnnen.
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Der ELISA Engl. = Enzyme-Linked-ImmunoSorbent-Assay) ist eine debrauchlichsten
Assayvarianten und oft als Sandwichassay konzipi@&®i dieser Methode liegen die
spezifischen Antikdrper an einer Tragersubstanzigaéén vor. An die nach Inkubation mit der
zu untersuchenden Probe gebildeten AG-AK-Kompleagein sich in einem nachfolgenden
Schritt Enzym-markierte Antikorper an. Wie in ein&andwich wird das Antigen nun von zwei
Antikdrpern eingeschlossen. Durch Zugabe eines nohgenen Substrats koénnen die
gebundenen Enzym-Substrat-Komplexe sichtbar gemaefrden. Die Antigenkonzentration in
der Probe wird durch photometrische Messung debift@nsitat im Vergleich mit Standards
bekannter Enzymaktivitat ermittelt.

4.2.2 Theoretisches Prinzip des Sandwich-ELISA zur  quantitativen Bestimmung
von Tu M2-PK

Die Quantifizierung der Tu M2-PK erfolgte im Plasnmaittels eines Enzym-Linked-
Immunosorbent-Assay (ELISA) der Firma Sch&iotech AG (GieRen, Germany). Bei
diesem Test kommen monoklonale Antikbrper zum Emsdie hoch spezifisch fir die Tumor
M2-PK (dimere Form der M2-Pyruvatkinase) sind unchh mit den anderen Isoformen der
Pyruvatkinase (Typ L, R, M1 und tetramere FormM@&j) reagieren.

Der Test wird mit Hilfe einer Mikrotiterplatte durgefiihrt. Diese Kunststoffplatten besitzen 96
Vertiefungen, sogenannte Wells, in welche die ziensnchenden Proben pipettiert werden. Am
Boden der Vertiefung befindet sich fest anhafteatso immobilisiert, der monoklonale
Antikorper, der nur das Isoenzym der humanen Pykinase Tu M2 erkennt (Abb.3a-e).
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_ 1. Inkubation
Boden der Vertiefung

= o — K

1. Antikérper Antigen
(immobilisiert)

Abb.3a: Der immobilisierte Antikdrper (AK) bindet in einel. Inkubationsschritt das Antigen
(AG), die Tu M2-PK aus der EDTA-Plasma-Probe deteRten, und bildet mit ihm einen
stabilen AG-AK-Komplex.

R+ d=e — o=

Abb.3b: Anschlielend erfolgt der Zusatz eines biotinjdgirrmonoklonalen Zweitantikorpers
(BIO), der sich in einem né&chsten Inkubationsstlant das bereits gebundene Antigen, die Tu
M2-PK, anlagert.
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3. Inkubation

FO== 8 — K==

Streptavidin-Enzym-Komplex

Abb.3c: Zugabe eines an Streptavidin (ST) gebundenenr&n£k), der Peroxidase, welches in

einer 3. Inkubation mit dem Biotin-markierten Ariifper reagiert.

4. Inkubation

v

o

Substrat

Abb.3d: Nach Zugabe eines chromogenen Substrates (Sutb)wahrend einer 4. Inkubation
eine konzentrationsabhangige Farbreaktion ausgel@as farbstoffbildende Substrat
3,3'5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) wird dabei durdie Peroxidase oxidiert.
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Enzymatische Farbreaktion

==

Abb.3e: Die Farbreaktion wird mittels einer wéassrigen reauStopplosung beendet, um
anschlielBend das der Konzentration an Tu M2-PKpeetbende oxidierte TMB im Vergleich
zur Standardreihe photometrisch zu bestimmen.

Bei der quantitativen Bestimmung von Tu M2-PK inagtha kommt somit ein Sandwichassay
zum Einsatz, der uber eine Biotin-Streptavidin-Klopg zwischen dem zweiten, nicht-
immobilisierten Anti-Tu-M2-PK-Antikérper und dem Eym verfugt. Vorteil dieser Biotin-
Streptavidin-Variante ist, dass sich das Streptangébundene Enzym an jeden biotinylierten

Antikorper anlagern lasst, unabhéangig vom Antiggegen das dieser gerichtet ist.

4.3 Testanleitung (Quelle: Testanleitung der Firma ScheBo®+Biotech AG)

Alle Bestandteile des Testkits werden bei 4-8°Cageit und kdnnen bis zum angegebenen

Verfallsdatum verwendet werden.

4.3.1 Vorbereitungen

Kurz vor Gebrauch sind alle Komponenten des Kitkluisive der Mikrotiterplatte, auf
Raumtemperatur zu bringen. Flissige Testkit-Besédlndsollten vor ihrer Verwendung gut
gemischt werden. Die Patientenproben sind aufzataued werden ebenfalls grindlich
gemischt.
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1. Herstellung des Proben-/Waschpuffers (Phosppaffggte Kochsalzldsung mit Detergenz,
pH 7,2):

100 ml Proben-/Waschpuffer + 400 mi®i(Aqua bidest)

2. Verdunnungen der zu untersuchenden EDTA-Plasr@an:mischen!!

1:100 = 10ul EDTA-Plasma + 100Ql Proben-/Waschpuffer

3. Verdunnung des anti Tu M2-PK bio (Bei Gebrauehgesamten Mikrotiterplatte):
Die Verdinnung bis nach der 1.Inkubation bei 4-8&@ern und kurz vor Gebrauch auf

Raumtemperatur bringen!!

1:100 = 6Qul anti Tu M2-PK bio + 6,0 ml Proben-/Waschpuffer.

4. Die im Testkit enthaltenen Standards und Kolgno$ind gebrauchsfertig. Diese entsprechen

hierbei folgenden Konzentrationen an Tu M2-PK:

Blank = 0.0 U/ml (nur Proben/Waschpuffer)
Standard1  =5.0 U/ml

Standard 2 =15.0 U/ml

Standard 3  =40.0 U/ml

Standard 4 = 100.0 U/ml

Kontrolle =20.0U/ml £ 10 %
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4.3.2 Testdurchfiihrung

1. Blank, Standards und Kontrolle werden wie obegegeben nacheinander in Reihe 1 und 2
der Mikrotiterplatte als Doppelbestimmung in dietspnechenden Vertiefungen pipettiert:
jeweils 50ul. Die verdinnten EDTA-Plasmaproben werden der &ea#ch in die verbleibenden

Wells gegeben: ebenfalls p0
— 1. Inkubation: 60 min bei Raumtemperatur
Waschen: Dazu den Inhalt der Wells verwerfen und mit eliéiner 8-Kanalpipette die
Vertiefungen dreimal mit je 25@l Proben-/Waschpuffer spulen. Bei jedem
Waschschritt die Losung mindestens 1-2 Minuten eken lassen. Platte durch
Ausklopfen auf Fliesttichern trocknen, bis keinesBigkeitsreste mehr vorhanden
sind!
2. Zugabe des biotinylierten zweiten Antikdrperswgds 50 ul anti Tu M2-PK bio pro
Vertiefung.
— 2. Inkubation: 30 min bei Raumtemperatur
Waschen: siehe oben

3. Zugabe der gebrauchsfertigen Peroxidase-Strejptadosung: jeweils 5@l pro Vertiefung.

— 3. Inkubation: 30 min abgedunkelt bei Raumtemperatu

Waschen: siehe oben

4. Zugabe der gebrauchsfertigen Substratlosung:iled@0ul pro Well.

— 4. Inkubation: 15 min abgedunkelt bei Raumtemperatu

5. Beenden der Farbreaktion durch Zugabe der Stopdigeweils 10Qu pro Well.
Gut mischen!

6. Innerhalb 5-30 Minuten nach Zugabe der Stopléddegsung der Optischen Dichte (OD)
mittels Photometer bei 405 nm oder 405-492 nm.
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4.3.3 Quantitative Auswertung

1. Zunachst wird der Blank-Mittelwert von allen poumetrisch bestimmten Werten subtrahiert,
bevor der Mittelwert der Absorption (= optische Bie) von den Doppelwerten berechnet wird.
Zur Ermittlung der TM-Konzentration missen die gesanen optischen Dichten der Standards
(Ordinate) gegen die bekannten Konzentrationen 68éandards (Abszisse) in einem
Koordinatensystem aufgetragen werden (log-log-Sieafeeilung). An der so entstandenen
Standardkurve kdnnen jetzt die zur jeweiligen apies Dichte gehdrigen Konzentrationen an
Tu M2-PK der Patienten abgelesen werden. Selbséretich ist auch eine Auswertung mittels
ELISA-Software moglich, bei der als Methode dieeine Regression mit log-log-Skalierung zu
wéhlen ist. Eine gebrauchsfertige Kontrolllosung @D U/ml £ 10% an Tu M2-PK wird zur
Kontrolle der Interassay-Varianz jeweils mitgetesBei Abweichungen sowohl der Kontrollen
als auch der Standards um mehr als 10% von dergabhgeen Konzentration, sollten die

Analysen mit einem neuen Testkit wiederholt werden.

4.3.4 Prazision

Die Intraassay-Varianz wurde seitens der Firma BofeBiotech AG durch eine 20-fache
Bestimmung von 6 Proben mit einer Konzentration @88 U/ml ermittelt. Der mittlere
Variationskoeffizient ist hierbei mit 3.5% (2.4-%) angegeben. Durch Analyse dieser 6 Proben
an 10 verschiedenen Tagen berechnete man fir derassay-Varianz einen mittleren
Variationskoeffizienten von 5.3% (3.3-7.5%).

4.3.5 Normwerte

Mittels des Testkit kann eine Bestimmung der Tu RR-im Messbereich von 5-100 U/ml
erfolgen. Bei hoheren Konzentrationen ist eine @eAnalyse des Wertes in einer hoheren
Verdunnung notwendig. Nach Angaben des Herstdilegs der vorlaufige Normalbereich bei
15.0 U/ml im EDTA-Plasma. Diese Referenzkonzerdragntspricht einer Spezifitat von 90%
(Kontrollgruppe: n = 393, Patienten mit nichtmakgnErkrankungen). Messergebnisse aus dem
Bereich 15-20 U/ml sind fraglich (Graubereich) wuallten mit einer neuen Probe wiederholt

werden.
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4.4 Bestimmung von SCC

Die Bestimmung des SCC-Antigens im Serum ist durdas Zentralinstitut fur
Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Ch&#din vorgenommen worden (Direktor:
Prof. Dr. med. E. Kottgen). Dabei kam das auton&ats Enzymimmunoassay-System
ARCHITECT™ der Firma Abbott Diagnosti€§Hofheim-Wallau, Wiesbaden) zum Einsatz.
Als Referenzwert fur SCC wird <1/l fur die Altersgruppe ab 18 Jahren angegeben.

45 Statistik

4.5.1 Statistische Auswertung

Die klinischen Daten als auch die Ergebnisse dentaBhlysen wurden mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms EXCEL von  Micro$oft katalogisiert. Mit  dem
Statistikprogramm SPSS 13.0 fur Windows erfolgterddie statistische Auswertung.

Da eine Normalverteilung der betrachteten Stichpnohicht garantiert werden konnte, wurden
nichtparametrische Tests zum Probenvergleich heraggen. Die Stichproben sind wegen ihrer
Zusammensetzung aus verschiedenen Individuen albhédngig zu betrachten. Beim
Zweistichprobenvergleich kam somit der U-Test nigl@dnmn and Whitney zum Einsatz. Wurden
mehrere Gruppen miteinander verglichen, wahlte deanKruskal-Wallis-Test.

Um den Grad des Zusammenhangs zwischen 2 Paramateszudricken, wurde eine
Korrelationsanalyse durchgefuhrt. Aufgrund der amagemenen Abweichung von der
Normalverteilung empfahl sich die Verwendung desgBman’schen Korrelationskoeffizienten
r.. Der Wertebereich des Korrelationskoeffizientestreckt sich tber -X rs < 1 und man
bezeichnet den Zusammenhang zwischen 2 Paramelerpoaitiv korreliert bzw. direkt
proportional, wenng> 0 und negativ korreliert bzw. indirekt proportal, wenn §< 0. Je
starker der Zusammenhang zwischen den betrachiéeeten, desto naher liegibei = 1. Ab
einem Koeffizienten vonsk 0.75 wird von einer Korrelation gesprochen. Einriven 0.4-0.75
ist als Assoziation beschrieben.

Eine 4-Felder-Tafel diente zur Ermittlung der Sewisat und Spezifitdit des ELISA-
Testverfahrens. Mittels einer logistischen Regmssnalyse konnte die Wahrscheinlichkeit
(Odds Ratio) berechnet werden, ob bei erhdhtenspiegel von Tu M2-PK ein erhdhtes Risiko
fir ein invasives Zervixkarzinom vorliegt. Anscidiend wurde eine ROC-Kurve (Receiver-
Operating-Characteristics) geplottet, die einen rbliek (ber Sensitivitat und Spezifitat des
Verfahrens geben soll und bei Bedarf die Ermittlentes eigenen ,optimalen” Cut-Off-Wertes
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ermoglicht. Die AUC (Area Under Curve) gilt als M&i$ die Gute des Tests und kann Werte
zwischen 0.5 und 1 annehmen, wobei ein hdherer Wiettessere Glte anzeigt.

