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|. Einfihrungin die Thematik

A. Einleitung

In Deutschland erkranken derzeit 6,5/ 100 000, weltweit 0,5 — 9,9/ 100 000 Mé&nner an einem
malignen Keimzelltumor der Hoden [115,131]. Die Inzidenz in den Industriel&ndern ist hoch
und weiter ansteigend, jedoch niedrig in der farbigen Bevolkerung [12,106]. Ungefahr 2600
Neuerkrankungen werden jéhrlich in Deutschland erfalét. Lediglich 1-2% aller Malignome bei
Méannern sind Hodentumoren, sie reprasentieren jedoch mit 23% den haufigsten bésartigen
soliden Tumor in der Altersgruppe der 15-45-jdhrigen Manner. 90-95% der testikuléaren
Raumforderungen sind maligne Keimzelltumoren, die tbrigen 5-10% werden von benignen
und malignen Tumoren des gonadalen Stromas (Leydigzell, Sertolizell und
Granulosazelltumoren), Dermoidzysten, Lymphomen oder durch Metastasen anderer
Primartumoren eingenommen [45,121]. Hierbei sind Hodenmetastasen eines andernorts
lokalisierten Primarius’ selten: Pienkos et al. berichteten 1972 Uber 15 Félle einer testikuléren
Metastasierung bei 24000 durchgefiihrten Autopsien. Dies entspricht einer Inzidenz von
0,06% [96]. Der Altersmedian liegt bel Nichtseminomen bei 27, bel Seminomen bei 36
Jahren. 70% der Patienten sind 20-40 Jahre alt, 20% dalter als 40 Jahre [109]. Etwa 2% der
Hodentumoren betreffen Kinder [38]. Nachgewiesene Risikofaktoren fur das Auftreten eines
Hodentumors sind der Maldescensus testis und die kindliche Leistenhernie sowie der
kontralaterale Hoden bel Hodentumoren, wahrscheinliche die Hodenatrophie sowie die
Mumpsorchitis und die Infertilitdt [9,131]. Bel manifestem Hodentumor findet sich in 5% der
Fale eine sog. TIN (Testikulére intratubulére Neoplasie) der Gegenseite [21,81]. Hierbei
handelt es sich um eine 1972 von Skakkebaek et al. erstbeschriebene intratubulédre
Préaneoplasie, bestehend aus atypischen Keimzellen, die aus fetalen Gonozyten hervorgehen
und die Vorstufe nahezu aler Keimzelltumoren des Hodens, nicht jedoch des
spermatozytdren Seminoms, darstellen [108,131]. Die hierzulande anerkannte ungezielte
kontralaterale Hodenbiopsie zum Nachweis einer TIN wird allerdings international nicht von
alen Zentren as Standard angesehen [48]. Die Diagnostik von Seminomen und
Nichtseminomen unterscheidet sich im Grundsatz nicht, die klinische Stadieneinteilung ist

ebenfalls fir beide histologischen Gruppierungen gleich, Mischformen sind haufig.



Verwendet wird hierfir im klinischen Alltag wie auch in dieser Arbeit die UICC-
Klassifikation von 1997 [120], welche die auch noch gebréauchliche vereinfachte
Stadieneinteilung des Internationalen Workshops of staging and treatment of testicular cancer,
Lugano 1979 [15] erganzt hat.

Fir die Festlegung der pT- Kategorie der UICC ist die Beziehung des Tumors zu Tunica
albuginea, Tunicavaginais, Rete testis, Nebenhoden, Samenstrang und Skrotum erforderlich.
Ein Grading ist bei germinalen Keimstrang- Stromatumoren des Hodens nicht vorgesehen.
Mehr noch als bei anderen Tumorerkrankungen spielen beim Hodentumor die labortechnisch

erfassbaren Tumormarker eine herausragende Rolle.

Der Nutzen von Tumormarkern ist fiinffach objektiviert:

1. Es ergeben sich Hinweise auf die Diagnose aus der differenzierten Betrachtung von
Serummarkern. So ist das Vorliegen eines reinen Seminoms bel erhdhtem AFP- Wert
ausgeschlossen. Andererseits konnen hohe AFP- oder HCG-level bei einem
retroperitonealen Tumor des jungen Mannes auch ohne histologische Sicherung einen
Keimzelltumor mit hoher Wahrscheinlichkeit annehmen lassen. Tumormarker helfen

somit bel der Diagnosesicherung.

2. Die absoluten Werte bestimmter Marker konnen Hinweise auf die Prognose des
betroffenen Patienten erbringen [119]. Wahrend friher die INDIANA- Klassifikation
die Patienten nach der vorhandenen Tumorlast einteilte (minimal, moderate, advanced
disease[6]), wird jetzt der Krankheitsprognose durch die Klassifikationen der 5.
Auflage der UICC 1997 (Union internationalis contra cancrum) und der IGCCCG
1997 (International Germ Cell Cancer Collaborative Group) grossere prognostische
Bedeutung beigemessen [78,120]. Die UICC hat dabei exakt die IGCCCG- Einteilung
Ubernommen. Dabei geht die Markersituation in ale Stadien ein, die in einer neuen

sogenannten S-Klassifikation berticksichtigt werden.

Die IGCCCG schreibt beispielsweise einer bei Diagnosestellung alein bestehenden,
definiert hohen Markerbeladung bereits eine ,poor prognosis’ mit einer

progressionsfreien 3- jahres Uberlebensrate von 45-50 % zu [78].



3. Die Beobachtung der Marker- und Halbwertszeitkinetik zu definierten Zeitpunkten
kann die Effektivitét der Therapie tberwachen. In der UICC- Klassifikation wird die
Hohe der Marker am tiefsten Messpunkt nach der Primaroperation bewertet.
Diese Halbwertszeiten betragen fur das b-HCG 24 bis 36 Stunden, fur das AFP 3 bis 5
Tage und fur die alkalische Plazentaphosphatase und LDH jeweils einen Tag [131].
Daher félt die Bewertung des tiefsten Punktes bei hohen Ausgangswerten erst auf
einen Zeitpunkt, der Wochen nach der Priméaroperation liegen kann. Aus diesem
Grund hat sich die Berechnung der Halbwertszeiten bewahrt, die eine Tendenz schon
nach kurzeren Mefdintervallen zulésst [97,105].

Es qilt, dald be alleiniger chirurgischer Therapie die Marker innerhalb dieser

Halbwertszeiten abfallen sollten, unter Chemotherapie l&sst sich schon ein Ansprechen

werten.

4. Dartber hinaus konnen Markeruntersuchungen -gerade im klinischen Stadium I-
wertvolle Hinweise auf okkulte Metastasierungen ergeben [96,104], sie sind mithin
auch ein Indikator fur aktive Residualtumoren.

5. Der Markerverlauf ist auch in der Nachsorge der Patienten unabdingbar wichtig. Er
zeigt frihzeitig durch entsprechende Markersynthese das Rezidiv - oftmals vor den
bildgebenden Verfahren.
Die genannten Vorgaben kénnen bei Hodentumorpatienten allerdings nur dann gelten, wenn
das Serum des Patienten primér markerpositiv ist. Diese Konstellation trifft nur bel 60-70 %
der Hodentumorpatienten zu. Prim& markernegative Tumoren im klinischen Stadium |
konnen ausschliefdich durch die bildgebende Diagnostik klassifiziert werden.
Es bietet sich daher an, die fir b-HCG, AFP, PLAP und LDH eingefiihrte Systematik auch
auf mogliche andere Tumormarker anzuwenden und auf diese Weise das Fenster der
markernegativen Tumoren weiter zu schliessen. Eine isomere Form der Pyruvatkinase, eéinem
Hauptenzym der Glykolyse, wird als solcher Tumormarker diskutiert.
Dieses Isoenzym, genannt Tumor M2PK, erscheint bei einer Reithe von Tumorerkrankungen
im Serum erhoht aufgrund eines tumorspezifisch verénderten Glukosemetabolismus.
M2-PK soll in dieser Arbeit hinsichtlich seiner Anwendbarkeit als diagnostisch-

prognostischer Hodentumormarker untersucht werden.



B.

Ziel der Arbeit

Von der Firma ScheBo-Tech wurde der M2-PK-Test aufgrund der Ergebnisse von Petri [95]
als Hodentumormarker angeboten. Die Literaturlage war wenig ergiebig und eher empirisch.

In der vorliegenden Arbeit soll daher M2-PK nach verschiedenen Kriterien untersucht

werden. Als Arbeitshypothesen fir einen unabhangigen Hodentumor gelten:

C.

Die Konzentration des Markers ist im Hodenvenenblut deutlich héher als im Blut der
Vena cubitalis.

Zwischen den beiden Werten besteht eine lineare Korrelation.

Der Marker fallt nach effektiver Therapie in den Normalbereich ab.

Im klinischen oder pathologischen Stadium | féllt der Marker nach Ablatio testis, einer
Halbwertszeitkinetik folgend, ab.

In metastasierten Stadien falt der Marker erst nach stadiengerechter Therapie ab, wobel
unter Chemotherapie gelegentlich eine zwischenzeitliche Erhéhung durch
Tumorzelluntergang beobachtet wird (release Phdnomen).

Die Werte fir den Verdachtsmarker sind nicht abhéngig von den mit zu untersuchenden
bekannten Markern und Hormonen. Es muss Patienten geben, die fur die eingefihrten
Marker b-HCG, AFP, LDH und PLAP negativ, aber fir den neuen Marker positiv sind.

Etablierte Hodentumormarker und ihre Bedeutung in der Diagnostik und

Therapie

a;-Fetoprotein (AFP):

die Halbwertszeit betrégt 5 Tage, der Marker ist bel Seminomen nicht nachzuweisen [65]. Das

Glykoprotein, welches in der Embryonalphase im Dottersack und im Gastrointestinaltrakt

gebildet wird, korreliert ausschliessich mit nichtseminomatosen Keimzelltumoren des

Hodens.

Konstante oder vorlbergehende AFP-Erhthungen werden beobachtet bei metastasierten

Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes, benignen Lebererkrankungen, aber auch bei

nutritiv- toxischen Leberschdden wie Hepatitiden und beim priméren Leberzellkarzinom. Der
Marker ist bel 65-70% aller Nicht- Seminome erhoht.



humanes b-Choriongonadotropin (HCG):

Ist ebenfalls ein Glykoprotein mit einer Halbwertszeit von 24-36 Stunden. Das Hormon wird
vor alem von Tumoren mit trophoblastdren Strukturen, aber auch in 5-33% von Seminomen
sezerniert [72,129], wobel die Rate der positiven Félle in hdheren, metastasierten Stadien
Uberwiegt [4].

b-HCG ist ein Hormon mit einer Alpha- und einer Beta- Untereinheit. Insbesondere das
Seminom kann sowohl das gesamte Molekil as auch die reine Beta- Kette sezernieren.

Es sollen daher nur Kits zur Anwendung kommen, die das gesamte HCG-Molekil und die
freie Betakette messen.

Das Auftreten bel Nicht- Seminomen liegt zwischen 50 und 65%. Beta HCG und AFP sind in
90-95% der Falle mit metastasierter Erkrankung (advanced disease) erhoht [8].

Bassetto hat die Rolle von AFP, 3- HCG und LDH vorwiegend al's prognostisches Kriterium
fir die Wirksamkeit der Chemotherapie von metastasierten Keimzelltumoren beschrieben [5].
Nach dessen Ergebnissen betrugen die physiologischen Halbwertszeiten des AFP 6 Tage und
des HCG 40 Stunden bei radikaler Chirurgie durch die Tumorentfernung.

L aktatdehydogenase (L DH-1):

Es handelt sich um einen unspezifischen Marker, der bei grossvolumiger Metastasierung
auftritt. Lediglich 60 % der an Hodentumor erkrankten Patienten exprimieren LDH.

Nach v. Eyben et al hat auch dieser Marker ein hohes prognostisches Potential -von dhnlicher
Bedeutung wie das AFP und das 3- HCG [29].

Humane alkalische Plazentaphosphatase (PLAP):

Die Halbwertszeit liegt bel 24 Stunden, nach Koshida und Wahren 1990 sowie Nielsen et al.
1990 bel 50-65 % der Hodentumorpatienten positiv [62,87]. Die PLAP erwies sich beim
Nichtraucher als klinisch relevanter Marker fir Seminome und TIN- Zellen [61].

Ostradiol:

Erhoht beim Leydig- Zelltumor. Ostradiol ist jedoch kein unabhingiger Tumormarker: So
fahrt zum Beispiel bei b-HCG produzierenden Tumoren die Strukturanalogie zum LH zu
einer — sich nach Ablatio des kranken Hodens wieder normalisierenden — Suppression des
Ostradiols [7].



Grundsétzlich gelten besondere Charakteristika fur Hodentumoren. Im Hodenvenenblut sind
die Marker- zumindest bei Abwesenheit von Metastasen —deutlich hoher zu messen als im
peripheren Serum [7,43,68].

Weiterhin fallen sie im Therapieverlauf einer individuellen Kinetik folgend ab. Ein Anstieg
des Markerverlaufs korreliert mit einer Zunahme der Tumormasse, es kann aber auch unter
Chemotherapie aufgrund des Einschmelzens von Tumorzellen zu einem release- Phanomen
kommen, wodurch ein falscher Markeranstieg vorgespiegelt wird.

Fir das therapeutische Vorgehen bei Patienten mit Keimzelltumoren des Hodens
entscheidend sind neben der Primérhistologie die Untersuchungen zur Evaluation des
Tumorstadiums. Dabei kommt neben den bildgebenden Verfahren den Messungen der
Tumormarker eine besondere Bedeutung zu.

Die etablierten Tumormarker finden sich jedoch im peripheren Serum der betroffenen
Patienten zu einem Anteil, der keine generalisierte Aussage Uber den weiteren Verlauf der
Erkrankung zul&3t. Als Beispidl fur die Problematik eines optimalen Managements soll hier
das klinische Stadium | nach LUGANO bei nichtseminomattsen Keimzelltumoren (NSKZT)
angesprochen werden: im klinischen Stadium | der NSKZT, in dem es um die Entscheidung
geht, ob der Patient mit einer Operation, einer Chemotherapie oder einer Surveillance-
Strategie belastet werden muf3, liegt der positive pradiktive Wert aller Kriterien derzeit bei
70%.

Das bedeutet, dal? eine relativ grosse Zahl von Patienten mit invasiven Mal3nahmen belastet
wird, die primér gar keine Metastasierung aufweisen, beispielsweise ist die retroperitoneale
Lymphadenektomie (RLA) fur diese 70% lediglich eine Stagingmal3nahme ohne
therapeutischen Nutzen.

Die Identifikation klinisch nutzbarer prognostischer Risikofakatoren fur Patienten mit NSKZT
im klinischen Stadium | stellt daher eines der wichtigsten klinischen Ziele dar, um die
Patienten abhangig von ihrem individuellen Risikoprofil beziiglich einer Metastasierung der
bestmdglichen Therapieoption zuzufihren [82]. Hierbei sai insbesondere auch auf die
Bedeutung des Embryonalzellkarzinomanteils im Primartumor (%EC) wie auch auf die
Gefaldinvasion hingewiesen, welche mittlerweile einen etablierten und akzeptierten
Risikofaktor fur eine okkulte Metastasierung beim Nichtseminom. darstellen [47,51,83].
Dabel mul? sicher ausgeschlossen werden, dald es sich um ene artefizielle
Tumorzellverschleppung bei der histologischen Aufarbeitung handelt. Im Zweifelsfall sollte
eine immunhistologische Farbung mit dem Endothelmarker CD-31 erfolgen. Beim Seminom
scheint die Tumorpropagation in das Rete testis eine prognostische Rolle zu spielen [20].



Auf  welterfihrende Untersuchungen hinsichtlich der Expression verschiedener
Proliferationsmarker, Proteasen und Zelladhdsionsmolekilen im Hinblick auf ihren
prognostischen Wert fir die Beurteilung des Lymphknotenstatus im Stadium | durch
Heidenreich et al. wird verwiesen [46]. Eine weitere sinnvolle Ergénzung zu den etablierten
Stagingmethoden scheint durch den Nachweis zirkulierender Tumorzellen mit Reverse-
Transcriptase PCR gegeben zu sein, welche sich derzeit in Erprobung befindet.

In den Konzepten mit reiner Surveillance unter Verzicht auf die Bestimmung von
Prognosefaktoren zeigt sich, dal’3 etwa 30% der Patienten von Relapsen oder Progressen
bedroht werden und mithin einer mindestens 3 Kurse umfassenden Chemotherapie bedirfen,
die in Einzelfdllen auch zum Tode fihren kann, besonders da manche Relapse erst spét bel
grof3er Tumorbeladung erkannt werden [7,43,30,67,98,132] .

Weiterhin sind die diagnostischen Methoden unscharf, wenn es um die Beurteilung der
malignen Potenz von Resttumoren nach stattgehabter Polychemotherapie in  den
metastasierten Stadien geht.

Auch hier ist die Diagnostik wesentlich fur die Indikation zu weiteren belastenden
chirurgischen Malinahmen- wie zum Beispiel die retroperitoneale oder pulmonae
Resttumorbergung- (auch: Salvage- RLA [1,22,39,48,80]). Insgesamt sind 30-40 % der
Keimzelltumoren des Hodens markernegativ.

Es gilt also weiterhin, ,Labormarker* fir eine okkulte — oder restliche — Metastasierung zu
finden, die eine rechtzeitige Einordnung in die vielfaltigen primér kurativen therapeutischen
Optionen zulassen und somit das diagnostische Fenster verkleinern helfen.