Zur Survivalanalyse der Patientinnen mit der Diagndrezidiv wurde eine univariate Cox-
Regressionsanalyse durchgefihrt, welche die TM-Kotration als EinflussgrofRe auf die
Uberlebenszeit betrachtet. Die Odds Ratio (OR)ggtiiehierbei das Risiko fiir eine Verkiirzung
(OR > 1) bzw. Verlangerung (OR < 1) der Uberlebeitszines Patienten mit erhdhtem Wert
wieder. Bei einer Odds Ratio gleich O wird kein @omnenhang angenommen.

Ergebnisse werden, wenn nicht anders angegebergirem Signifikanzniveau von 5 %
(p < 0.05) als signifikant angesehen.

4.5.2 Deskription der Ergebnisse

Um die erhobenen Daten in anschaulicher Weise zmsmzufassen und zu beschreiben,
wurden Tabellen erstellt, die tUber Fallzahl, Medidvittelwert, Standardabweichung und
Bereich detailliert Auskunft geben.

Der arithmetische Mittelwert, im allgemeinen Spigebrauch als ,Durchschnitt bezeichnet, ist
definiert als die Summe aller beobachteten Wert¢eilpedurch die Gesamtzahl der
Beobachtungen. Die Standardabweichung ist ein Maldie Streuung der Werte um ihren
Mittelwert.

Neben dem Mittelwert ist der Median ein haufig vendetes Lagemald fiir die statistische
Beschreibung von quantitativen Merkmalen. Der Medist derjenige Wert desortierten
Stichprobe, der genau in der Mitte liegt und sodst Stichprobe in zwei Halften teilt. Bei
geradem Stichprobenumfang ist der Median als decH3ghnittswert der zwei in der Mitte
liegenden Werte definiert.

Median und Mittelwert besitzen unterschiedlichedfigchaften. Der Median wird von extremen
Werten (Ausreil3ern) praktisch kaum beeinflusst. Dadeutet, dass der Median im Vergleich
zum Mittelwert weniger von Ausreil3ern gestort wir@ei schiefen, unsymmetrischen
Verteilungen, wie sie fur Laborparameter typiscimdsi kann der Median daher besser
interpretiert werden als der Mittelwert. Um dennoaibf die Extremwerte aufmerksam zu
machen, wird zusatzlich der komplette Bereich dertéd/mit angegeben.

Bei der Betrachtung von Uberlebenszeiten (Zeit bisn Eintreffen eines bestimmten
Ereignisses, z.B. Tod), liegen meist nicht fur &itienten diese Zeiten vor, sondern es ist nur
bekannt, dass innerhalb eines bestimmten Zeitraudass interessierende Ereignis nicht

eingetreten ist. In einer solchen Situation wird Brhebung des Mittelwertes als nicht sinnvoll
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erachtet, wahrend eine mediane Uberlebenszeit péte nach Versterben der Halfte der
beobachteten Patienten angegeben werden kann.[2,44]

Zur besseren Ubersicht tber die Verteilung der @eiher Stichprobe und zum Vergleich

mehrerer Gruppen miteinander, wurden die erhob&wrn bei statistischer Signifikanz noch

einmal in Boxplots graphisch dargestellt. Vortedr Boxplots ist, dass sie auch Hinweise auf
mogliche Ausreil3er und unplausible Werte in einghprobe liefern.

Ausreil3er sind Werte, deren Abstand vom 25%-Peitzesmth unten bzw. vom 75%-Perzentil

nach oben zwischen dem 1,5-3fachem der Boxhthe ey Abstand extremer Werte von dem
25%- oder 75%-Perzentil betragt mehr als das Driegaler Boxhdhe [12].

Auf eine Nennungiller in den Boxplots aufgetragenen Werte ist aufgrumd@bersichtlichkeit

verzichtet worden.

} — Extreme Werte

F984

= —— Ausreiller

Grafiter nicht-extremer Wert

T5%-Perzentil
50%-Perzentil (Median)
25%-Perzentil

kleinster nicht-extremer \Wert

Abb.4: Bedeutung der Symbole in einem Boxp(ais Brosius 1998 [1}]
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5. Ergebnisse

5.1 Korrelationen von Tu M2-PK mit den Krankheitss tadien

5.1.1 Kaorrelationen von Tu M2-PK mit den 3 klinisch  -pathologischen
Subgruppen CIN, invasives Karzinom und Rezidiv

Um die Basisfrage dieser Untersuchung beantwortenkdnnen, namlich ob anhand der
Konzentration des im Plasma nachweisbaren MarkerdM2-PK auch bei Pathologien der
Cervix uteri eine Differenzierung zwischen einemchbmalignen und einem malignen
Geschehen maoglich ist, wurden zunéachst die uns@amntenkollektiv zu Grunde liegenden 3
Diagnosegruppen Préakanzerose (CIN), invasives Kanzi(FIGO I-1V) und Rezidiv in ihrer
Gesamtheit betrachtet.

Die mediane Tu M2-PK-Plasmakonzentration fiir dienjgne“ CIN-Subgruppe lag unter dem
vom Hersteller empfohlenen cut-off-Wert von 15 U/ndemgegentber konnte in den
.-malignen* Gruppen fur die FIGO-Stadien und die ez eine Uber diesem Wert liegende
Konzentration gemessen werden (Tab.7).

Tabelle 7: Tu M2-PK-Werte in den Gruppen CIN, FIGO und Rezidiv.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)
CIN 50 9,2 10,1 16,7 <5,0-46,8
FIGO 51 16,4 24,9 +33,1 <5,0-205,0
Rezidiv 24 41,2 50,7 +38,1 13,4-171,0

Der statistische Vergleich der Tu M2-PK-Werte stekkinen hochsignifikanten Unterschied
(p<0.001) zwischen den 3 Gruppen fest. Die weiteralyse verdeutlichte, dass sich diese hohe
Signifikanz sowohl zwischen CIN und FIGO-Stadigx{.001) als auch zwischen CIN und
Rezidiven p<0.001) nachweisen lasst. Der Vergleich invasivaszlom in Erstdiagnoseersus
Rezidiv ergab ebenso eine deutliche Differenzierfr®.001) (Abb.5).
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Abb.5: Tu M2-PK in Abhangigkeit vom den Krankheitsstadie

5.1.2 Kaorrelationen von Tu M2-PK mit dem Grad der z  ervikalen intraepithelialen
Neoplasie (CIN I-111)

Aufgrund der geringen Fallzahl sowohl in der Gruplee CIN | als auch in der Gruppe der CIN
Il wurden beide zu einer Gruppe zusammengefassm Bergleich der so entstandenen zwei
Auspragungen, CIN plus Il (Median: 11.0 U/ml, Mittelwert. 9.8 U/ml, Staalabweichung:
3.6 U/ml, Bereich: <5.0 — 16.5 U/ml) und CIN lllakn dann der U-Test nach Mann and Whitney
zum Einsatz. Dabei ergab sich p#0.626 kein signifikanter Werte-Unterschied zwistluEn
CIN-Stadien (Tab.8).
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Tabelle 8: Tu M2-PK-Werte im Stadium CIN I, CIN [l und CIN IIl.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)
CIN | 7 11,2 9,5 4,5 <5,0-16,5
CIN I 8 10,3 10,0 +2,8 6,9 - 15,0
CIN Il 35 8,7 10,3 7,7 <5,0-46,8

5.1.3 Korrelationen von Tu M2-PK mit den Tumorstadi en FIGO I-IV und Rezidiv

Tabelle 9 gibt eine Ubersicht iber die Resultatéen einzelnen Tumorstadien. Stadium 11l und
IV wurden aufgrund geringer Fallzahlen zusammerggtfa Die daraus resultierende
Konzentration war somit 19.9 U/ml (Mittelwert: 40@Wml, Standardabweichung: 54.3 U/ml,
Bereich: <5.0 — 205.0 U/ml) fur die Subgruppe FIGIOplus IV.

Tabelle 9: Tu M2-PK-Werte bei Patienten mit Zervix  karzinom im FIGO-Stadium I-1V.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)
FIGO | 22 12,5 17,0 +13,0 <5,0-53,9
FIGO Il 13 15,2 19,5 +12,1 7,1-53,9
FIGO Il 13 18,8 21,7 +15,4 <50-62,4
FIGO IV 3 136,0 119,4 +95,0 17,1 - 205,0

Wie in Abbildung 6 anhand von Box-Plots dargestétit mit fortschreitendem Tumorstadium
eine zunehmende Konzentration an Tu M2-PK zu bddbac Karzinompatienten im Stadium
[l und IV hatten eine hohere Konzentration an TB-FK im Plasma als Patienten im Stadium I,

wenn auch das Signifikanzniveau von 5 p&Q.055) nicht erreicht wurde. FIGO | verglichen
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mit FIGO Il (p=0.246) sowie FIGO II verglichen mit FIGO Iplus IV (p=0.380) zeigten keine
signifikanten Unterschiede.

Zur weiteren Analyse wurden die Rezidivpatientendia Berechnungen mit eingeschlossen
(Tab.7). Beim Vergleich aller 4 Gruppen miteinanaeh. FIGO Iversus FIGO Il versus FIGO
IV versus Rezidiv, stellte sich ein hoch signifikanter Usidried dar [§<0.001). Dieser
bestatigte sich auch beim Zweistichprobenvergleden Gruppe der Rezidive mit FIGO |
(p<0.001), mit FIGO 11 p<0.001) und FIGO IlI/IV p=0.014). (Abb.6)
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Abb.6: Tu M2-PK in Abhangigkeit vom Tumorstadium.

Zur Verdeutlichung des Zusammenhangs der Tu M2-BKzéntration mit dem
Krankheitsstadium wurde der Spearman’sche Koroglakioeffizient berechnet. Mit=90.678
(p<0.001) ergab sich nach unserer Definition einengfe Assoziation, womit noch einmal
bewiesen ist, dass sich die TM-Konzentration neiggndem Krankheitsstadium erhoht.
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5.1.4 Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat der Tu M2-PK

Sensitivitat ist definitionsgemald der Anteil derakken, die mit dem Test richtig erkannt
wurden (Zervixkarzinom). Spezifitdt hingegen besdbir den Anteil der richtig erkannten
Gesunden mit dem fraglichen Test (kein Zervixkavei= CIN).

In unserem Patientenkollektiv hatten 49 von insgesd@5 Patientinnen mit Zervixkarzinom
erhohte Tu M2-PK-Werte. Demgegeniuber standen 7insgesamt 50 Patientinnen mit einer
Prakanzerose, die Uber die Norm erh6hte Werterhdb@mit ergab sich fir den vom Hersteller
empfohlenen cut-off von 15.0 U/ml eine diagnostis&ensitivitat von 65.3% und eine Spezifitat
von 86.0%

Zur Erstellung einer Receiver-Operating-Charadtiesskurve (ROC), welche die
ValiditatsmalRe Sensitivitat und Spezifitdt der TA-FK nicht nur fir einen bestimmten cut-off-
Wert, sondern Uber die ganze Werte-Bandbreite lgndemonstriert, wurde zunéchst eine
logistische Regressionsanalyse durchgefuihrt. Diefeachtete den Zusammenhang zwischen
dem Anstieg der Tu M2-PK-Werte und der Erkrankungeanem Zervixkarzinom. Es konnte
festgestellt werden, dass mit steigender Konzeotratan Tu M2-PK auch die
Wabhrscheinlichkeit an  einem  Zervixkarzinom zu enken, zunimmt. Die

Erkrankungswahrscheinlichkeit (odds ratio) liegt & 70 mit einer Signifikanz vop<0.001.

ROC: Tu M2-PK

1,0

0,8

0,6

0,4

Sensitivitat

0,2

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spezifitat

Abb.7: ROC-Kurve fur Tu M2-PK zur Karzinomdiagnostik.
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Anhand der in Abbildung 7 dargesteliten ROC-Kuranik ein Uberblick tiber Sensitivitat und
Spezifitat des Verfahrens gegeben werden. Somésishdglich, einen geeigneten cut-off Wert
mit der gewlnschten Sensitivitat und Spezifitibestimmen.

Vom Hersteller wird bei einem cut-off von 15.0 U/maline Spezifitat von 90% zur
Unterscheidung eines malignen von einem nichtmahgRrozess angegeben. Um bei der hier
zugrundeliegenden Patientenpopulation eine Spéizifies Tests von 90.0% bieten zu kénnen,
musste ein cut-off Wert von 16.0 U/ml gewéhlt werdim diesem Fall lage die Sensitivitat bei
64.0%.

Die Flache unter der Kurve (AUC - Area under thevely als Mal3 fur die Gute des Tests, liegt
bei der oben abgebildeten Grafik bei 0.842 (95%igmsfidenzintervall: 0.774 — 0.911). Da sich
die ROC-Kurve mit p<0.001 signifikant von der Diagonalen unterscheidefist der
diagnostische Test Trennscharfe auf.

Sensitivitadt in den einzelnen Tumorstad ien:

I
15.0 U/ml Sensitivitat

_— +¥ o  * 91.7%
so e i o % 4 68.8%
oo * . 53.8%
I @ * 40.9%

T T T T T T 0
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 65.3%
Tu M2-PK Plasma (U/ml)

Tumorstadium

Abb.8: Sensitivitat der Tu M2-PK in den Tumorstadien BIGIII/1V und Rezidiv.
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5.2. Kaorrelationen von Tu M2-PK mit dem Metastasier  ungsstatus

Um Tu M2-PK als neuen potentiellen Tumormarkerdés Zervixkarzinom zu prufen, wurde er
mit konventionellen Prognosefaktoren verglichen kadeliert. In den nachfolgenden Analysen
fanden daher nur Patientinnen mit einem histoldygigesicherten Zervixkarzinom Beachtung
(FIGO und Rezidiv).