Hierbei ist es insbesondere von Wichtigkeit, die typische Verlaufskinetik zu beachten und
ebenso die Unabhangigkeit vom endokrinologischen Regelkreis, welcher beim Hodentumor
bekanntermal3en gestort ist, zu fordern [7,43]. Die inaktive Form der Pyruvatkinase vom Typ
M2 (M2PK) ist als Tumormarker fur verschiedene Tumore untersucht worden und wurde von
Petri et al. als neuer moglicher Hodentumormarker postuliert [95].



D. Pyruvatkinase und deren | soenzyme

1. Struktur

Die Struktur der Pyruvatkinase ist polypeptidisch. Sie besteht aus 529 Aminosduren und ist
aus 4 Monomeren Ketten zu einem Tetramer verbunden.

Die 4 Untereinheiten setzen sich aus sogenannten L und L° -Monomeren zusammen, die
ihrerseits durch vier unterschiedliche messenger RNA's codiert werden und sich zu
gewebsspezifischen Isoenzymen formieren [60,71]. Das Molekulargewicht einer L-
Untereinheit betrédgt 58000 Dalton, das einer L -Untereinheit liegt geringfiigig héher bel
63000 Dalton [57].

Das Pyruvatkinase-Tetramer weist demzufolge, je nach vorliegendem Isoenzym, en
Molekulargwicht von 232-252 kiloDalton auf [55].

Tani und Yoshida konnten die Codierungssequenz der humanen M2-PK cDNA isolieren. Der
Genort fur M2-PK ist lokalisiert auf dem Band q 22 des Chromosomes Nr.15 [117], der fur
den L- Typus auf Chromosom Nr. 1 [17].

2. Biochemische Grundlagen

Pyruvate sind die Salze der Acetylameisensdure (friiher: Brenztraubensiure), der einfachsten
Ketosaure, die chemische Formel lautet auf CH3-CO-COOH. Sie treten al's Zwischenprodukte
im aeroben und anaeroben Stoffwechsel auf und nehmen dort eine zentrale Stellung ein.

Die Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40), eine von Metall-lonen abhangige Phosphotransferase,
katalysiert die durch Mg?* - Kationen as Cofaktor vermittelte Reaktionsfolge des letzten
Schritts der anaeroben Glykolyse: die Bildung von Pyruvat aus Phosphoenolpyruvat, eines
Enolesters mit einer energiereichen Bindung, bel deren Hydrolyse 50,24 kJMol freiwerden
[19,64].

Unter der Katalyse der Pyruvatkinase wird die freie Energie zur Ubertragung der
Phosphatgruppe auf ADP unter Bildung von ATP verwendet [13].

Dies erfolgt im Rahmen des Intermediérstoffwechsel s des Menschen, der Glykolyse:
[Embden- Meyerhof Reaktion : ADP + Phosphoenolpyruvat ¢ ATP + Pyruvat]. Der
allosterische' Aktivator dieses Enzymsist hierbei das Fructose-1,6- Bisphosphat.

Dieses Zwischenprodukt der Glykolyse induziert gleichzeitig die Reassoziation der
monomeren zur dimeren und tetrameren Form von M2-PK in Abhangigkeit der intrazelluléren

Glucosekonzentration.



Bel hoher intrazellulérer Glucosekonzentration liegt die Pyruvatkinase al's Tetramer vor
[2,3,56,63,122,129,136]. Pyruvatkinase ist somit das Schliisselenzym der Glykolyse und das
Bindeglied zwischen Glucosestoffwechsel und Citratzyklus.

Das Enzym erfullt wahrend des Stoffwechselgeschehens zwel Funktionen: zum einen dient
die Pyruvatkinase der Bereitstellung von Energie unter Sauerstoffmangelbedingungen, wie sie
zum Beispiel in der Muskulatur bei hoher Belastung auftreten.

Zum anderen ist sie von hoher Bedeutung fur die Umwandlung der Glucose in
Syntheseprodukte, wie zum Beispiel Speicherfette, bestimmte Aminosduren oder
Nucleinsduren. Der autosomal rezessiv vererbte Mangel an Pyruvatkinase in Erythrozyten ist
klinisch bedeutsam und fuhrt zum Krankheitsbild der hdmolytischen Anamie mit Kernikterus
und Splenomegalie [101,104,135]. Schon 1923 wurde durch Otto Warburg entdeckt, dal3
Tumorzellen Glucose al's Energietréger gesteigert verstoffwechseln [100].

Weiterhin ist seit Uber sechzig Jahren bekannt, dal3 ungehemmt proliferierende Zellen im
Rahmen der sog. ,,aeroben Glykolyse" in Anwesenheit von Sauerstoff Lactat abgeben.

Auch bel ausreichendem Sauerstoffangebot verstoffwechseln Tumorzellen Glucose also nur
bis zum Lactat, da Tumorzellen Glucose-6- Phosphatase nicht aktivieren konnen. Eine
Reduktion dieses Enzyms hat weitreichende Ruckwirkung auf Morphe und Funktion der
Zelle. So wurde durch Hermann et al. beim klarzelligen Nierenzellkarzinom, welches sich
durch eine Glykogenspeicherung als histomorphologisches Merkmal auszeichnet, eine
deutliche Reduktion der Glucose-6-Phosphataseaktivitét nachgewiesen [49].

Die Lactatazidose wird dadurch zusétzlich verstérkt. Differenzierte Gewebe, wie Muskel und
Gehirnzellen, produzieren Lactat nur in Abwesenheit von Sauerstoff unter Katalyse der
L aktatdehydrogenase aus Pyruvat: dies ist physiologisch und wird als anaerobe Glykolyse
bezeichnet [124]. Eine weitere Art der Energiegewinnung durch die Tumorzelle ist die
Umwandlung von Glutamin in Lactat durch die Glutaminolyse [15].

Gesunde Zellen gehen diesen ineffizienten Weg der Energiegewinnung nur bei
Sauerstoffmangel, da hier pro Mol Glucose nur 2 Mol ATP gebildet werden konnen. Bei der
mitochondrialen Atmung hingegen sind dies 38 Mol ATP pro Mol Glucose.

Die Tumorzelle unterscheidet sich mithin in ihrem Intermediérstoffwechsel signifikant von
allen anderen schnell proliferierenden Zellen [27].

! Allosterie: Bei Proteinen mit Quartérstruktur (z.B. Enzyme) die Anderung der Konformation dieser
Eiweisskorper unter dem Einfluss sich anlagernder niedermolekularer Verbindungen ( Effektoren). Andert bei
Enzymen die Bindungsneigung zum Substrat. Aus: Roche Lexikon Medizin, 4. Aufl. 1998, S 45-46
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Neuere Untersuchungen konnten zeigen, dal’ der gesteigerte Glukoseumsatz von Tumoren auf
einer  durch  Onkogene induzierten  Vermehrung und  Aktivierung  von
Glukosetransportproteinen, die zu einer forcierten intrazelluléren Glukoseaufnahme fihrt,
beruht. Weiterhin ist die Aktivitdt der Hexokinase in Tumorzellen erhoht, die der Glukose-6-
Phosphatase in Tumorzellen erniedrigt [34].

Eigenbrodt et al. haben Isoenzyme der Pyruvatkinase zellkulturell, serologisch sowie deren
Aktivitdt mit optischen Tests auf charakteristische Verdnderungen der Glykolyse und
Glutaminolyse bei der Tumorentstehung untersucht [76].

Die aktive (tetramere) Form der Pyruvatkinase mit einer hohen PEP- Affinitét lasst die
Umwandlung zum Pyruvat zu, das Vorliegen der inaktiven Form mit einer niedrigen PEP
Affinitdt (Mono oder Dimere Form) fuhrt zu einer fehlenden Umwandlung vom PEP zum
Pyruvat mit konsekutivem Phosphometabolitenstau, wie auch fur verschiedene
Tumorentitaten beschrieben wurde [18,26,27,75,110] .

Experimentell besteht ein nachweisbarer Zusammenhang zwischen Glykolyserate und der
Proliferationsrate eines Tumors, die nicht umgesetzten Phosphometaboliten sind als integraler
Teil der Membranphospholipide und des Phosphoinositolsystems fur die Zellhomdostase und
die Zdlintegritdt verantwortlich und somit fir den Aufbau von Zellbausteinen unabdingbar
[18,35,110]. Dabei entstehen Synthesezwischenprodukte, die ihrerseits die Zellteilung
stimulieren, wie NADH, Serin und Dihydrosphingosin aus der Gruppe der Phospholipide.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die Hauptfolge der ,aeroben” Glykolyse die

Expansion von Phosphometaboliten ist.