5.2.1 Kaorrelation von Tu M2-PK mit lokoregiondren L ~ ymphknotenmetastasen

Die Frage nach der Korrelation mit dem Lymphknotans ist mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0.524 p<0.001) als positiv zu bewerten. Die mediane Tu M2-
PK-Konzentration war in der Gruppe der Patientinmait befallenen Lymphknoten (N1)
signifikant hoher als in der Gruppe, in der keime|okoregiondre Lymphknoten metastasierte
Tumorzellen (NO) nachgewiesen werden konnp®(028). (Tab.10 und Abb.9)

Tabelle 10: Tu M2-PK-Werte entsprechend dem Metast asierungsstatus (N/M).

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich

(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)

Nodalstatus

NO 23 15,0 20,6 +16,6 <5,0-62,4

N1 29 24,3 41,3 +46,5 7,0 - 205,0

Fernmetastasen

MO 56 16,7 24,4 +23,2 <5,0-136,0

M1 17 40,9 63,3 +55,6 21,5 -205,0
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Abb.9: Tu M2-PK im Nodalstatus NO und N1. Abb.10: Tu M2-PK im Status MO und M1.

5.2.2 Kaorrelation von Tu M2-PK mit der Fernmetastas ierung

Ein hochsignifikanter Unterschied in den Tu M2-Pkeién <0.001) konnte bei Einteilung
des Patientenkollektivs bezuglich der Fernmetastaisg beobachtet werden. Patientinnen mit
Fernmetastasen (M1) zeigten deutlich erhéhte WaearteVergleich zu Patientinnen ohne
Fernmetastasen (MO) (Tab.10 und Abb.10) Die Kotimaanalyse bewies, dass metastasierte
Karzinome mit erhdhten Tu M2-PK-Werten assoziiertl $r—=0.486 mit p<0.001).

5.2.3 Korrelation von Tu M2-PK mit N  und M

Da eine Korrelation zwischen Tu M2-PK und dem AuBmder malignen Erkrankung
(Metastasierung) gezeigt werden konnte, wurdenKa@iezinompatientinnen noch einmal in 3
Gruppen aufgeteilt: Gruppe | ohne Metastasen (NO/M623), Gruppe Il mit positiven
Lymphknoten und ohne Fernmetastasen (N1/MO: n=t&8)Gruppe Il mit Fernmetastasen (M1:
n=17). Die Mediane waren fur Gruppe I 15.0 U/ml itf®lwert: 20.6 U/ml,
Standardabweichung: +16.6 U/ml, Bereich: <5.0 —-460/ml), fur Gruppe II: 16.1 U/ml
(Mittelwert: 23.6 U/ml, Standardabweichung: £20.4ml Bereich: 7.0 — 82.2 U/ml) und fur
Gruppe llI: 40.9 U/ml (Mittelwert: 63.3 U/ml, Staaclabweichung: +55.6 U/ml, Bereich: 21.5 —
205.0 U/ml). Mit p<0.001 zeigte sich erneut ein hochsignifikanter dgsithied zwischen den
Gruppen, mit den héchsten Werten bei Vorliegenrdtieenmetastasierung.
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Sensitivitat in den einzelnen Stadien der  Metastasierung
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Abb.11: Sensitivitat der Tu M2-PK in den verschiedenesdi&n der Tumorausbreitung.

5.2.4 Kaorrelation von Tu M2-PK mit der Lymphgefal3in  vasion

Es wurden keine signifikanten Konzentrationsunteeste $=0.653) zwischen negativer (LO:
n=19; Median: 16.4 U/ml, Mittelwert: 29.5 U/ml, Stdardabweichung: £38.0 U/ml, Bereich:
5.6-171.0 U/ml) und positiver (L1: n=20; Median: .23U/ml, Mittelwert: 23.4 U/ml,
Standardabweichung: £30.9 U/ml, Bereich: <5.0 -43#ml) Lymphgefal3invasion detektiert.

5.2.5 Korrelation von Tu M2-PK mit der Veneninvasio n

Auch die Analyse der Tu M2-PK-Konzentrationen bdmiigder Streuung von Tumorzellen in
die Venolen des Haupttumors ergab keinen nenneteswéinterschied p=0.931) zwischen
negativem (VO: n=24; Median: 15.8 U/ml, Mittelwef5.6 U/ml, Standardabweichung: +34.3
U/ml, Bereich: <5.0 —=171.0 U/ml) und positivem (Mi8; Median: 14.3 U/ml, Mittelwert: 31.5
U/ml, Standardabweichung: +42.8 U/ml, Bereich: <5134.6 U/ml) Befund.
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5.3 Kaorrelationen von Tu M2-PK mit der Tumorhistolo  gie

Insgesamt wurden 71 Patientinnen in die Auswertioerjiglich der Histologie ihres Tumors
eingeschlossen. Je eine Patientin mit einem klageal Karzinom (Tu M2-PK: 43.8 U/ml) und
einem kleinzelligen Zervixkarzinom (Tu M2-PK: 7.0/rdl) fanden aufgrund der geringen
Fallzahl keine Berucksichtigung in der statististiAeiswertung.

5.3.1 Korrelationen von Tu M2-PK mit dem Tumortyp

58 Frauen waren an einem Plattenepithelkarzinomaekk (Median: 22.0 U/ml, Mittelwert: 36.8
U/ml, Standardabweichung: +40.3 U/ml, Bereich: <5:0 205.0 U/ml), 8 an einem
Adenokarzinom (Median: 12.8 U/ml, Mittelwert: 144fml, Standardabweichung: 8.0 U/ml,
Bereich: <5.0 — 28.4 U/ml) und 5 an einem adenosgsan Karzinom (Median: 22.7 U/ml,
Mittelwert: 29,7 U/ml, Standardabweichung: +17.21l)/Bereich: 10.9 — 53.9 U/ml). Der Drei-
Gruppen-Vergleich erbrachte zunachst keinen skamtien Unterschiedp€0.096). Erst bei der
genauen Analyse zwischen 2 Gruppen wurde deutli@ss bei Plattenepithelkarzinomen
gegenuber Adenokarzinomen signifikant hohere Kotmaganen p=0.035) zu verzeichnen sind.
Der Vergleich Adenokarzinomeersus adenosquamése Karzinome erreichte pnd.107 keine
statistische Signifikanz, der Vergleich Platteneglitarzinome versus adenosquamose
Karzinome mitp=0.839 ebenfalls nicht (Abb.12).
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Abb.12: Tu M2-PK in Abhangigkeit von der histologisch&uaspragung.
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5.3.2 Korrelation von Tu M2-PK mit dem Grad der Tum  orzelldifferenzierung

Tabelle 11: Tu M2-PK-Werte entsprechend dem Differ enzierungsstadium G1-G3.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)
Gl 2 21,3 21,3 +1,8 20,0 - 22,6
G2 38 19,6 29,8 +41,5 <5,0-205,0
G3 31 24,3 30,8 +20,5 5,6 -82,2

Die Verteilung der Tu M2-PK-Konzentrationen zeigleinen statistisch signifikanten
Unterschied §=0.349) bezulglich der 3 Differenzierungsgrade dawviXkarzinoms (Tab.11).
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5.4 Korrelationen von Tu M2-PK mit dem HPV-Status

Der Einfluss des HPV-Status auf den Tu M2-PK-Weit sur in der Gruppe der Prakanzerosen
betrachtet werden. In dieser Gruppe lautete deur8ei8x HPV negativ sowie 20x HPV High-
risk-positiv. Die Patientin mit der Diagnose HPVwLoisk-positiv wurde nicht in die Analyse

aufgenommen.

Tabelle 12: Tu M2-PK-Werte entsprechend dem HPV-St  atus in der Gruppe der CIN.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(U/ml) (U/ml) abweichung (U/ml)
(U/ml)
HPV-Status
Negativ 18 9,7 12,1 9,7 <5-46,8
High-risk-positiv 20 7,6 8,4 4,1 <5-16,2
HPV negativ
CIN I plus Il 7 11,3 11,2 4,1 <5-16,5
CIN 1l 11 8,7 12,7 12,1 <5- 46,8

HPV high-risk-positiv
CIN I plus Il 4 9,0 8,4 3,6 <5-11,6

CIN 1l 16 7,0 8,4 4,4 <5-16,2

Es war kein signifikanter Konzentrationsunterschamadschen den 18 Patientinnen mit HPV
negativem Befund und den 20 Patientinnen mit HPyhHisk-positivem Befund zu erkennen
(p=0.207). Zur Frage, ob diesbeziglich der Grad dékdhzerose eine Rolle spielt, wurden
innerhalb dieser Befundgruppen noch einmal CIN-48tadl plus Il dem CIN-Stadium Il
gegenubergestellt. Weder in der Gruppe der HPV theya(p=0.556) noch in der Gruppe der
HPV positiven BefundepE0.924) zeichneten sich signifikante Unterschical€Tab.12).
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5.5 Kaorrelationen von Tu M2-PK mit Alter bei Erstdi  agnose und
Rauchgewohnheiten

5.5.1 Korrelation von Tu M2-PK mit dem Alter bei Er  stdiagnose ,Karzinom*

Zur Untersuchung der Frage, ob das Alter der FraeneEinfluss auf die Auspragung des Tu
M2-PK-Wertes hat, wurde eine Korrelationsanalyse&ehn&pearman durchgefuhrt. Diese
erbrachte mit einem Koeffizienten vog0.118 keinerlei Hinweis auf einen Zusammenhang.
Abbildung 13 stellt die vom Alter unabhéngige Véweg der Tu M2-PK-Konzentrationen
anschaulich dar:
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Abb.13: Tu M2-PK in Abh&angigkeit vom Alter bei Erstdiagge , Zervixkarzinom®.

5.5.2 Korrelation von Tu M2-PK mit den Rauchgewohnh  eiten

Tu M2-PK zeigt keine Korrelation mit den Rauchgewboditen der Patientinnen. Obwohl
Nichtraucherinnen mit einer medianen Markerkonzgi@n von 17.1 U/ml (n=47; Mittelwert:
23.3 U/ml, Standardabweichung: £24.3 U/ml, Berei$:0 — 136.0 U/ml) Uber der medianen
Konzentration der Raucherinnen mit 12.7 U/ml (n=4%jittelwert: 27.4 U/ml,
Standardabweichung: +41.8 U/ml, Bereich: <5.0 —.@008/ml) lagen, erwies sich dieser
Unterschied als nicht signifikanp£0.561).
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Tabelle 13: Zusammenfassung der erhobenen  p-Werte der Tu M2- PK im Plasma (U/ml).

Analysen p-Werte

Krankheitsstadien

CIN vs. FIGO I-IV vs. Rezidiv * <0.001
CIN vs. FIGO I-IV 2 <0.001
FIGO I-IV vs. Rezidiv * <0.001
FIGO I vs. FIGO NV 2 0.055
FIGO I/l vs. Rezidiv * <0.001
FIGO IV vs. Rezidiv 2 0.014
CIN I/ll vs. CIN Il 0.626

Metastasierung

NO vs. N1 2 0.028
MO vs. M1 ? <0.001
NO/MO vs. N1/MO vs. M1 * <0.001
LOvs. L1? 0.653
VO vs. V1° 0.931
Histologie

PlattenepithelCa vs. AdenoCa * 0.035
PlattenepithelCa vs. AdenosquamCa  ° 0.839
AdenoCa vs. AdenosquamCa 2 0.107
Glvs.G2vs. G3*' 0.349
HPV neg. vs. HPV high-risk-pos. ? 0.207

'Kruskal-Wallis-Test
“Mann-Whitney-Test
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5.6 Korrelationen von SCC mit klinischen, pathologi schen und
histologischen Faktoren

5.6.1 Korrelationen von SCC mit den Krankheitsstadi  en (FIGO I-IV / Rezidiv)

Die SCC-Konzentrationen konnten bei insgesamt 3duém mit histologisch gesichertem
Zervixkarzinom retrospektiv. erhoben werden. Nach ftéilung entsprechend den
Krankheitsstadien, erfolgte der Vergleich von 4 Gren miteinander. Dieser ergab iprt0.015
einen statistisch signifikanten Unterschied zwiscden Stadien, mit den héchsten SCC-Werten
bei den Rezidiven (Tab.14).

Tabelle 14: SCC-Werte bei Patientinnen mit Zervixk  arzinom im FIGO-Stadium |-V und Rezidiv.

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich
(pgl/l) (pgl/l) abweichung (pgl/l)
(Hgll)
FIGO | 6 0,9 5,2 10,2 0,5-25,9
FIGO Il 6 3,6 4,5 4,7 0,5-13,0
FIGO Il 5 14,2 18,2 21,4 0,3-53,2
Rezidiv 14 17,2 65,9 1221 2,2-447,0

Der Zwei-Gruppen-Vergleich (Mann and Whitney Tes®rdeutlichte, dass signifikante
Konzentrationsunterschiede zwischen dem FIGO-Stadiund den Rezidiverp€0.006) sowie
zwischen FIGO-Stadium Il und den Rezidivegp=@.011) vorherrschen. Obwohl ein steter
Anstieg der SCC-Konzentration beobachtet werdenntgnwurden beim Vergleich der
Patientinnen im FIGO-Stadiumversus Il (p=0.520), FIGO-Stadium Versus Il (p=0.313),
FIGO-Stadium llversus Il (p=0.361) und FIGO-Stadium INersus Rezidiv £=0.355) keine
statistischen Signifikanzen erreicht (Abb.14). Kerrelationsanalyse erbrachte mit0.585
(p<0.001) eine starke Assoziation des SCC-WerteslemtKrankheitsstadien.
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5.6.2 Kaorrelationen von SCC mit dem Metastasierungs

400,01

200,07

SCC Serum (ug/l)
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T T
FIGO | FIGO I

T
FIGO Il

Tumorstadium

T
Rezidiv

Abb.14: SCC in Abhangigkeit vom Tumorstadium.

status (N/M)

Wie aus Abbildung 15 ersichtlich, unterscheide sie medianen SCC-Werte der Patientinnen

mit histologisch gesicherten positiven Lymphknotgon denen der Patientinnen ohne

nachweisbare Lymphknotenmetastasen.
gegenuber den NO-Patientinngsx0.007) (Tab.15). Auch die Korrelationsanalyse le=swidass
erhohte SCC-Werte mit positivem Lymphknotenstagsoaiiert sind ¢=0.365 mit p=0.044).
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Abb.15: SCC im Nodalstatus NO und N1.
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N1-Patientinpeigten deutlich erhdhte Werte
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Abb.16: SCC im Status MO und M1.
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Tabelle 15: SCC-Werte entsprechend dem Metastasier ungsstatus (N/M).

Subgruppen n Median Mittelwert Standard Bereich

(pgl/l) (pgl/l) abweichung (pgl/l)
(mgll)

Nodalstatus

NO 9 0,9 3,6 5,0 0,5-14,2

N1 13 17,6 67,7 126,6 0,3-447,0

Fernmetastasen

MO 18 3,6 17,3 47,6 0,3-206,4

M1 12 21,8 63,2 123,2 2,2-447,0

Wie bereits beim Lymphknotenstatus gezeigt, koraueh bei der Fernmetastasierung eine
Assoziation von erhohten SCC-Werten mit zunehmendgsbreitung von Tumorzellen im
Kdrper beobachtet werden£0.409 mitp=0.022). Patientinnen ohne Metastasen lagen ber ein
medianen Konzentration von 3ug/l SCC, metastasierten Patientinnen bei einer &otmation
von 21.8 ug/l SCC. Patienten mit Fernmetastasierung (M1) eviedamit deutlich héhere
Konzentrationen als MO-Patientinnen ap#@.005) (Tab.15 und Abb.16).

Auch bei der Analyse von SCC wurde das Patientdgikol bezliglich der Metastasierung noch
einmal in 3 Gruppen aufgeteilt: Gruppe | ohne Metsan (NO/MO: n=9; Median: 0.8g/l;
Mittelwert: 3.6 pug/l; Standardabweichung: +5@/l; Bereich: 0.5 — 14.21g/l), Gruppe |1l mit
positiven Lymphknoten (N1/MO: n=6, Median: 10.hg/l; Mittelwert: 42.3 pg/l;
Standardabweichung: £80ug/l; Bereich: 0.3 — 206.4g/l) und Gruppe Il mit Fernmetastasen
(M1: n=12; Median: 21.8g/l; Mittelwert: 63.2ug/l; Standardabweichung: £123.8/I; Bereich:
2.2 — 447.Qug/l). Mit zunehmender Ausbreitung des Tumors imp&irstieg die Konzentration
an SCC kontinuierlich an. Die Konzentrationsunteisde zwischen den 3 Gruppen wurden als
signifikant eingestuftg=0.006).
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Sensitivitat in den einzelnen Stadien  der Metastasierung

1.5 pgll Sensitivitat

I * 100.0%

N1 und MO “ * 83.3%
0
NO und M0 Ll 44.4%
T T
0,0 200,0 400,0

SCC Serum (ug/l)

Abb.17: Sensitivitat von SCC in den verschiedenen StadigernT umorausbreitung.

5.6.3 Korrelationen von SCC mit der Tumorhistologie

Die statistische Analyse der Daten erbrachte deseYéa eine Signifikanzp&0.004) bezuglich
der Histologie des Tumors. Der mediane Wert fur Plastenepithelkarzinom war mit 13,6/l
SCC (n=24; Mittelwert: 44.39/l; Standardabweichung: £96,@/I: Bereich: 0.5 — 447.Qg/l)
deutlich héher als fur das Adenokarzinom/adenosgganiKarzinom mit 0.7.g/l SCC (n=5;
Mittelwert: 1.6ug/l; Standardabweichung: +1,6)/l; Bereich: 0.5 — 4.2g/1).
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5.7 Korrelation von Tu M2-PK mit SCC beim Zervixkar  zinom

Die Werte der zwei Marker, Tu M2-PK und SCC, zaigteit einem Korrelationskoeffizienten
von 1=0.587 (Signifikanzniveau vornp=0.01) eine deutliche Assoziation miteinander (n=31
p=0.001). Liegen erhohte Werte der Tu M2-PK vor,kemn mit grol3er Wahrscheinlichkeit
davon ausgegangen werden, dass auch SCC erhoht ist.

Die obere Normwertgrenze (cut-off), welche die &ainnen mit Zervixkarzinom von denen
ohne Karzinom unterscheiden soll, ist 15.0 U/mITurM2-PK und 1.5ug/l fir SCC. Tabelle 16
zeigt die Haufigkeit positiver Resultate (Sensiéith beider Tumormarker in den einzelnen
Krankheitsstadien. In dieser Darstellung wurden dier Tu M2-PK-Werte berucksichtigt, bei

denen ein korrespondierender SCC-Wert verfugbar(m=81).

Tabelle 16: Sensitivitat der Tumormarker in den ei  nzelnen Krankheitsstadien (n=31).

Subgruppen Tu M2- PK Anzahl der SCC Anzahl der
> 15 U/ml Patienten > 1,5 ug/l Patienten
(x/n*) (x/n*)
FIGO | 50,0% 3/6 33.3% 2/6
FIGO Il 66,7% 4/6 66,7% 4/6
FIGO Il 60,0% 3/5 80,0% 4/5
Rezidiv 100,0% 14/14 100,0% 14/14

* x/n: Anzahl der Patienten (x) in dem einzelnerat&heitsstadium mit tGber den angegebenen cut-off-Wém
15.0 U/ml fur Tu M2-PK oder 1.qug/l fir SCC erhohten Werten im Verhéltnis zu allen) in diese Gruppe
eingeschlossenen Patienten. In dieser Darstelamdeh nur jene Patienten Berlicksichtigung, flisdigohl ein Tu
M2-PK als auch ein SCC-Wert verfiigbar war (n=31).

In der Gruppe der Patientinnen mit Stadium | dér&kung war Tu M2-PK in 50% der Falle
Uber dem cut-off, wahrend SCC bei 33.3% erhoht WwarStadium Il waren beide Marker zu
66.7% Uber der Norm. Im Stadium Il hatten 60% TA-PK-Level tber normal, wohingegen
80% erhohte SCC-Werte aufwiesen. Die Rezidiverknagkzeichnete sich in 100% der Falle
durch Erh6hung sowohl der Tu M2-PK als auch des 8@ (Tab.16).
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Diskrepanzen bezuglich positiver/negativer Reseiltatirden in 10 von 31 (32,3%) Patientinnen
beobachtet. 5 Patientinnen hatten erhohte Tu M2ARKte aber normale SCC-Werte, 5
Patientinnen besal3en erhbohte SCC-Werte und nofimdié2-PK-Werte.

5.8 Tu M2-PK als pradiktiver Faktor beim Zervixkarz — inom —
Der Marker im Therapieverlauf

Zwei Patientinnen wurden im weiteren Verlauf in tcaedomisierte Phase Il Studie der ,Nord-
Ostdeutschen  Gesellschaft fiir Gynékologische Owmgji®@lo (NOGGO) und der
LArbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie* (Afs@um Vergleich einer sequentiellen
mit einer simultanen Radio-Chemotherapie in deuadjten Therapie von Patientinnen mit
high-risk Zervixkarzinom FIGO IB-1IB eingeschlossen
(http://lwww.noggo.de/html/arbeitsgruppe_zervix-¢anl. Als wissenschatftliches
Begleitprogramm wird all diesen Patientinnen vordumach Therapie sowie bei
Rezidiverkrankung Blut entnommen und unter anddaremg. Weise aufgearbeitet.

Bei der ersten Patientin wurde im Alter von 32 @ahdie Erstdiagnose eines invasiven
Zervixkarzinoms im Stadium 1IB gestellt. Nach Waith-Meigs-Operation sine adnexe mit

pelviner und paraaortaler Lymphonodektomie erlsiglteine adjuvante Radiochemotherapie mit
4 Zyklen Carboplatin/Paclitaxel (AUC 5/175mg/m?) Abstand von 21 Tagen, gefolgt von einer
Bestrahlung mit insgesamt 50,4 Gy. 20 Monate s es zum Rezidiv des Primartumors im
kleinen Becken, woraufhin die Patientin nach ei@esamtiberlebenszeit von nur 27 Monaten

verstarb.
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Patientin 1:
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8,24 9,34
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vor OP vor Radiochemo nach Radiochemo Rezidiv

Abb.18: Tu M2-PK in Abhangigkeit vom Stadium der Therapig.Fallbericht.

Nach Entfernung des Tumors sank der Wert deutlidkruden cut-off-Wert von 15 U/ml. Unter
Radiochemotherapie zeigte sich der Wert im weit&erlauf relativ konstant. Bei Progression
der Erkrankung stieg der Marker um das dreifach@Abb.18).

Patientin 2:

50
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10 A

vor OP vor Radiochemo nach Radiochemo

Abb.19: Tu M2-PK in Abhangigkeit vom Stadium der Therapi2.Fallbericht.
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Die zweite Patientin erkrankte im Alter von 60 dJahan einem Zervixkarzinom (Stadium 1IB).
Der Tumor wurde operativ durch eine Wertheim-Me@jgeration cum adnexe sowie pelviner
und paraaortaler Lymphonodektomie entfernt. Adjavamfolgte auch bei ihr die o.g.
sequentielle Radiochemotherapie. 22 Monate nachdiggnose war die Patientin noch
rezidivfrei.

Im Gegensatz zu dem ersten Fall stiegen die Tu Ki2ARrte dieser Patientin nach Entfernung
des Primartumors um fast das doppelte an. WahrendRddiochemotherapie kam es dann zu
einem signifikanten Ruckgang der Konzentrationupiterhalb des cut-off-Wertes (Abb.19).

5.9 Tu M2-PK als prognostischer Marker beim Zervixk  arzinom —
Survivalanalyse der Patientinnen mit Diagnose ,Rezi div*

Da das Follow-up innerhalb des KrankheitsstadiuRezjdiv* aufgrund des Versterbens der
Patientinnen an ihrer Erkrankung weitestgehend sibdessen war, gestattete dies eine
Untersuchung zu moglichen Korrelationen des begbBasestellung gemessenen Plasmaspiegel
an Tu M2-PK mit dem Gesamtuberleben, dem krankheigs Intervall (TTP) und der
Uberlebenszeit mit einem Rezidiv. Zur Survivalasaly wurde eine univariate Cox-
Regressionsanalyse durchgefuhrt, welche Tu M2-BKEatflussgrof3e auf die Zeit betrachtet.
Um die Ergebnisse mit einem konventionellen Tumokeavergleichen zu kdnnen, erfolgten
diese Berechnungen ebenfalls fir SCC (n=14).

5.9.1 Gesamtuberleben (OS)

Die univariate Cox-Regressionsanalyse zeigte, @mssinen signifikanten Zusammenhang
zwischen Tu M2-PK und dem Gesamtiiberleben gb0.013). Erhéhte Tu M2-PK-Werte sind
mit einer Verkirzung der Gesamtiberlebenszeit @éssbn=23; Odds Ratio: 1.010).

Mit einer Signifikanz vorp=0.025 ist auch fir SCC diese gesteigerte Sterbeahdinlichkeit
im Zusammenhang mit tUber die Norm erhOohte Wertel4n=Odds Ratio: 1.010) ermittelt

worden.
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5.9.2 Time to Progression (TTP)

Weder Tu M2-PK j=0.215; n=21) noch SC®%£0.537; n=11) waren signifikant mit der Dauer
des krankheitsfreien Intervalls verbunden.

5.9.3 Uberlebenszeit mit Diagnose Rezidiv

Obwohl die Tu M2-PK-Konzentrationen tendenziell @bhwvaren bei Patienten mit einer
kirzeren Uberlebenszeit, konnte keine statistisBlgnifikanz festgestellt werderp=0.054;
n=23; Odds Ratio: 1.011).