3. | soenzyme der Pyruvat Kinase

Die Pyruvat Kinase ist in jeder Zelle in Form verschiedener 1soenzyme vorhanden. Der
Nachweis unterschiedlicher Pyruvatkinasen wurde erstmals 1976 durch Etiemble mittels Gel-
Elektrophorese gefiihrt [28].

Das Enzym weist 2 Gene pro haploidem Chromosomensatz auf, wobei jedes dieser Gene zwel
| soenzyme codiert.

Marie und Levin konnten dabei nachweisen, dal3 die M1 und M2 Isoenzyme durch ein und
dasselbe Strukturgen codiert werden [66,73]. Das M-Gen generiert die M1 und M2 Typen
durch ,,RNA- Splicing“, das L/R-Gen produziert die L und R- Isoenzyme [58, 88].

Die Genexpression wiederum steht unter hormoneller Kontrolle [134]. Die Organspezifitét
dieser Isoenzyme in ausdifferenzierten Geweben ist unterschiedlich.
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Die Pyruvatkinase vom Typ L ist das spezifische Enzym der Leber ( Liver type) und der
proximalen Nierentubuli. Der Typ R erscheint in Erythrozyten, wobel reife Erythrozyten
lediglich die R-PK enthalten, unreife Formen auch coexpressiv fir R-PK und M2-PK sind
[74]. Die Pyruvatkinase R1-PK ist prddominant in Erythroblasten und besteht aus 4
identischen L™ Untereinheiten.

Die L- type Pyruvat Kinase setzt sich aus 4 identischen L -Subgruppen zusammen (L4),
wohingegen die Hauptform des in Erythrozyten enthaltenen Enzymes (R-PK) als ein
Heterotetramer mit jeweils zwei unterschiedlichen Subentitéten (L2L2") figuriert [57]. In der
Lunge kommt Uberwiegend die tetramere Form der M2-Pyruvatkinase vor [15,127,128].
Weiterhin wird wahrend der embryonalen Entwicklung sowie auch in proliferativ aktiven
Geweben des erwachsenen Organismus, zum Beispiel Darm und Hautepithel, die
Pyruvatkinase Typ M2 (M2-PK) exprimiert [75]. 1986 gelang Kechemir et al. der Nachwels
von M2-PK in menschlichen Leucozyten [59].

Eine bis zu 600- fache Erhdhung der Pyruvatkinase konnte in neutrophilen Leucozyten
regelhaft bel polytraumatisierten Patienten im Zuge des entgleisten intrazelluléren
Glucosestoffwechsels unter Stressbedingungen beobachtet werden [90].

Netzker et al. wiesen die zellzyklusspezifische Expression von M2-PK in proliferierenden
Thymozyten von Ratten nach [86]. Die Pyruvatkinase Typ M1 wird vorzugsweise in
Geweben exprimiert, in der hauptséchlich die Glucose der Bereitstellung von Energie dient,
vornehmlich also in Muskel und Gehirnzellen, insbesondere im Herzmuskel vorkommend
[94]. Nach der Entwicklung von selektiven monoklonalen Antikorpern gegen die Tumor-M2-
PK ohne Kreuzreaktivitdt zu anderen Isoenzymen oder der tetrameren Form der
Pyruvatkinase wurde die Wertigkeit der Tumor-M2-PK in der Diagnostik und
Verlaufsbeobachtung einer Reihe von Tumoren untersucht. Bereits 1993 wurden
diesbeziiglich erste Studien publiziert [77], jedoch ist der kommerzielle Einsatz dieses
Markers erst seit 1998 maoglich.Grund dafir ist die wechselhafte Stabilitdt der M2-PK im
Serum, insbesondere bei Versand von Vollblut. Dies ist einerseits auf eine Freisetzung der
Pyruvatkinase aus Erythrozyten und Leucozyten zurlickzufihren, andererseits kommt es
temperaturabhéngig zu einem proteolytischen Abbau mit signifikant abnehmender
Konzentration im Verlauf weniger Tage. Diese Storgrossen werden bel Verwendung von
EDTA-Plasma weitgehend vermieden (s.Diagramm Il, S.61). Es steht nun ein spezifischer
Enzymimmunoassay zur Verfigung , mit dem die Tumor M2-PK nun auch im EDTA- Plasma
quantifiziert werden kann.
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4. Rolle der Pyruvatkinase Typ Tumor M2 als Tumormarker und im
Tumor stoffwechsel

Der Metabolismus von Tumorzellen ist charakterisiert durch ein hohes Aktivitatspotenzial der
sogenannten ,aeroben*  Glykolyse. Tumorzellen weisen gemeinsam mit normal
proliferierenden Zellen in der G1- Phase des Zellzyklus kontinuierlich hohe Konzentrationen
von Glykolysemetaboliten auf, z.B. das Glucose-6-Phosphat und das Phosphoenol pyruvat.
Die M2-PK ist physiologischerweise nur in der Lunge zu finden, hier jedoch nur in der
tetrameren Struktur [15,127,128].

In normal proliferierenden Zellen besteht die M2-PK aus 4 gleich grossen tetramerisch
angeordneten Untereinheiten. 1983 wurden erstmals durch Eigenbrod et al. die strukturellen
und biochemischen Untergruppen der Pyruvatkinase ndher untersucht [25].

Bel der Tumor-M2-PK handelt es sich um die dimere Form des Isoenzyms M2 der
Pyruvatkinase, welches in Tumorzellen Uberexprimiert wird und daher in Blut und
Blutprodukten aufgrund von Tumorzellzerfall und konsekutivem erhthten Zellumsatz
messbar wird. Dieses Isoenzym unterliegt einer komplexen Regulation durch Aminosiuren,
Fructose- 1,6- Bisphosphat sowie durch hormonell induzierte und auch onkogen
programmierte Phosphorylierung durch die PP60v-src-Tyrosinkinase.

Die Inaktivierung der in Tumorzellen Uberexprimierten Isoform M2-PK erfolgt durch eben
dieses Enzym durch Phosphorylierung der Aminosauren Tyrosin und Serin des Tetrameren,
welcher dadurch in Uberwiegend monomere und dimere Isoenzymformen zerfalt.

Die dimere Form zeichnet sich mit einer geringen Affinitét zum Substrat Phosphoenolpyruvat
aus. Die partielle Inaktivierung der Pyruvatkinase und Pyruvatenolase auf der einen Seite und
eine Uberaktivierung der Hexokinase und Phosphofructokinase auf der anderen fiihrt zu einer
Expansion der Phosphometaboliten, die ihrerseits im Rahmen der Tumorentwicklung as
Zellbausteine zur Verfigung stehen. Gleichzeitig sind die intrazelluldr anflutenden
Phosphometaboliten wie Fructose 1,6-bisphosphat, Ribose 5-P, UDP- Glucose, UTP, NAD,
P-Ribose-PP diagnostisch hilfreich in der 31-P-spezifizierten Magnet-Resonanz-Tomographie
hinsichtlich der Detektion von soliden Tumoren [18,27]. Auch aus der bereits beschriebenen

erhohten Glykolyserate von Tumorzellen 1&sst sich diagnostischer Nutzen gewinnen.
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Die Positronenemissionstomographie (PET) stellt eine derzeit in weltweit laufenden Studien
befindliche nuklearmedizinische Funktionsdiagnostik dar, welche die regionalen
Stoffwechselvorgange mit Hilfe des Glucoseanalogons und Radiopharmakons *®Fluor-2-
Fluor-2-Deoxy-D-Glucose (FDG) untersucht, so dal3 auch der Begriff des ,metabolic
imaging* gepragt wurde [3]. Die nach Positronenemission entstehende V ernichtungsstrahlung
wird in anreicherndem Gewebe registriert und computerunterstiitzt dargestellt [42]. Die PET
hat sich fir den Nachweis und das Staging von Tumoren sowie der posttherapeutischen
Differenzierung einer Narbe bzw. ener Nekrose von enem Tumorrezidiv beim
Bronchialkarzinom und bei kolorektalen Tumoren bereits bewahrt [3,34].

Fur urologische Tumoren liegen jedoch bisher erst kleine Studien zur Bedeutung der FDG-
PET vor [52], sie scheint alerdings beim Seminom hilfreich zu sein, weil sie zwischen
aktivem Tumor sowie Nekrose oder Fibrose unterscheiden kann [84].

In allen bisher untersuchten Tumorzellen kommt es zur Uberexpression der Pyruvatkinase mit
einem ,shift* zum Isoenzym M2-PK. Liegt dieses inaktiv in monomerer, dimerer oder
trimerer Form vor, wird es als Tumor M2-PK bezeichnet. In Tumorzellen findet sich
hauptséchlich die dimere Form, welche fir deren Stoffwechselfunktionen grosser Bedeutung
ist. Sie fuhrt aufgrund ihrer speziellen kinetischen Eigenschaften dazu, da? Kohlenhydrate
nicht mehr zur Synthese von Fetten verwendet oder der Energiegewinnung zugefihrt werden,
sondern vorrangig in die Nucleinsduresynthesewege (DNS/RNS) eingeschleust werden
[77,92,116]. Ausreichende Mengen von DNS und RNS sind aber die Voraussetzung fur
unbegrenzte Zellteilungen [75].