Im Gegensatz dazu SCC, fiir welches ein Zusammenhiirder Uberlebenszeit nach Diagnose
Rezidiv gefunden werden konnte. War die SCC-Konatioh erhoht, stieg auch die
Sterbewahrscheinlichkeit signifikant gm=0.016, n=14; odds ratio: 1.009).
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6. Diskussion

6.1 Das Patientenkollektiv

Das invasive Zervixkarzinom ist weltweit die zwegitligste Krebserkrankung der Frau. Bis zu
einer halben Million Neuerkrankungen werden pror dihgnostiziert, wobei die Mehrzahl der

Frauen in niedriger entwickelten Landern lebt [38&ch Schatzung der ,Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister® belauft sigd Anzahl der Neuerkrankungen in

Deutschland auf ca. 6500 Falle. Das sind 3.4% alk=blichen Krebserkrankungen und Platz
neun in der Rangfolge der Inzidenzen [3].

Typischerweise treten invasive Zervixkarzinome &keren Frauen auf. Doch werden derzeit
etwa 20-25% der Tumore bei jungen Frauen bis zumL8bensjahr beobachtet [7]. Nach
Angaben des Tumorregisters Minchen (TRM) erkrar&@% im Alter zwischen 35 und 79

Jahren. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in elié8egion bei 54.1 Jahren [22].

In die Studie zur Evaluation der Tumor M2-Pyruvatige als prognostischer Marker beim
Zervixkarzinom wurden zwischen 2002 und 2005 vogerd Frauen aus der Region Berlin-
Brandenburg aufgenommen. Betrachtungen bezlgliah Aleersverteilung ergaben einen

Mittelwert von 47 Jahren bei Neuerkrankung. 82.486Krauen waren im Alter zwischen 35 und
79 Jahren. Junger als 35 Jahre waren 13.7% (Tab.3).

Prakanzerose des Zervixkarzinoms ist die zervikdfaepitheliale Neoplasie (CIN), aus der sich
in einer Zeit von mindestens 10 Jahren der Tumowiekeln kann [29]. Im Jahre 1970 belief
sich die Rate der Neuerkrankungen an einer zeeskiakraepithelialen Neoplasie im Ostteil der
Stadt Berlin (ehemalige DDR) noch auf 0.04%. 10rdapater bereits auf 0.1%. Im Jahr des
Mauerfalls 1989, dem Ende des Beobachtungszeitrgunag dann eine Inzidenzrate von 0.39%
zu verzeichnen. Von 0.016% auf 0.25% stieg sierafle die CIN Il Gber diesen Zeitraum [8].
Heute wird fur die schwergradige Prakanzerose deekkrankungsrate mit knapp 1.0%
angegeben [29]. Der stete Anstieg der Inzidenzé@ivikale Préakanzerosen lasst sich nattrlich
unter anderem auch durch die Einfihrung des Voes&aeenings erklaren.

Vorwiegend Frauen um das 35. Lebensjahr herum wimdeiner zervikalen intraepithelialen
Neoplasie betroffen [81]. Auswertungen der BerliB¢undie zufolge sank das durchschnittliche
Alter einer CIN llI-Patientin zwischen 1970 und ®298von 39.5 auf 33 Jahre [8].
Untersuchungen an unserem Patientenkollektiv ergabeohl fur die gesamte Subgruppe der
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Prakanzerosen als auch fiur die CIN llI-PatientinimEinzelnen einen mittleren Alterswert von
36 Jahren (Tab.3).

Die Stadieneinteilung des invasiven Zervixkarzinomdolgt nach den Richtlinien der

~Feédération Internationale de Gynécologie et d @sgue (FIGO)" [68]. Von 1236 Frauen, die
seit 1988 im Raum Munchen an einem Karzinom devigeteri erkrankt waren, wurden 52.2%
im FIGO-Stadium | diagnostiziert. 26.1% der Pafiemtn waren an einem Tumor im Stadium
I, sowie 15.2% an einem Tumor im Stadium Il erkta 6.5% hatten bereits ein

fortgeschrittenes Karzinom im Stadium 1V [22]. MiB.2% der Patientinnen diagnostiziert im
FIGO-Stadium I, 25.5% im Stadium Il als auch llgwse 5.9% im Stadium IV zeigte die

Stadienverteilung im hier zugrunde liegenden Ptgimyut mit zunehmendem Tumorstadium
einen vergleichbaren Ruckgang der Haufigkeiten @ab

Unter den invasiven Zervixkarzinomen ist das Pregpathelkarzinom mit 81.4% der haufigste
Karzinomtyp. Am zweithaufigsten ist mit 15.4% dadefokarzinom (inkl. adenosquamdses
Karzinom), dessen Anteil in den letzten Jahren magenen hat. Andere Karzinomtypen sind
mit 3.2% weitaus seltener [22]. An unserem Patmdektiv konnten beinahe identische
Zahlen beobachtet werden. Das Plattenepithelkarzistand mit 77.3% an erster Stelle. Das
Adenokarzinom und das adenosquamise Karzinom kagemeinsam auf 17.4%. Das
kleinzellige und das klarzellige Karzinom kamenasrder Rubrik ,andere Karzinome* auf 2.7%
(Tab.4).

Bezuglich des Gradings, dem Differenzierungsstadigs Tumors, werden nach den Daten des
Tumorregisters Munchen 11.9% aller Zervixkarzinomeinem hochdifferenzierten
Karzinomstadium (G1) zugeordnet. 53.3% der Tumand saflig differenziert (G2), 34.8%
wenig differenziert (G3) [22]. Auch hier konntennihnliche Zahlen feststellen. So fielen 2.7%
in die Gruppe der G1-Tumore, 50.7% in die Gruppe @2-Tumore und 41.3% der Tumore

waren laut Definition der G3-Tumore ohne eindeufigéerenzierung (Tab.4).

Die Patientenkohorte des Tumorregisters Mincheh dgim derzeit besten epidemiologischen
Stand fur das Karzinom der Cervix uteri an. Der gkach unseres Patientenkollektivs mit
Auswertungen des TRM (n=1236) beziiglich Altersvieng, Stadieneinteilung, Histologie und
Grading hat gezeigt, dass unser Kollektiv bestelasd75 invasiven Zervixkarzinomen eine der
Minchner Kohorte ahnelnde Struktur besitzt und tdrotz der relativ geringen Fallzahl als

reprasentativ einzustufen ist.
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6.2 Der Tumormarker

6.2.1 Etablierte Tumormarker beim Zervixkarzinom

Der ideale Tumormarker sollite eine hohe Sensitivitihd Spezifitat besitzen, um
Tumorpatienten von gesunden Personen oder Patiemtebenignen Erkrankungen eindeutig
unterscheiden zu kénnen. Er sollte in Konzentratioproportional zur Tumorlast und Aktivitat
des Tumorwachstums ins Blut abgegeben werden.

Eine Anzahl Studien hat gezeigt, dass SCC, CYFRA,2CEA, CA 19-9 und CA 125 von

Bedeutung flur Prognose, Follow-up und Rezidivdétekeines Tumors der Cervix uteri sein
kénnen [24]. In den TM-Leitlinien werden zur Theigfoerwachung und Rezidivfritherkennung
allein SCC und CEA beim Zervixkarzinom genannt. dBicbeiden Marker werden dort zwar
empfohlen, ihr klinischer Nutzen ist aber als frelgldeklariert. Auch eine effektive Anwendung
zur Fruherkennung des Karzinoms sei nicht gegeb@r| [

6.2.2 Tu M2-PK als neuer Marker bei proliferierende n Erkrankungen

Untersuchungen bei menschlichen Tumoren ergabess @amorzellen die dimere Form des
Isoenzyms der Pyruvatkinase Typ M2 Uberexprimiei2ie. Malignitat des Tumors korreliert
dabei mit dem Gehalt an Tu M2-PK [21]. Die Arbeftggpe von Eigenbrodt eliminierte
monoklonale AntikGrper, um ein sensitives Immunagsaur quantitativen Determinierung der
Tu M2-PK im Blut zu entwickeln. Eine erste gro3&tedie bei Patienten mit Lungenkarzinom
zeigte, dass der Nachweis dieses Isoenzyms nichturuTherapiekontrolle, sondern auch zur
Erkennung eines Tumors hilfreich sein kann. Beiemed Tumoren, wie den Mamma-, Prostata-,
Magen-, Kolon- und Rektumkarzinomen war ebenfali® eignifikanter Anstieg der
Markerkonzentrationen messbar [80].

In den letzten Jahren wurden weitere Studien awthabderen Tumoren zur Eignung der Tu
M2-PK als frihzeitige Nachweismethode durchgefuB#i vielversprechenden Ergebnissen
folgten Untersuchungen zu Korrelationen mit etatdie Tumormarkern, zum Nutzen als
prognostischer Marker bzw. als Verlaufsparametdwerdd der Tumortherapie.

Bislang liegen positive Resultate zum Zervixkarsmo[38], Ovarialkarzinom [1],
Mammakarzinom [31,47,48,91,98], Lungenkarzinom &3987,89], Nierenzellkarzinom
[28,66,67,76-78,104-106], zum Pankreaskarzinom 6[I,402], Gastrointestinalen Karzinom
[19,26,39,49,82,88,90,108] und zum Melanom [100]. Beim Schilddrisenkarzinom [6], den
neuroendokrinen Tumoren [70] und hamatologischermdrerkrankungen [64,93], dem
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Hodenkarzinom [71], sowie dem Blasen- und Prostatakom [28,78] zeigte die Tu M2-PK
dagegen eine ungenigende Sensitivitdt in der Diskierung benigner und maligner
Erkrankungen und ist somit fur die Diagnostik dieBemore nur von geringer Wertigkeit.

Die guten Ergebnisse bei einigen Tumoren sowie Fidden eines optimalen Tumormarkers
beim Zervixkarzinom haben uns veranlasst, die TuRW2bei benignen und malignen Lasionen
der Cervix uteri zu untersuchen. Wir haben Tu M2+RiKdem etablierten Tumormarker SCC-

Antigen verglichen und es auf eine prognostischéeBaung hin evaluiert.

6.3 Evaluation der Tu M2-PK als Tumormarker beim Ze rvixkarzinom

Um Tu M2-Pk als Tumormarker im Blut bei Patientinnmit Zervixkarzinom zu beurteilen,
analysierten wir den Marker im Plasma bei Frauagrnemer Prakanzerose, einem Karzinom oder
einem Rezidiv des Zervixkarzinoms. Dieses Vorgale@n uns die Moglichkeit, Sensitivitat und
Spezifitdtt zu bestimmen, sowie das Potential als rkbta fir Tumorstadium,

Metastasierungsstatus, histologische Auspragund?uognose zu prufen.

6.3.1 Korrelationen von Tu M2-PK mit den Krankheits  stadien

In unserer Studie konnten wir eine Sensitivitat derM2-PK gegenuber dem Zervixkarzinom
nachweisen. Wir beobachteten signifikapt@.001) erh6hte Plasmalevel bei Patientinnen mit
einem Karzinom gegenuber Patientinnen mit einer igoem Lasion, der zervikalen
intraepithelialen Neoplasie (CIN). Innerhalb deu@ve mit einem invasiven Karzinom konnte
noch einmal ein signifikanter Anstiegp<0.001) bei Frauen mit einem Rezidiv gegenuber
Ersterkrankung festgestellt werden (Tab.7). In dmzigen Publikation zur Tu M2-PK bei
Erkrankungen des Gebarmutterhalses wurden 50 Fraitegzinem Tumor, 10 Frauen mit einer
chronischen Zervizitis und 10 gesunde Frauen naitelar verglichen. Auch hier wird von einem
statistisch signifikanten Werteunterschied zwisckesund/Benigne und Karzinom berichtet
[38].

Der vorlaufige cut-off-Wert, der vom Hersteller dassays empfohlen wird, betragt 15 U/ml
(Spezifitat 90%) mit 15-20 U/ml als Grauzone. Kaatal. wéhlte fir sein Patientenkollektiv

einen cut-off von 17 U/ml, um maligne La&sionen vancht-malignen Erkrankungen
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unterscheiden zu kdénnen. Unter diesen Bedingubgkef sich die Sensitivitat auf 82%, jedoch

mit einer Spezifitdt von nur 60% [38]. In unsereati€ntenkollektiv ergab sich fur einen cut-off-

Wert von 15 U/ml eine diagnostische Sensitivitah ¥%.3% und eine Spezifitdt von 86%. Um
bei der hier zugrundeliegenden Population eine Bigezales Tests von 90% bieten zu kdnnen,
musste ein cut-off-Wert von 16 U/ml gewahlt werdendiesem Fall lage die Sensitivitat dann
bei 64%.

Mit einer Spezifitdt um 90% wurden die besten Sasisiten von bis zu 70% bisher bei den

gastrointestinalen Tumorerkrankungen ermittelt 32690,108]. Demgegenuber stehen die
hamatologischen Tumore mit einer Spezifitdt von 589 einer Sensitivitdt von 51% bei einem
cut-off von 15 U/ml [93].

Aus unseren Resultaten lasst sich schlussfolgern, d ass der Marker Tu M2-PK zur
Differenzierung zwischen pramalignen und malignen L asionen der Cervix uteri

herangezogen werden kann.