Die inaktive Form der Pyruvatkinase vom Typ M2 wurde in den vergangenen Jahren fir
verschiedene Tumorentitdten als moglicher verwertbarer Marker naher untersucht.
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Il. Methodisches Vorgehen

Tumor M2-PK wurde in Serumproben mittels eines kommerziellen ELISA-Kit (Enzyme-
Linked | mmuno Sorbent Assay) quantifiziert.

1. Patientenauswahl:

Die Serumproben stammen von insgesamt 35 Patienten, die von Mai 1999- Mé&rz 2000 in der
Urologischen Abteilung des Bundeswehrkrankenhauses Hamburg aufgrund eines
Hodentumors der Stadien I-111 nach UICC behandelt wurden.

Hier werden seit 1980 pro Jahr im Mittel 70 Neuerkrankungen an Keimzelltumoren
registriert. Die relevanten Daten dieser Patienten werden in einer Datenbank gespeichert und
sind somit langfristig zuganglich.

Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einversténdnis zur Verschickung und weiteren
Untersuchung von Kdrpermaterial zu wissenschaftlichen Zwecken.

Eine moglicherweise ethisch bedenkliche Erweiterung der diagnostischen respektive
therapeuti schen Mal3nahmen entstand aus den Untersuchungen nicht.

2. Material und M ethoden

Von den 35 konsekutiven Patienten mit Keimzelltumoren des Hodens wurden — sofern
intraoperativ moglich- Proben aus dem Blut der Vena testicularis und regelhaft aus der Vena
cubitalis untersucht, die wahrend des Standardeingriffes beim malignen Hodentumor- der
hohen inguinalen Semikastratio [131]- gewonnen wurden.

Das Blut der Vena testicularis wurde intraoperativ. wahrend der Hodenfreilegung durch
Préparation einer kréftigen Vene des Samenstranges gewonnen, in die durch eine Venotomie
eine Teflon-Kanile in testicularer Richtung appliziert wurde, danach erfolgte die Aspiration
von bis zu 10 ml Hodenvenenblut fir verschiedene Markeruntersuchungen. Diese
Blutgewinnung geschah vor der Mobilisation des Hodens aus dem Skrotum, um keine
artifizielle Verschleppung von Tumor oder Tumorsubstraten zu provozieren oder
systematische Fehler bei den zu messenden Substraten zu erzeugen.

Die Proben aus dem Blut der Vena cubitalis wurden unmittelbar préoperativ, am 1. sowie am

5. Tag postoperativ und danach einmal wéchentlich abgenommen.
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Gelegentlich gestaltete sich die Gewinnung des Hodenvenenblutes schwierig, da nur dinne
Venen vorliegen, welche unter der Aspiration leicht kollabieren. Es konnten daher bisweilen
nur geringe Mengen von Hodenvenenblut asserviert werden.

Um einen Einfluss der EDTA auf die unterschiedlichen Blutvolumina auszuschliessen, wurde
von einem Patienten mit hoher Tumorbeladung und zu erwartender hoher M2PK-
Serumkonzentration eine Verdinnungsreihe angelegt, bei der verschiedene Volumina des
gewonnenen Hodenvenenblutes in die standardisierten EDTA Rohrchen verbracht wurden
(sa S 21111.1).

Im Blut der Venatesticularis und der Vena cubitalis werden in unserem Hause routinemal3ig
und im Zusammenhang mit laufenden Studienprotokollen folgende Parameter bestimmt:
AFP, b-HCG, LDH und PLAP as Tumormarker, Ostradiol, Testosteron und Inhibin-B als
testiculare Sexualhormone sowie LH und FSH als Reprasentanten der hypophyséar gonadalen
Achse. Zusétzlich wurde in dieser Arbeit noch das CRP (C- reaktives Protein) mit untersucht.
Bel den 35 untersuchten Patienten lag das mittlere Alter bei 29 Jahren, der Altersrange betrug
20-45 Jahre, dies entspricht einem reprasentativen Querschnitt aus der Grundgesamtheit

(s. Abb. 1, S.49).

Von den 35 Patienten hatten 21 ein Nicht-Seminom und 12 ein Seminom. 1 Patient wies eine
testiculare intragpitheliale Neoplasie (TIN) auf und 1 Patient hatte einen LEYDIG-Zéll-
Tumor (s. Abb. 2, S.49), auch diese Verteilung ist représentativ.

Von den Patienten mit Keimzelltumoren waren 18 in den Stadien [, 7 in den Stadien 11 A/B/C
und 8 im Stadium Il (s. Abb. 3, S50). Das intraoperativ gewonnene Blut aus den
Hodenvenen wurde sofort in EDTA-Monovetten verbracht.

Das Blut der Vv. cubitales wurde direkt mit Kalium- EDTA- Monovetten (Firma Sarstedt,
Nurnbrecht) abgenommen. Nach Zentrifugation und Dekantierung wurden diese Plasmen auf
— 20° C eingefroren. Der Probentransport ins Labor erfolgte ebenfalls tiefgekihlt. Die Proben
wurden in zwei Serien in Doppel bestimmung gemessen.

Alle Proben wurden nur einmal eingefroren und einmal zur Messung aufgetaut.

Die M2-PK -Testungen erfolgten in einem geeigneten Labor (Praxisgemeinschaft Dr. Fenner,
Hamburg).
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3. Untersuchte Parameter und Nachweisverfahren

Ausser der Tumor M2-PK wurden aus den Serumproben die Tumormarker AFP, PLAP, b-
HCG und LDH bestimmt, dariiber hinaus die Steroide Testosteron und Ostradiol sowie die
Gonadotropine FSH und LH ermittelt. Letztgenannte besal’en keine Relevanz in den
durchgefihrten Untersuchungen.

AFP (Alpha—1 - Fetoprotein)

ECLIA der Firma Roche

Mefdbereich [U/mI]: 0,500- 1000

Referenzbereich: -5,8
Sensitivitat: >0,50
Spezifitét: keine Angaben

b- HCG ( humanes Beta- Choriongonadotropin )
Mikropartikel — Enzymimmunaassay ( MEIA ) der Firma Abbott
Mefdbereich [U/l]:  keine Angaben
Referenzbereich: 0-7,0
Sensitivitét: >2,0
Spezifitét: < 0,08 % Kreuzreaktivitdt mit LH, FSH und TSH
hPLAP ( humane plazentar e alkalische Phosphatase
ELISA der Firmalnnogenetics
Mefbereich [U/l]:  keine Angabe

Referenzbereich: - 100
Sensitivitét: <30
Spezifitét: < 0,01 % Kreuzreaktivitéat mit anderen akalischen Phosphatasen

LDH ( Lactatdehydrogenase)
Extinktionstest fir COBAS Integra der Firma Roche
Meldbereich [U/l]:  keine Angabe
Referenzbereich: 135-225
Sensitivitédt/Spezifitét: keine Angaben
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CRP ( C- reaktivesProtein [ Latex ] )
Partikel verstérkte immunoturbidimetrische Bestimmung der Firma Roche

Messbereich [mg/l]: 0- 160 ohne Verdiinnung
Referenzbereich: <5mg/l

Spezifitét/ Sensitivitét: keine Angaben

Tumor M2-PK

Enzymimmunoassay (EL1SA) der Firma ScheBo®- Biotech, Giessen.

Messbereich [Units/ml]: 5-100 . Werte unterhalb des niedrigsten Standards werden als <5
U/ml angegeben, Werte oberhalb des hdchsten Standards sollten als

> 100 U/ml angegeben werden.

Referenzbereich: vorlaufiger Normalbereich: < 22,5 U Tumor M2-PK /ml
im EDTA Plasma, Graubereich 15-25 U/ml
Spezifitat: >90% fur die dimere, aktive Form

4. Testprinzip der quantitativen Bestimmung

Bel dem Tumor M2-PK-Assay (Firma ScheBo®-Tech, Giessen) handelt es sich um einen
Sandwich-Enzym-Immuno-Assay im 96-well-Mikrotiterplattenformat mit zwei monoklonalen
Antikorpern , welche hochspezifisch sind fur die Tumor-M2-PK und keine Kreuzreaktivitéten
mit anderen Isoenzymen der Pyruvatkinase ( Typ L, R, M1 und M2 ) aufweisen, insbesondere
nicht mit der tetrameren Form der M2-PK.

Die ELISA Platte ist mit einem monoklonalen Antikorper, der nur das 1soenzym der humanen
Pyruvatkinase Typ Tumor M2 ( Tumor M2- PK) erkennt, beschichtet.