6.3.2 Korrelationen von Tu M2-PK mit den Tumorstadi en

Um die Frage zu klaren, ob eine Korrelation desepi¢llen Tumormarkers mit dem
Tumorstadium und der lokalen Tumorausbreitung ggtliteilten wir die Patientinnen beztiglich
ihres FIGO-Stadiums noch einmal auf drei Gruppen \Alie in Abbildung 6 anhand von Box-
Plots dargestellt, ist mit fortschreitendem Tumadaim eine zunehmende Konzentration an Tu
M2-PK zu beobachten (Korrelationskoeffiziegtd.678). Patienten im Stadium Il und IV haben
einen hoheren Wert als Patienten im Stadium |, wawmch das Signifikanzniveau von 5 %
(p=0.055) nicht erreicht wurde. Bei Kaugh al. wurde aufgrund zu geringer Fallzahlen im
FIGO-Stadium | und IV keine Analyse bezuglich demirstadien durchgefiihrt. Dennoch wird
auch hier zumindest von einer Tendenz gesproclass, Fatienten im Stadium Il hdhere Werte
als in Stadium Il besitzen [38].

Die Sensitivitat des Tumormarkers stieg von 40.89%1GO-Stadium | Gber 53.8% und 68.8%
in Stadium Il und 11I/1V auf 91.7% bei PatiententrRezidiv eines Zervixkarzinoms an (Abb.8).
Eine strenge Korrelation der Tu M2-PK mit dem Tustadium und Anstieg der Sensitivitat des
Markers von 60% im Robson-Stadium I1&ll auf 100%Riabson-Stadium IV konnte Wechst|

al. auch beim Nierenzellkarzinom beobachten [104]. deseren fand Schneidet al. auch
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beim Lungenkarzinom mit Progression der Tumorstadienehmende Markerkonzentrationen

sowie ansteigende Sensitivitdten auf bis zu 67%tadium IV [89].

Die Tu M2-PK Konzentration im Plasma von Patientinn  en mit Zervixkarzinom ist

streng mit dem Tumorstadium assoziiert.

6.3.3 Kaorrelationen von Tu M2-PK mit dem Metastasie rungsstatus

Ein weiteres Ziel dieser Studie war, die Korrelatider Tu M2-PK mit der Ausdehnung der
malignen Erkrankung (Lymphknotenmetastasierung (Md Fernmetastasierung (M) des
Zervixkarzinoms) zu untersuchen.

Bezogen auf den Nodalstatus (N), so war die Tu M2KBnzentration in der Gruppe der
Patientinnen mit positiven Lymphknoten (N1) sigkaint hoher (=0.028) als in der Gruppe mit
negativen Lymphknoten (NO) (Tab.10). Eine signifitea Korrelation zwischen hohen Tu M2-
PK Werten und positiven Lymphknoten wurde bisher Ioeim Mammakarzinom beschrieben
[98].

Ein hochsignifikanter Unterschie@<0.001) konnte auch bei Einteilung des Patientdektvs
bezlglich der Fernmetastasierung beobachtet wefden.Tu M2-PK-Werte waren deutlich
erhoht in der Gruppe der metastasierten ZervixkaraiPatientinnen (M1) im Vergleich zu
nicht-metastasierten Patientinnen (MO) (Tab.10kbi§es konnte auch beim Nierenzellkarzinom
[77], Mammakarzinom [91] sowie den gastrointesenalTumoren [39,90,108] festgestellt
werden. Untersuchungen beim Hodenkarzinom ergabgegkn keinen Unterschied zwischen
metastasierten und nicht-metastasierten Tumorst{did.

Um die Korrelation zwischen Tu M2-PK und dem Ausnddd malignen Erkrankung noch
genauer zu untersuchen, wurden die Karzinompatieati in drei Gruppen mit zunehmender
Tumorausdehnung aufgeteilt: NO/MO; N1/MO und N1/MAuch wenn eine statistische
Signifikanz mit p=0.52 knapp verfehlt wurde, zeigten Nodal-positin&ht-fernmetastasierte
Frauen hohere Konzentrationen an Tu M2-PK als Nadall Fernmetastasen-negative Frauen.
Deutlich signifikant p<0.001) dagegen war der Unterschied zwischen dieseen Gruppen
und Nodal-positiven Patientinnen mit Fernmetastasg Eine vergleichbare Korrelation
zwischen Tu M2-PK und diesen drei Stadien der Tamsdehnung im Korper stellten
Cerwenkaet al. und Ventruccet al. auch beim Pankreaskarzinom fest [14,102].
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Mit zunehmender Metastasierung des Zervixkarzinkams es somit nicht nur zu einem Anstieg
des Tumormarkers sondern auch zu einem Anstie@rs&@nsitivitat. Von 47.8% im NO/MO-
Status Uber 55.6% im N1/MO-Status stieg die Setitsitider Tu M2-PK auf 100% im M1-Status
(Abb.11). Roigaset al. beobachtete beim Nierenzellkarzinom einem Untéeschin der
Sensitivitat um rund 40% zwischen MO- und M1-Pdgen[77]. Mit nur 3-8% fiel der
Unterschied bei den gastrointestinalen Tumorengkageur sehr gering aus [90].

Des Weiteren scheinen zervikale Lymphgefal3- undneviemvasion (L/V) keinen Einfluss auf
die Hohe der Tu M2-PK-Spiegel bei Patientinnen@ebarmutterhalskrebs zu haben.

Die Konzentration der Tu M2-PK steigt mit zunehmend er Ausdehnung und

Metastasierung des Zervixkarzinoms an.

6.3.4 Korrelationen von Tu M2-PK mit der Tumorhisto  logie

Die Analyse beziglich der histopathologischen Aagpng der zervikalen Tumore zeigte, dass
bei Plattenepithelkarzinomen gegentber Adenokamém im Mittel hthere Konzentrationen
(p=0.035) zu verzeichnen sind (Abb.12). Im Gegerdaitu die Lungenkarzinome, bei denen
Schneideret al. hohere Plasmaspiegel unter den Adenokarzinomervemgleich zu den
Plattenepithelkarzinomen bestimmt hat [89]. Nacteeiweiteren Studie kam er jedoch zu dem
Entschluss, dass ehdwein Einfluss des histologischen Tumortyps auf die M2-PK-
Konzentration im Plasma anzunehmen ist [83]. Beizk@men der Niere [76,104] und des
Hodens [71] konnten ebenfalls keine signifikantenntddschiede zwischen den
histopathologischen Subtypen gefunden werden. Derglgich Adenokarzinomeversus
adenosquamdse Karzinome sowie Plattenepithelkarene@rsus adenosquamése Karzinome
blieb auch in unserem Patientenkollektiv ohne $iggmtes Ergebnis.

Auch wenn beim Nierenzellkarzinom kein Einfluss ¢hestologischen Typs beobachtet werden
konnte, wird doch von einer negativen Korrelatisnschen Tu M2-PK und der Differenzierung
des Tumors gesprochen. Roigasal. fand in G3-Neoplasmen signifikant hohere Werteimals
G2-Neoplasmen [76]. Dies bestétigte Weclesal., indem er von einem Anstieg der Sensitivitat
von 50% bei den G1-Tumoren, auf 70% bei den G2-Tamaind weiter bis auf 86% bei G3-
Tumoren berichtet [104]. Des weiteren zeigten awRdtientinnen mit einem invasiven
Ovarialkarzinom signifikant erhdhte Tu M2-PK-Konzextionen in spaten Tumorstadien mit

gering differenzierten Tumoren im Vergleich zu fiaihTumorstadien mit gut differenzierten
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Tumoren [1]. Zwischen den Differenzierungsstadi@s dervixkarzinoms kam es zu keinem

nennenswerten Unterschied (Tab.11).

Die Konzentration der Tu M2-PK ist mehr oder wenigmabhangig vom histologischen

Tumortyp, zeigt dafir aber eine Korrelation mit d&omorstadium. Das lasst vermuten, dass
die Konzentration im Plasma eher die Grof3e undWashstum des Tumors reflektiert als

dessen morphologische Differenzierung. Diese Hygsehveranlasste Schneidtral., Tu M2-

PK im Therapie-Monitoring und Follow-up von Lungentoren einzusetzen und zu untersuchen
[83,85].

Plattenepithelkarzinome der Cervix uteri haben hoéhe re Markerspiegel als

Adenokarzinome. Die Differenzierung der Tumore sche int ohne Einfluss zu sein.

6.3.5 Korrelationen von Tu M2-PK mit dem Grad der P  rdkanzerose und
dem HPV-Status

Der Austausch gewebe-spezifischer Isoenzyme duiehM2-Pyruvatkinase stellt einen der
ersten Schritte in der Karzinogenese dar [20,10d]weiteren Verlauf nimmt die Expression
der M2-PK weiter zu. Um den Anforderungen des Twstadfwechsels gerecht zu werden,
schaltet sie in ihrer Struktur zwischen der tetn@neind dimeren Form hin und her.

Die tetramere Form zeichnet sich durch eine hoheyiaktivitdt und Affinitdt zum Substrat
Phosphoenolpyruvat aus und ist Bestandteil desoglitkchen Enzymkomplexes, welcher an
der Energiegewinnung durch Umsatz von Pyruvat ztdtebeteiligt ist. Geringe Aktivitat und
Affinitat zeigt indessen die dimere Form der Pytiirsase (Tu M2-PK), aus der eine Zunahme
des Phosphometabolitpools resultiert. Phosphomimbeie z.B. Fruktose 1,6-diphosphat,
Glycerat 3-phosphat und Phosphoenolpyruvat steben der verstarkten Biosynthese schnell
proliferierender Tumorzellen zur Verfugung (Abb[2]].

Das E7-Onkoprotein des Humanen Papilloma Virus I§pbindet direkt an die M2-PK und
fihrt somit zu einer Umwandlung der tetrameren igndimere Form. Die Expression von E7
nimmt auf diese Weise mal3geblich Einfluss auf dieymatische Aktivitat der M2-PK und den
Konzentrationsanstieg intrazellularer, far bioswtitche Prozesse essentielle,
Phosphometabolite.

Erhohte Fruktose 1,6-diphosphat-Spiegel fiuihren imereRe-Dissoziation der dimeren in die

tetramere Form der Pyruvatkinase. In E7-exprimieanZellen ist dagegen ein mehr als

65



Diskussion

zweifacher Konzentrationsanstieg des Fruktose ipldedphates notwendig, um diesen Schritt
zu initileren. Dies stitzt die These, dass das BKe@Qen des HP-Virus flur die Stabilisierung der
Tu M2-PK verantwortlich ist [50,110].

Wenn Onkogene der ,High-risk“- HP-Viren zur Bildurads auch Stabilisierung der dimeren
M2-PK fuhren, lasst dies eine hohere Tu M2-PK-Kaneaion bei HPV High-risk-positiven
Patienten im Vergleich zu HPV negativen Patientearmuten. Innerhalb unseres
Patientenkollektivs mit einer zervikalen intraeplialen Neoplasie (CIN) konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied festgestellt werd@s@.207). Die Subgruppenanalysen zum Grad der
Prakanzerose zeigten ebenfalls keine nennenswiéaerentrationsunterschiede zwischen CIN
I/l und 111, weder bei HPV positivem noch bei HRMgativem Befund (Tab.12).

Dass erhohte Tu M2-PK-Konzentrationen zu stark@kdkumulation von Phosphometaboliten
und daraufhin zu héhergradiger Proliferation vommbuzellen fihren, konnte somit auf dem
Niveau der zervikalen intraepithelialen Neoplasmcht gezeigt werden. Kritisch anzumerken

sind hierbei die kleinen Fallzahlen, die eine agskeiftige Statistik kaum zulassen.

Die Konzentration der Tu M2-PK nimmt scheinbar nich t mit dem Grad der
zervikalen intraepithelialen Neoplasie zu. Es sind keine hoheren Tu M2-PK-

Konzentration bei HPV High-risk-positiven Befund na chweisbar.

6.4 Tu M2-PK und SCC in der Diagnostik des Zervixka rzinoms

6.4.1 SCC als etablierter Tumormarker beim Zervixka rzinom

SCC ist eine Untereinheit des TA-4-Antigens, welctei Plattenepithelkarzinomen
nachgewiesen werden konnte [37]. ErhOhte Antigenz€otrationen konnten in 27-87.7% der
Patientinnen mit Plattenepithelkarzinom der Ceruteri gefunden werden. Die grol3e
Spannweite ist auf die unterschiedlich gewahltetaotuWerte fir SCC (Bereich: 1.9-2,&)/1)

in den Untersuchungen zurtickzufihren. Auch wenrktieische Nutzen als fraglich bezeichnet

wird, ist es momentan der am haufigsten verwend@leteormarker beim Zervixkarzinom [24].
Schon in frihen Studien wurde gezeigt, dass der-SQi€gel im Serum signifikant mit dem

Tumorstadium und der Ausdehnung der Erkrankungzaesboist [15,16,36]. Bruijnet al. fand
bei einem gewahlten cut-off-Wert vafi.9 pg/l eine Sensitivitat fur das Zervixkarzinom von
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55%. Die Sensitivitét stieg von 37.8% im FIGO-StewlilB auf 83.3% im FIGO-Stadium IV an
[13].

Eine stete Zunahme der Konzentration mit dem Tutadism konnten wir auch in unserer
Analyse von 31 Frauen beobachten (Tab.14). So basaB% der Patientinnen im Stadium |
Uber den cut-off-Wert vor1.5 ug/l erhohte Werte. Der Antell stieg auf bis zu 80#0Stadium

[Il und erreichte sogar 100% bei den Patientinnégremem Rezidiv (Tab.16).