An diesen bindet sich im ersten Inkubationsschritt die Tumor M2-PK aus dem Patienten-
EDTA-Plasma, Tumor M2- PK wird durch Bindung am Antikorper immobilisiert. In einem
zweiten Inkubationsschritt bindet dann ein biotinylierter zweiter monoklonaler Antikorper.
Der Komplex reagiert anschlief3end mit dem Konjugat von POD (Peroxidase) und
Streptavidin. Die Peroxidase oxidiert anschlief3end das Substrat ATBS (2, 2°- Azino —bis<(3-
ethylbenzathiazolin-6-sulfonsdure). Die Farbreaktion wird abgestoppt und abschlief}end die
ATBS bel 405 nm mit Hilfe eines Mikroplattenreaders photometrisch gemessen. Die
Referenzwellenlange betragt 492 nm

Standards, Kontrolle und Tumor M2-PK enthalten als Konservierungsmittel das Natriumsalz

der Stickstoffwasserstoffsaure, das Natriumazid.
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Detaillierte Beschreibung:

Alle Bestandteile des Testkits werden bis zu ihrer Verwendung bei 4-8° Celsius gelagert und
mussen kurz vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden. Die Patientenproben
werden aufgetaut und griindlich gemischt.

Es wird nun der Proben/Waschpuffer hergestellt. Hierzu werden 100 ml Proben /Waschpuffer
mit 400 ml Aqua bidestillata vermischt.

Danach wird die eingeschweisste ELISA- Platte vorbereitet. Diese enthdlt 12 ELISA-
Teststreifen , die mit einem monoklonalen Antikorper gegen den Tumormarker Tumor M2-
PK geschichtet sind (insgesamt 96 Vertiefungen). Vor dem Offnen muR die Platte
Raumtemperatur erreicht haben.

Verdinnungen der zu untersuchenden EDTA- Plasmen:

1:100 = 10 m EDTA Plasma + 1000 m Proben/ Waschpuffer nach guter Durchmischung.
Danach Herstellung der anti Tumor M2-PK bio in 1:100 Verdinnung ( z.B. Ansatz fur 12
Teststreifen = 1 Platte = 60 ml anti Tumor M2- PK bio werden pipettiert und mit 6,0 ml
Proben/ Waschpufferldsung versetzt) .

Die Standards sind gebrauchsfertig und werden in Reihe 1 und 2 der ELISA- Platte as
Doppelwerte in die entsprechenden Vertiefungen mit jeweils 50 m pipettiert.

Hierbe entsprechen:

Standard 1 =5 U/ml
Standard 2 = 15 U/ml
Standard 3 = 40 U/ml
Standard 4 = 100 U/ml

Die Kontrolle ist ebenfalls gebrauchsfertig und wird mit jeweils 50 m in 2 willkirlich
gewdhlte Vertiefungen pipettiert. Dabel hat die Kontrolle einen Wert von 20 U/ml £ 10%.
Von den verdinnten EDTA- Plasma Proben werden jeweils 50 m nebeneinander als

Doppelwerte in die weiteren Vertiefungen pipettiert.
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Nun werden Mikrofugenréhrchen (1,5 ml) mit B1 und B2 fur ,Blanks®, S1 bis $4 fur
Standards und P1 bis P42 fiir die zu untersuchenden Proben beschriftet. S1 bis $4 werden wie
oben angegeben befillt und in die Vertiefungen B1 bis E2 verbracht.

Die beiden Blanks werden jeweils mit 50 m Proben/ Waschpuffer beflillt und besetzen die
Vertiefungen A1 und A2. Die Kontrolle kommt in die Vertiefung F1 und F2. Dann wird die
Patte 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgt nun der Waschvorgang: der Inhalt
der Vertiefungen wird verworfen.

Die Vertiefungen der Platte werden dreima mit Proben/Waschpuffer (8- Kanalpipette)
ausgewaschen (250 ni/ Vertiefung), die Waschlésung wirkt bei jedem Waschschritt
mindestens 1-2 Minuten ein. Flussigkeitsreste werden durch Ausklopfen auf sauberen
Papiertlichern vollsténdig entfernt.

Konjugat und Substratinkubation

Es wird jetzt der biotinylierte zweite monoklonale Antikdrper zugegeben, jeweils 50 i pro
Vertiefung, wie oben beschrieben auf 1: 100 verdinnt.

Danach erfolgt die erneute Inkubation bei Raumtemperatur fir 30 Minuten. Der Inhalt der
Vertiefungen wird verworfen, die Vertiefungen selbst dreimal mit je 250 m Proben/

Waschpuffer ausgewaschen.

Inkubation mit POD- Streptavidin

Zugabe von 50 ml gebrauchsfertiger POD- Streptavidin Lésung pro Vertiefung. Danach
erneute Inkubation unter lichtgeschitzten Bedingungen fir 30 Minuten.

Wieder Verwerfen des Inhaltes der Vertiefungen und erneutes 3- maliges Auswaschen mit
250 m Proben/ Waschpuffer.

Farbreaktion

Zugabe von 100 m der gebrauchsfertigen Substratlosung in jede Kavitét, danach erneute
lichtgeschiitzte Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Dann Einbringen von 100 m Stopldsung zum Unterbrechen der Farbreaktion und

anschliessendes Schiitteln auf dem Kreisalmischer.
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M essung

Die OD (Optical Density)- Messung erfolgt bei 405 nm zwischen 5 und 30 Minuten nach
Zugabe der Stoplosung.
Vor der Messung muld die ELISA Platte sorgféltig geschittelt werden. Wird gegen eine

Referenzwellenlange gemessen, so sollte diese 492 nm betragen.

Quantitative Auswertung

a. Manuelle Auswertung

Nach Subtraktion des Blank Mittelwertes wird der Mittelwert der Absorption der
Doppelwerte berechnet. Die Konzentration des Standards (Abszisse) wird gegen lhre
Absorption (Ordinate) aufgetragen (doppeltlogarithmische Darstellung der Standardkurve).
Fur die Patientenproben werden die Werte direkt an der Standardkurve abgel esen.

Proben mit einer Tumor- M2- PK — Konzentration von > 100 U/ml wurden am selben Tag in
einer 1.5 bis 1:10 Verdunnung nachuntersucht. Messergebnisse aus dem Bereich 15-20 U/ml
sind fraglich (Graubereich) und wurden mit einer neuen Probe wiederholt.

b. Auswertung mittels EL|SA — Software

Die Plattenbelegung wird beziiglich der Blanks, Standards und Proben definiert. Als Methode
wird die lineare Regresson mit log-log Skalierung gewdahlt.Nach Informationen des
Herstellers liegt der mittlere Intraassay-V ariationskoeffizient bel 3,5 % (2,4 bis 7,0 %), der
Interassay-V ariationskoeffizient bei 5,3 % (3,3 bis 7,5 %), ein nach Angaben des Herstellers
sehr gunstiger Wert. Der Referenzbereich dieser Methode reicht bis 22,5 U/ ml, die Spezifitét
liegt bel 90 bis 95 %.
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5. Statistische Testverfahren

Die Daten wurden mit Hilfe von Excel- Tabellen katalogisiert, miteinander korreliert und
teilweise mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS 9.0 fur Windows ausgewertet.

Hierbel konnten Regressionsanalysen und Bestimmtheitsmalie berechnet werden.

Die Regressionsanalyse betrachtet die Mdglichkeit der linearen Abhéngigkeit zweier
Merkmale, der Graph aller Datenpaare ist als Punktwolke dargestellt. Das Bestimmtheitsmal3
stellt einen Test zur Prifung korrelativer Zusammenhange dar.

Hierbel ist das Verhditnis des Anteils der Streuung der Punkte auf der Geraden zur
Gesamtstreuung das Mal3 fir die Schérfe, mit der die Gerade bestimmt wird. Als statistische
Untersuchungen kamen nichtparametrische Testverfahren wie der Kruskal- Wallis- Test |,
Mediantest sowie der Jonckheere- Terpstra- Test bei mehreren Stichproben zur Anwendung
(5.5.63-66).

So konnten die Unterschiede zwischen den M2-PK- Werten auf ihre Signifikanz hin Gberprift
werden. Das Signifikanzniveau fur die Zurlickweisung der Nullhypothese, also die
Wahrscheinlichkeit, dal3 zwei zu messende Gruppen in sich gleich sind, sollte unter einem
alpha- Wert von 0,05 liegen.

[11. Ergebnisse

1. Verdunnungsreihe

Zum Ausschluss eines Einflusses der EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid)
Konzentration in den Probenréhrchen auf die Mel3werte wurde eine Verdinnungsreihe
durchgefihrt.

Blut der Vena cubitalis eines Patienten mit einem Nichtseminom im klinischen Stadium 111
(UICC) und hoher M2PK Markerbeladung wurde in EDTA- Monovetten abgefllt.

Eine Monovette wurde mit 1 ml, eine mit 1,5 ml, eine mit 2,0 ml und eine mit 2,5 und 3,0 ml
befillt.