Des weiteren ist ein Zusammenhang auch zwischen 86&€ dem Lymphknotenstatus
beschrieben. Der Lymphknotenstatus ist einer dehtigsten Parameter in friihen Tumorstadien
des Zervixkarzinoms beziglich Therapie und PrognBsebhte SCC-Werte zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung sind mit positiven Lymphknoteroassrt (p<0.001) [10,17,45,96,97].

Einige Autoren schlagen einen hoéheren cut-off-Wexr, um Patienten mit einer
Lymphknotenmetastasierung oder einem bestehendekoRiicherer identifizieren zu kénnen.
Takeshimaet al. berichtete bei einem cut-off von4y/l eine Sensitivitat von 59.1% und eine
Spezifitat von 93.9%. 65% der Patienten mit eirf@@C-Wert >4ug/l hatten einen positiven
Nodalstatus. Bei einem Wert von >4ug/l war damit das Risiko einer
Lymphknotenmetastasierung um den Faktor 8 erhof. [Bolger et al. fand bei einem
Grenzwert von 8.Gug/l sogar einen positiven pradiktiven Wert von 1QG8terdings bei einer
Sensitivitat von nur 23% in diesem Bereich [10]utainer weiteren Studie an 653 Frauen kann
SCC auch als Vorhersageparameter einer nodalensisierung dienen und somit helfen,
Patienten mit schlechter Prognose frihzeitig zudesken und einer gezielten Therapie
zuzufuhren [17].

Unter Berucksichtigung der niedrigen Fallzahlen umserer Studie, konnten wir mit
zunehmender Ausbreitung des Tumors dennoch eiméikante Zunahme der medianen SCC-
Konzentrationen beobachten (Tab.15). 44% der mudthstasierten Patientinnen hatten tber 1.5
ug/l erhdhte Werte. Dieser Anteil stieg auf 83.3%eurden Frauen mit N1/MO-Status und
erreichte sogar 100% bei Fernmetastasierung (Apb.17

SCC zeigt ferner eine Relation zu Histologie und rphmlogie des Tumors. Die
Plattenepithelkarzinome besitzen hohere Level adewe histologische Formen (p<0.001)
[46,57]. Mit einem signifikanten Unterschied zwischden Plattenepithelkarzinomen und den

Adenokarzinomen/adenosquamdsen Karzinomen konntetieges Ergebnis bestatigen.
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Bezlglich der Differenzierung, so werden hoéhere S@@Gzentrationen eher bei hoch-
differenzierten Tumoren im Vergleich zu den wenigeter kaum differenzierten Tumoren
gesehen [15,40].

6.4.2 Vergleich von Tu M2-PK und SCC in der Diagnos tik des Zervixkarzinoms

In Studien zur Evaluation der Tu M2-PK wurde sidhdie Frage gestellt, ob ein Vorteil des
neuen Tumormarkers gegeniber etablierten Tumormabesteht.

Schneider et al. beobachtete beim Vergleich der Sensitivitaten zuetektion des
Lungenkarzinoms, dass Tu M2-PK mit einer Sensétviton 58% gegenuber CYFRA 21-1
(Sensitivitat 48%), CEA (Sensitivitat 39%) und SC&ensitivitdt 27%) die groldte Effizienz
besitzt. Wahrend Tu M2-PK héhere KonzentrationerStadium 111 und IV gegentber Stadium

| aufwies, zeigte SCC keine gute Korrelation mindBumorstadium [89].

Eine im Durchschnitt héhere diagnostische Sensitivals CEA, CA 19-9 und CA 72-4 fand
auch Schulze bei der Analyse verschiedener gagtstinaler Tumorentitaten [90]. Den Wert
des Thyreoglobulins in der Diagnostik des Schilddrikarzinoms konnte Tu M2-PK dagegen
nicht tiberbieten [6]. Ahnlich bei den neuroendo&nimumoren, bei denen Tu M2-PK zwar eine
dem Chromogranin A vergleichbare Sensitivitat, jgeioch signifikant niedrigerer Spezifitat
zeigte [70].

Bei den Untersuchungen zum Zervixkarzinom stiegéreonehmendem Tumorstadium sowohl
mediane Konzentration als auch diagnostische 9Sat#it beider Marker an. Mit einem
Korrelationskoeffizienten vons0.678 0<0.001) bewies Tu M2-PK eine bessere Assoziation
mit den Krankheitsstadien als SCC m#(.585 <0.001). Wahrend 33.3% der Patientinnen in
Stadium | erhohte SCC-Werte aufwiesen, waren es hei M2-PK 40.9%. In den
fortgeschrittenen Tumorstadien waren dagegen & @& Patientinnen die SCC-Werte erhéht,
im Vergleich zu 68.7% mit erhdhten Tu M2-PK-Wertelmter den Rezidiven besald das SCC in
unserem Patientenkollektiv eine Sensitivitat vor0%0 Die Pyruvatkinase kam auf etwas
geringere 91.7%. Die Korrelationsanalyse von TuRKRund SCC bestatigte noch einmal, dass
eine strenge Assoziation der beiden Marker miteleanvorliegt (&=0.587 mit p<0.001)
(Abb.20).
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Diagnostische Sensitivitat von SCC und Tu M2-PK in Abhéngigkeit
vom Tumorstadium
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Abb.20: Die Abbildung gibt einen Uberblich uber die diagtischen Sensitivititen in den einzelnen
Tumorstadien. Mit ansteigendem Tumorstadium nirdiatdiagnostische Sensitivitdt von SCC und Tu
M2-PK zu. Da uns eigene SCC-Werte von nur 31 Patieen zu Verfigung standen (SCCe), haben wir
die Ergebnisse der Studie von Brugral. mit 538 Patientinnen vergleichend dazugenommen (Haas

Bruijn 1998 [13]). Erstaunlich sind die nahezu igsrhen Zahlen beziglich SCC, die unserem
Patientenkollektiv Reprasentativitat zugesteheselas

Auch wenn die Gesamt-Sensitivitdt von 65.8% Vergleich zu SCC mit 77.4% geringer ist,
zeigt Tu M2-PK eine bessere Sensitivitat in friAemmorstadien. Eine Sensitivitat von 40.9%
bei 90%iger Spezifitdt ist allerdings nicht ausheiecd, um Tu M2-PK als neuen
Screeningparameter beim Zervixkarzinom ins Gespzéadbringen.

SCC ist ein Marker des Plattenepithelkarzinomsg4p,Wie mehrere Studien ergeben haben,
scheint Tu M2-PK dagegen keinen histopathologis@ntypen zugeordnet werden zu kdnnen
[71,76,83,104]. Dies dirfte der zugrundeliegenddolgische Mechanismus des Isoenzym-Shifts
in Tumorzellen erklaren, der sich in allen Tumolerelgleich vollziehen kénnte. Dennoch haben
wir korrespondierend zu SCC hohere Werte bei demttdflepithelkarzinomen gefunden
(p=0.035). Da es bislang die einzigen ErgebnisssediArt sind, bleibt abzuwarten, ob Tu M2-
PK eine Abhangigkeit vom histologischen Tumortymgke
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Sowohl Tu M2-PK als auch SCC zeigten mit zunehmendietastasierung des Tumors einen
Konzentrationsanstieg. Die Sensitivitat stieg féide Marker auf bis zu 100% in der Diagnostik
von Fernmetastasen. In der Diagnostik von Lymph&moietastasen war SCC mit einer
Sensitivitédt von 83.3% der Tu M2-PK mit 55.5% dwltl Gberlegen. Dennoch ergab die
Korrelationsanalyse eine tendenziell hbhere Assioniader Tu M2-PK mit Lymphknoten- und
Fernmetastasierung (N=0.524, M: i=0.486) im Vergleich zu SCC (Ns0.365, M: =0.409).

Mit zunehmendem Tumorstadium steigen sowohl mediane Konzentration als
auch diagnostische Sensitivitat von Tu M2-PK und SC  C an. Korrespondierend zu
SCC zeigt auch Tu M2-PK hohere Werte bei den Platte nepithelkarzinomen. Beide

Marker sind streng miteinander assoziiert.

6.4.3 Kombination von Tu M2-PK und SCC

Kann man Tumormarker nicht auch kombinieren, unedeliagnostische Effizienz zu erhdhen?
Die Antwort lautet ,Ja“. Bei den gastrointestinalBamorentitaten lie3 sich die Sensitivitat des
Tumormarkers Ca 72-4 beim Magenkarzinom (Sensitiwion 61%) durch Kombination mit Tu
M2-PK auf 81% erhohen [82]. Auch beim Pankreaskanzi zeigte sich ein bemerkenswerter
Anstieg auf 96% bei Kombination gegentiber Ca 18534) allein [90].

Schneider pladiert fir die Bestimmung von 5 Tumaokem inklusive Tu M2-PK bei
Lungenkarzinom-Patienten. Anhand einer mathematisdivaluation dieser Marker mit der
»uzzy-logic“- Methode konnte er u.a. zeigen, dagh bei den Plattenepithelkarzinomen durch
Kombination von SCC (Sensitivitat 65%) und Tu M2-R8ensitivitat 59%) eine Gesamt-
Sensitivitat von 81% zur Detektion eines Rezidiirgiehen lasst [87].

Ein Drittel der Frauen mit einem Zervixkarzinomteat nur einen der beiden Marker erhoht. Die
Kombination der Tumormarker SCC und Tu M2-PK l&sher auch hier eine Erh6hung der
Sensitivitat erwarten. Weitere vergleichende Studsn einem gréf3eren Patientenkollektiv
mussten folgen, um diese Kombination auch auf ,&arey-Tauglichkeit hin zu Gberprifen.

Die Kombination der Tumormarker SCC und Tu M2-PK |& sst eine Erh6hung der
diagnostischen Sensitivitat erwarten.
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6.5 Tu M2-PK als pradiktiver Faktor beim Zervixkarz  inom —
Der Marker im Therapieverlauf

Tu M2-PK ist ein Marker der eher Grof3e und Wachsaimes malignen Tumors reflektiert als
dessen morphologische Auspragung. Somit bietetcésas, die Pyruvatkinase auch auf ihren
Nutzen als Indikator fur Erfolg/Misserfolg einer martherapie hin zu untersuchen.

Initiale Follow-up-Studien beim Lungenkarzinom zeiy unabhangig vom histologischen Typ
des Tumors, eine gute Korrelation der Tu M2-PK rdér Wirkung der systemischen
Chemotherapie. Eine Progression des Tumors unt@mGtherapie war dabei durch ein
Ansteigen gekennzeichnet, eine Regression erwasgemgdld durch ein Abfallen des
Tumormarkers [84,89].

Auch wir konnten erste Untersuchungen zum Markdauérbei Therapie des Zervixkarzinoms
durchfihren. Die erste Patientin erkrankte im Alten 32 Jahren. Bei Erstdiagnose fand sich ein
Tu M2-PK-Wert deutlich tber dem cut-off von 15 U/nMlach operativer Entfernung des
Tumors im FIGO-Stadium IIB sank der Wert auf 8.24nUund blieb auch wéhrend adjuvanter
Radiochemotherapie um diesen Wert herum konst@mtidhate spater kam es zum Rezidiv des
Primartumors im kleinen Becken und zum erneutentiégsdes Marker auf Gber 28 U/ml
(Abb.18). Die Patientin verstarb 7 Monate spéter.

Nach erfolgreicher Tumorentfernung und adjuvantadi®chemotherapie normalisierte sich die
Tu M2-PK und stieg erst bei erneuter Progressiceden Uber den cut-off von 15 U/ml an. Es
scheint somit, dass die Pyruvatkinase auch im Mongy wahrend adjuvanter Therapie des
Zervixkarzinoms genutzt werden kénnte. Einem BermthFolge, zeigte sich die Pyruvatkinase
sogar bereits 2 Monate friher erhoht, als die Mass&xrung eines Nierenzellkarzinoms im
Computertomogramm festgestellt werden konnte [104].

Anders dagegen die zweite Patientin, bei der ersAlter von 60 Jahren ein Zervixkarzinom im
FIGO-Stadium 1B diagnostiziert wurde. Der eberdakrhohte Ausgangswert stieg nach
operativer Entfernung des Primartumors noch einmafast das doppelte auf tiber 40 U/ml an,
um dann wahrend Radiochemotherapie auf unter 19 &ldmufallen (Abb.19). Zweiundzwanzig
Monate nach Erstdiagnose war die Patientin noddivézi.