Die gemessenen Konzentrationen von Tumor- M2PK betrugen in den Proben 126,143, 128,
157 und 137 U/ml. Der Median lag bei 137,0 U/ml, der Mittelwert bei 138,2 U/ml.

Die Standardabweichung um den Mittelwert entspricht dabei 4,54 % und liegt mithin
innerhalb der vom Hersteller angegebenen Intra- Assay- Variationskoeffizienz.

Daher kann angenommen werden, dal’3 die Konzentration des EDTA in der Probe keinen
Einflud auf die Mel3werte hat.
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2. Konzentration von Tumor M2-PK im peripheren Venenblut und im
Hodenvenenblut

Zundchst auffdlig waren die relativ dhnlichen Messungsergebnisse der M2-PK im
Hodenvenen wie auch im Cubitalvenenblut.

Dies widerspricht den eigenen Beobachtungen, da die etablierten Tumormarker und
Fertilitdtsparameter regelhaft mit deutlich hoherer Konzentration im Hodenvenenblut

nachzuweisen sind. Zur Definition der im weiteren Textverlauf angegebenen Mef3zeitpunkte:

TagO: entspricht Abnahme 1 (= préoperativ)
Tag 1: entspricht Abnahme 2 (= erster postoperativer Tag)
Tag5: entspricht Abnahme 3 ( = finfter postoperativer Tag)

Tag 8-13.:  entspricht Abnahme 4

Tag 15-20:  entspricht Abnahme 5

In der Auswertung sémtlich ermittelter M2-PK Werte kamen wir zu folgenden Ergebnissen:
Bel 23 Patienten konnte M2-PK im Blut der Vena testicularis zwischen 1,7 U/ml und 190
U/ml gemessen werden. Der Median lag bei 8,8 U/ml, der Mittelwert bei 21,7/ml bei einer
Standardabwei chung von 39,3 (s. Abb.4, S. 50).

Im Blut der V.cubitalis ergaben sich fir die préoperativ am Operationstag abgenommenen
M2-PK Parameter: Minimum 1,7 U/ml, Maximum 170 U/ml, Median und Mittelwert bei 7,3
resp. 19,9 U/ml bel einer Standardabweichung von 35,3 U/ml ('s. Abb. 5, S. 50).

Das Verhdltnis der Konzentrationen an M2-PK im Cubitalvenenblut zur Hodenvene betragt
somit 1: 1,1.

Die Korrelationen zwischen Hoden und Cubitalvenenblut und der M2-PK Verlauf sollen nun
im folgenden Gegenstand der Betrachtung sein.
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3. Regressionsanalysen

a. Testicularvenenblut (VT)/ Cubitalvenenblut (VC)(alle Tumoren)

In der Regressionanalyse ergaben sich aus den am Operationstag entnommenen Werten aus
der Vena cubitalis (M2PK-0 VC) und den aus der Vena testicularis ( M2PK-0 VT) folgende
Ergebnisse:

Die Regressionsgerade folgt der Formel M2PK(VT) = 0,2222 (M2PK{VC})+ 18,537, das
Bestimmtheitsmal3 lag bei 0,0024 und 0,0031 (s. Abbildung 6, S. 51)

b. Testicularvenenblut/ Cubitalvenenblut ( klinisches Stadium |)

Auch bei diesen Patienten ergab sich keine signifikante Regression zwischen den
Wertereihen, das Bestimmheitsmal} lag bei 0,0166, die Regressionsgerade folgte der Formel
M2PK (VT) = 0,212( M2PK{VC}) +7,6902 ( s. Abb. 7, S51).

c. Korréation Testicularvenenblut/ Cubitalvenenblut ( nur Seminome)

In der Regressionsanalyse VT/VC ausschliesslich bei Seminomen zeigt sich eine vollig
uneinheitliche Punktwolke ohne Signifikanz, das Bestimmtheitsma ist R* = 0,1136, die
Regressionsgerade folgt der Formel M2PK (VC) = 0,1211(M2PK{VT}) + 8,4261

(s Abb. 8, S. 52).

d. Korrelation Testicularvenenblut/ Cubitalvenenblut ( nur Nicht- Seminome)

Auch hier finden wir eine uneinheitliche Punktwolke, R®> weist den Wert 0,0001 auf, die

Regressionsgerade folgt der Formel M2PK (VC)=0,0126(M2PK{V T} + 11,788.
(s. Abb.9, S. 52).
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4, M2-PK Verlauf

Im Verlauf der Hodentumorerkrankung zeigte sich bel allen Patienten fir M2PK folgende
Entwicklung:

Am Operationstag (préoperativ) lagen die Werte zwischen 1,7 und 170,00 U/ml bei einem
Median von 7,3, einem Mittelwert von 19,8 U/ml und einer Standardabweichung von 35,3
(s.Abb4,S50).

Am ersten Tag nach hoher Ablatio testis lagen die Werte fir alle Patienten zwischen 3,30
U/ml und 106 U/ml. Der Median wurde mit 11,5 U/ml ermittelt, der Mittelwert betrug 20,9
U/ml, die Standardabweichung 23,6 ( s. Abb. 10, S. 53).

Am 5. postoperativen Tag wurden die Minimal und Maximalwerte zwischen 7,9 und 181 U/
ml bestimmt. Der Median lag bei 19,3 U/ml, der Mittelwert bei 29,3 U/ml und die
Standardabweichung bei 39,2 (s. Abb. 11, S. 53).

In der vierten Messung lagen die Werte zwischen 5,5 und 142,0 U/ml. Der Median betrug
18,8, der Mittelwert 31,4 U/ml. Die Standardabweichung wurde mit 37,1 U/ml ermittelt.
Schliesslich wurden in einer 5. Messung die Werte zwischen 4,4 und 68,8 U/ml bestimmt.
Der Median lag bei 20 U/ml, der Mittelwert bei 28,3 U/ml und die Standardabweichung bei
30,0 U/ml.

Die Trendlinie Uber alle Mel3zeitpunkte zeigt einen ansteigenden Verlauf, wobei das
Bestimmtheitsmal? fir die Mediane von 0,652 und fur die Mittelwerte von 0,4229 signifikante

Verteilungen um den mathematisch errechneten Verlauf annehmen lassen ('s. Abb. 12, S. 53)

Zusétzlich wurden die M2-PK Werte hinsichtlich ihres Unterschiedes in den Lugano- Stadien

(1-111) mit Hilfe von SPSS 9.0 fur Windows nichtparametrischen Tests unterworfen. Im
Kruskal- Wallis- Test zeigte sich ein Unterschied der Werte M2-PK zum Zeitpunkt 1 und M2-
PK zum Zeitpunkt 2 gegeniber der Grundgesamtheit mit akzeptablen Signifikanzen mit
einem p- Wert von 0,034 bzw. 0,032, wohingegen sich die Werte zwischen dem Zeitpunkt O
und Zeitpunkt 3 nur mit einer schwachen Signifikanz bel einem p- Wert von 0,140
unterschieden. (s. nichtparametrische Tests/ deskriptive Statistiken S.63-66).



25

a. Stadienabhangige Betrachtung von Trendlinien der Mediane und Mittelwerte

ale Tumoren Stadium |

Die Werte am Operationstag lagen bei diesen Patienten zwischen 1,7 und 60,3 U/ml, der
Median bei 6,0 U/ml, der Mittelwert betrug 10U/ml. Am 1 postoperativen Tag lagen die
Werte fur M2PK zwischen 3,3 U/ml und 50,2 U/ml, Median 9,0 U/ml, Mittelwert 14 U/ml.
Am 5 postoperativen Tag wurde die M2PK zwischen 8 und 44 U/ml gemessen, der Median
lag bei 18, der Mittelwert bei 20 U/ml.

Bel weiteren Messungen zwischen dem 11 und dem 54 postoperativen Tag ergaben sich
Werte zwischen 4,4 U/ml 39,4 U/ml, der Median betrug jetzt 20,0 U/ml, der Mittelwert 28,3
U/ml. Die Regression folgte der Formel M2PK (VT)=5,3977xM2PK(VC) +0,4365 und einem
Bestimmtheitsmaf? (R?) von 0,9109 ( s. Abb. 13, S.54)

b. ale Tumoren Stadium Il C und 111

In den metastasierten Stadien 1l C und 111 stiegen die Mittelwerte und Mediane fir M2PK
ebenfalls an. Das Bestimmtheitsmalk (R?) lag hier bei 0,9799 (s. Abb. 14, S. 54 ).

3 Patienten in dieser Gruppe wiesen eine primar hohe Metastasenbeladung auf, der M2PK
Verlauf war wie folgt: ( Patient 11: 90,9 U/ml — 73,2 U/ml; Patient 12: 170 U/ml— 106
U/ml; Patient 29: 96 U/ml — 74 U/ml).