Der postoperative Anstieg der Tu M2-PK wird einéssdurch die zunehmende Proliferation der
Zellen bei Wundheilung erklart. Daher empfiehlt mamt dem Follow-up friihestens zwolf
Wochen nach Operation zu beginnen [104]. Andererg@inn es auch durch Manipulation am
Tumor wahrend operativer Entfernung zur erhdhtexisetzung und Abgabe von Tu M2-PK-

Molekilen in die Blutbahn kommen.
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Vom klinischen Standpunkt aus betrachtet, ist eiverldssiger Tumormarker ein Marker, der
sowohl die Ausbreitung des Tumors im Korper, alshadas Ansprechen auf eine Therapie
reflektiert. Untersuchungen beim kolorektalen Kaom zeigten bereits 4 Wochen nach Beginn
einer Chemotherapie ein Absinken der Tu M2-PK-Kaoizion im Plasma um bis zu 58% bei
Patienten, die von einer systemischen Therapidatigroén [49]. Beim Lungenkarzinom konnte
in 89% der Falle ein Ruckgang der Markerkonzerdrabei erfolgreicher Therapie beobachtet
werden. Kam es zu einem weiteren FortschreiterEdierankung trotz Therapie, spiegelte sich
dies bei 80% der Patienten durch ein weiteres Agesteder Pyruvatkinase wieder. Nach
Therapieabschluss hatte das Rezidiv bei 65% anheainés erhdhten Tumormarkers
diagnostiziert werden kénnen [85]. Beim metastémieMammakarzinom fand man in 63 % der
Falle eine positive Korrelation des Tu M2-PK-Wertest dem Kklinischen Outcome [31].
Niedrige Ausgangswerte waren dort hinweisend ané édomplette Remission nach primarer
Chemotherapie [98].

Die Bestimmung der Tumor M2-Pyruvatkinase im EDTladta wahrend der Tumortherapie
scheint ein mdgliches Instrument zu sein, jedemeRan eine individuelle und erfolgreiche
Behandlung zukommen zu lassen. Korrelationen desofimarkers mit dem Krankheitsverlauf
von 60-70% reichen da noch nicht aus, um diesenkédam die klinische Routine mit
aufzunehmen. Ob die Tu M2-PK beim invasiven Zerarginom als pradiktiver Marker fur den
Benefit von einer systemischen Therapie in Fragarky bleibt abzuwarten.

Es scheint, dass die Pyruvatkinase im Monitoring de r Therapie des

Zervixkarzinoms genutzt werden konnte.

6.6 Tu M2-PK als prognostischer Marker beim Zervixk  arzinom

Eine praoperativ erhdohte Konzentration an SCC kaan hinweisend auf Patienten mit hohem
Risiko fur eine nodale Metastasierung sein [13,9,43,96].

Da das Follow-up innerhalb des KrankheitsstadiuRezjdiv* aufgrund des Versterbens der
Patientinnen weitestgehend abgeschlossen war, tigéstadies eine erste Analyse zur
prognostischen Wertigkeit der Tu M2-PK beim Zenaxknom.
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Dabei zeigte sich, dass Tu M2-PK einen signifikanEgnfluss auf das Gesamtiberleben zu
haben scheintpE0.013). Erhdhte Markerkonzentrationen waren hier @mem verkirzten
Uberleben assoziiert.

Derzeit liegen nur sehr limitierte Daten zur Bedmgt der Pyruvatkinase als Prognoseparameter
bei Tumorerkrankung vor. Einzig und allein beim astasierten malignen Melanom gibt es
Ergebnisse, die belegen, dass Patienten mit holasmB&werten Uber eine verkirzte rezidivfreie
Zeit und ein reduziertes Gesamtiberleben verfug@a] [

Nach den bisherigen Ergebnissen kénnte somit dailBmung der Tu M2-PK helfen, Hoch-
Risiko-Patientinnen des Zervixkarzinoms frihzeltegauszufiltern. Da es sich hier nur um erste
Hinweise auf eine mogliche prognostische Bedeuhamglelt, sind weitere, prospektiv angelegte

Untersuchungen notwendig.

Erste Hinweise liegen vor, das die Tu M2-PK eine pr  ognostische Bedeutung beim

Zervixkarzinom haben kénnte.
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6.7 Die Methode

Zur Quantifizierung der Tumor M2-Pyruvatkinase wairdin Enzym-Linked-Immunosorbent-
Assay (ELISA) der Firma ScheBeBiotech AG (GieRen, Germany) verwendet. Bei die3est
kommen monoklonale Antikdrper zum Einsatz, die hephzifisch fur die Tu M2-PK (dimere
Form der M2-Pyruvatkinase) sind und nicht mit aeddsoformen der Pyruvatkinase (Typ L, R,
M1 und tetramere Form der M2) interagieren.

Ein Enzymimmunoassay ist ein einfaches, zeitspa®ierfahren und wird in der Routine seit
Jahren erfolgreich eingesetzt. Um auch den Eirgedz,ScheB8Tumor M2-PK ELISA* unter
klinischen Routinebedingungen zu prifen, haben Hetgal. die Stabilitat des Markers im
Serum, in EDTA-, Citrat- und Heparin-antikoagulesrt Blut untersucht [32].

Schitteln oder Lagerung der Proben fur maximal 2dnd&n bei Raumtemperatur ohne
vorheriges Zentrifugieren fuhrten zu einem 2-3fachestieg der Konzentration in Serum und
Heparinplasma. Bei EDTA- und Citratblut hingegerel®n die Konzentration an Tu M2-PK
weitestgehend konstant.

Grund fur die wechselhafte Stabilitdt der Tu M2-Pkh Serum ist einerseits der
temperaturabhéangig proteolytische Abbau von Pyrduath serumeigene Enzyme. Andererseits
konnten Lymphozyten als die peripheren Blutzelidentifiziert werden, welche Tu M2-PK in
kleinen Mengen enthalten [32].

Es folgten weitere Untersuchungen zur Stabilitar des M2-PK in EDTA-Blut und
abzentrifugiertem EDTA-Plasma bei 4°C, 21°C undQ@Tfber einen Zeitraum von 7 Tagen.
Hierbei zeigte sich, dass eine zuverlassige Bestingnauch nach einer Woche noch
durchfihrbar ist, wenn EDTA-Plasma bei Kuhlschraniperatur gelagert wird [33]. Bei
Tiefkiihlung von EDTA-Plasma um -20°C ist nach Angaber Firma ScheBo eine
Probenhaltbarkeit von einem Jahr moglich.

Hugo et al. konnte anhand seiner Studien beweisen, dass beievidung von EDTA-Plasma
reproduzierbare Resultate mit dem Tu M2-PK-Immusagsunter klinischen Bedingungen
erzielt werden kénnen [32,33]. Da der Tumorzellstethsel und somit Tu M2-PK keinem
zirkadianen Rhythmus unterliegt, ist der Entnahntpaekt ohne Bedeutung [104].

Um die nach derzeitigem Kenntnisstand optimale ®&nebrarbeitung zu gewahrleisten, trennten
wir spatestens nach 24 Stunden und Kihlung dempglbe bei + 4°C das EDTA-Plasma von
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den korpuskularen Blutbestandteilen durch Zentigien ab. Das EDTA-Plasma wurde dann bis
zur Durchfihrung des Testes bei — 85°C tiefgefrore

Nicht nur das richtige Medium, sondern auch des&mmalitat haben Einfluss auf die
Konzentration der Tu M2-PK. So ist festgestellt dem, dass hamolytisches, lipamisches und
ikterisches Material nicht geeignet ist und verwarfwverden sollte, da es zu falsch-positiven
Resultaten fuhren kann [62].

Auch die Tatsache, dass bei schweren Inflammatid@8r93], rheumatischen Erkrankungen
[63], chronischer Herzinsuffizienz [55] und dialseher Nephropathie [65] erhohte
Konzentrationen zu beobachten sind, sollte bei d&mder Tu M2-PK als Tumormarker
bertcksichtigt werden.

Bezuglich der Frage, ob Alter oder Geschlecht in Algspragung der TM-Konzentration eine
Rolle spielen, so kann dies anhand von drei Pultdikan verneint werden [76,100,106]. Eigene
Ergebnisse wiesen ebenfalls eine alters-unabhaniggeilung der Werte auf (Abb.13). Auch

die Rauchgewohnheiten der Patientinnen blieben &mmfiuss auf die Konzentration der Tumor
M2-Pyruvatkinase.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Pyruvatkinase ist ein Schlisselenzym der Gdey welche steten
Veranderungen wahrend der Tumorentstehung unterlizs M2 Isoenzym der Pyruvatkinase
schaltet zwischen einer aktiven tetrameren Formainer inaktiven dimeren Form hin und her,
um den Tumorstoffwechsel an das variierende Angahdbauerstoff und Nahrung anzupassen.
Die vorwiegend in Tumorzellen gefundedemere Form wird auchTumor M2-Pyruvatkinase
(Tu M2-PK) genannt. Das E7-Onkoprotein des HumarPepilloma Virus Typ 16, dem in der
Pathogenese des Zervixkarzinoms eine entscheidéedieutung zukommt, bindet direkt an die
M2-Pyruvatkinase und kann ebenfalls zu einer Umwanglder tetrameren in die dimere Form
fuhren.

Ziel: Tu M2-PK ist ein organ-unspezifischer Marker, den den Tumorzellen in das Blut
abgegeben wird. Die guten Ergebnisse bei einigemorentitaten haben uns veranlasst, die
diagnostische Wertigkeit der Tu M2-PK auch bei &d#thnen mit Zervixkarzinom und
Vorstufen der Erkrankung (CIN I-111) zu untersuchéieben einer Korrelationsanalyse mit dem
derzeit am haufigsten in der Anwendung befindlichBmmormarker, dem SCC-Antigen
(squamous cell carcinoma antigen), fuhrten wir @rste Evaluierung bezuglich der pradiktiven
und prognostischen Bedeutung des Markers beimxemdinom durch.

Material und Methoden: Insgesamt wurde von 125 Frauen die KonzentrationTdeM2-PK

im Plasma mittels eines quantitativen Sandwich-BEmrByymunoassay der Firma
ScheB&-Biotech AG GieRen vor Therapie bestimmt: GruppeCIN I-1ll n=50; Gruppe 2:
Zervixkarzinom FIGO I-IV n=51; Gruppe 3: Rezidiv 24 Zwei Kasuistiken geben den
Markerverlauf wahrend Therapie des Zervixkarzinoims FIGO-Stadium [IB wieder. Eine
mediane Uberlebenszeit von 9 Monaten (Bereich 1-Mihate) nach Diagnose Rezidiv
ermoglichte Untersuchungen hinsichtlich der Bedegtals prognostischer Marker.

Ergebnisse: Die Differenzierung zwischen den 3 Gruppen, in Aiigkeit vom
Erkrankungsstadium, ergab einen statistisch skgmten Unterschied mit den héchsten Werten
bei Patientinnen mit Zervixkarzinomrezidip<(0.001) (Median: CIN I-11I: 9.2 U/ml, FIGO I-1V:
16.4 U/ml, Rezidiv: 41.2 U/ml). Ebenso konnte edl@itliche Differenzierung mit ansteigenden
Werten entsprechend den FIGO-Stadien nachgewiesemdew (p<0.001). Die Receiver-
Operating-Characteristics(ROC)-Analyse ergab mmieeiAUC von 0.842 fur Tu M2-PK als
Marker fur die Erstdiagnose eines Zervixkarzinorefe Spezifitstt von 90% und eine

Sensitivitat von 64% bei einem optimalen cut-offivids.0 U/ml.
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Hingegen zeigten sich bei der Differenzierung dearkheitsvorstufen (CIN I-11l) keine
signifikanten Unterschied@£0.626). Ein Einfluss des HPV-Status auf die Konzion der Tu
M2-PK konnte in dieser Gruppe nicht nachgewiesermlemr

In der Korrelation der Prognosefaktoren des Zemixkhoms (Lymphknotenstatus: NO/N1;
Fernmetastasierung MO/M1; Lymphangioinvasion LO/Ahgioinvasion VO/V1; Grading G1-3)
zeigten sich signifikant hohere Werte bei Patiev@im mit positiven Lymphknoten (N1)
(p=0.028) sowie positiven Fernmetastasen (M30(001). Bei der Analyse verschiedener
Tumorsubtypen wurde deutlich, dass bei Plattenelgitinzinomen gegentiber Adenokarzinomen
hdhere Konzentrationen zu verzeichnen spwD(035).

Auch wenn die Gesamt-Sensitivitdt von 65.8% Vergleich zu SCC mit 77.4% geringer ist,
weist Tu M2-PK eine bessere Sensitivitat in frifi@morstadien auf. Ein Drittel der Frauen mit
einem Zervixkarzinom hatten nur einen der beidernrkiglaerhoht, was eine Erhohung der
Sensitivitat durch Kombination der beiden Tumornearbrwarten lasst.

Markerabfall nach Tumorentfernung und Radiochemaibie als auch ein Wiederanstieg bei
Rezidiverkrankung zeugen fir einen moglichen Nutzen Monitoring der Therapie des
Zervixkarzinoms. Die univariate Cox-Regressionsgs®@al ergab einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Pyruvatkinase und derantigserleben p=0.013). Erhohte
Werte waren mit einer kirzeren Gesamtiiberlebenagsdziiert (n=23; Odds Ratio: 1.010). Bei
Diagnose Rezidiv waren die Tu M2-PK-Konzentrationemdenziell hoher bei Patientinnen mit
einer kirzeren Uberlebenszqit=0.054; n=23; Odds Ratio: 1.011).

Schlussfolgerung:Die vorliegenden Daten zeigen auf, dass die Tum@rRvruvatkinase als
Marker zur Unterscheidung zwischen pramalignen oraignen Lasionen der Cervix uteri
genutzt werden kann. Dartber hinaus nimmt die Kotmraéon mit zunehmender Ausdehnung
und Metastasierung des Zervixkarzinoms zu. Erstewvelise liegen vor, dass die Tu M2-PK
auch als prognostischer und pradiktiver Marker &adeutung hat.
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