Betrachtet man M2PK hinsichtlich des Mel3wertes zum Zeitpunkt der Diagnose, zeigen sich
nur bel vier Patienten Werte deutlich oberhalb der Referenzgrenze von 22,5 U/ml. Bei drei
Patienten waren aber auch schon andere Marker (AFP, beta HCG) hoch positiv.

Es kam nur ein Patient vor, bei dem eine isolierte Erhthung der M2PK zum Zeitpunkt der
Diagnose vorlag.

C. Vergleichende Betrachtung der Referenzmarker
Bel der in dieser Arbeit vorgenommenen, vergleichenden Verlaufsstatistik der etablierten
Referenzmarker AFP, beta HCG und PLAP, ergibt sich fur diese ein vollig anderes Bild.



26

Sie weisen im zeitlichen Verlauf samtlich eine abfallende Tendenz auf, die Abfallkinetik ist
bei al diesen Markern konkordant.

Die Mittelwerte des AFP folgen im Verlauf nach der Primaroperation im Stadium | einem
linearen Abfall mit einem Bestimmtheitsmal3 (R?) von 0,882, die Mediane mit einem
Bestimmtheitsmal? von 0,798.

Ahnlich gute Bestimmtheitsmalie erreichen die Marker b- HCG (0,90 resp.0,92) und PLAP
(0,96-0,90) ('s. Abb. 15,16 und 17 S. 55/56).

Die Regressionsgeraden fallen also im Verlauf - im Gegensatz zur M2PK — ab. Gleiches gilt
fur die Stadien 11 A-C und 111.

( Abb.18 —20 S.56)

d: Trendlinien der etablierten Marker (alle Stadien)
Hier zeigt sich ein dhnliches Bild wie fur die isoliert ausgewerteten Stadium-1-Tumoren, die
Trendlinien zeigen im Mef3zeitraum einen stetigen Abfall. ( s. Abb. 21-24, S. 57-58).

€ Haufigkeit der Positivitéat der Marker

Von Interesse ist hier die Frage, bel wievielen Patienten ein Marker allein positiv ist. Dies war
fir das HCG und das AFP und die M2PK fur jeweils einen Patienten der Fall, fur die PLAP
bei 3 Patienten (s. Diagramm 1V, S. 62).

V. Diskussion

Beim Hodentumor liegen mit b-HCG, AFP, PLAP und LDH valide prognostisch-
diagnostische Marker vor [4,5,7,8,29,37,69,70,87,113,129]. Da jedoch lediglich 60-70% aller
Hodentumorpatienten einen oder mehrere dieser Marker aufweisen, werden weiterhin andere
maogliche Substanzen hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit als Tumormarker untersucht, um
diese diagnostische Licke zu verkleinern. So wurde die neuronenspezifische Enolase 1992
von Fossa et al. as Serumtumormarker fur Seminome vorgeschlagen [36], ohne allerdings in
der Folge eine grossere Rolle a's Hodentumormarker zu erlangen. Eigene Untersuchungen aus
den vergangenen Jahren haben verschiedene potentielle neue Marker Uberprift. ES liessen
sich prima hohe Serumspiegel fiir das Hormon Ostradiol nachweisen, welches auch im
Hodenvenenblut deutlich erhoht war.
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Es konnte jedoch dargestellt werden, daR Ostradiol kein unabhangiger Marker ist, da eine
Abhangigkeit vom gonadal-hypophysaren Regelkreis vorliegt. Das b- HCG ist strukturanalog
zum luteinisierenden Hormon (LH) und stimuliert die Leydig-Zellen.

In der Folge werden hohe Testosteronspiegel erzeugt, welche intratesticuléar wiederum zum
Ostradiol aromatisiert werden. Der gleiche Effekt lief3 sich beim Inhibin-B nachweisen. Auch
hier wurden beim Hodentumor primér erhdhte Spiegel nachgewiesen, die aber in gleicher
Weise von den b-HCG- Werten abhéngig sind. In diesem Fal kommt es zu einer
Stimulierung der Sertolizellen, die der Erndhrung der reifenden Samenzellen dienen.

Der idedle Tumormarker zeigt eine 100%ige Sensitivitédt und Spezifitét, sobald eine
Tumorerkrankung vorliegt und gestattet dariiber hinaus die verlassliche pratherapeutische
Zuordnung eines Patienten in eine Risikogruppe. In der Realitét existiert ein solcher Marker
jedoch nicht. Mangels eines geeigneteren Tumormarkers wurde beispielsweise vor der
Etablierung des prostataspezifischen Antigens (PSA) die durch Gutman 1938 erstmals as
Marker fUr das fortgeschrittene Prostatakarzinom beschriebene saure Prostataphosphatase
(PAP) trotz einer Sengitivitdt von lediglich 40% bei einer Spezifitét zwischen 95 und 100%
eingesetzt [40,99,108]. Erhéhungen der inaktiven, tumorspezifischen Form der Pyruvatkinase
Typ M2-PK sind bei einer Reihe von Neoplasien beschrieben und mit den spezifischen
Stoffwechsel prozessen wahrend der Tumorgenese korreliert worden [23,75,76,77,92,116].
Seinberg konnte in einem tierexperimentellen Ansatz zeigen, da} die Beigabe des
hepatocarcinogenen Agens N-Nitrosomorpholine (NNM) in das Trinkwasser von Ratten eine
deutliche Uberexpression von M2-PK in Hepatozyten verursachte [112].

Es liegen Arbeiten fir verschiedenste Tumorentitdten vor, so wurden das Colon, das
Pancreaskarzinom wie auch das hepatozellulére Karzinom immunhistologisch untersucht.
[16,23,92,93,111] und im Fall des Pancreaskarzinoms auch mit etablierten Tumormarkern
verglichen (s. Diagramm 1,S.60). Es existieren auch Untersuchungen zur moglichen
Wertigkeit der M2-PK als Screening Faktor bel Personen mit einem hohen Risiko fur die
Ausbildung eines Bronchialkarzinomes [116]. Mellati et al. wiesen deutlich erhohte
Konzentrationen von M2-PK in menschlichen Meningeomzellen nach [79]. Alle genannten
Arbeiten zeigten signifikant erhohte Tumor M2-PK Werte gegeniiber einem Normalkollektiv.
Die ausfuhrlichsten Untersuchungen hinsichtlich der Tumor M2-PK liegen derzeit fur das
Nierenzellkarzinom vor [10,15,33,44,49,89,93,127], fur das nach derzeitigem Erkenntnisstand
keine sensitiven Tumormarker zur Verfigung stehen. Beim Nierenzellkarzinom und dessen
Metastasen kommt es zur Uberexpression der L-Pyruvatkinase mit einem ,shift* zum

Isoenzym M2-PK im Sinne einer malignen Transformation [33].
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Alle genannten Tumorentitdten zeigten eine gute immunhistochemische Anférbung im
Vergleich mit benignem Gewebe des gleichen Organs [23].

Petri et al. haben 1996 mit einer quantitativ- immunhistochemischen Bestimmung der Tumor-
M2-PK im peripheren Venenblut in einer Serie von 22 Patienten mit loka begrenzten und
metastasierten Hodentumoren einen angeblich sehr sensitiven Marker fir Hodentumoren
postuliert [95].

Hierbei konnte in einer gesunden Vergleichsgruppe keine Erhdhung der M2-PK festgestellt
werden. Petri et al. berichteten weiter Uber quantitative Untersuchungen der Tumor M2-PK in
Seren einer Stichprobe von 34 Patienten mit verschiedenen nichtmaligen Erkrankungen der
Testes und legten den , cut off* -Wert fur eine Erhéhung der M2PK- Konzentration auf >20
U/ml fest. In einem Vergleichskollektiv von 22 Patienten mit ,, aktivem lokalen Hodentumor
und Metastasen” konnten bei 82% erhdhte M2-PK Werte dokumentiert werden. Insgesamt
dienten diese Ergebnisse als Bemessungsgrundlage fur die Bewerbung des Tumor M2-PK
Kits der Firma ScheBo Tech® beim Hodentumor. Eine Stadieneinteilung wurde nicht
vorgenommen.

Eine Differenzierung des Patientenkollektivs in Seminom und Nicht- Seminompatienten
erfolgte gleichfalls nicht. Zusétzlich ist zu berticksichtigen, daf3 es sich jeweils um kleine
Stichproben mit grosser Streuung gehandelt hat.

Weiterhin verglich Petri die M2-PK mit 3-HCG und AFP Messungen: die kombinierte
Sengitivitdt dieser beiden Tumormarker lag in dieser Arbeit lediglich bel 32% (7/22). Dies
steht zumindest partiell im Widerspruch zu den Ergebnissen von Bombardieri und Weissbach,
bei denen [3-HCG und AFP in 90-95% der Falle mit ausschliesslich metastasierter Erkrankung
erhoht aufgetreten waren [8,129]. Jene Patienten der Petri- Studie, die préoperativ hohe M2-
PK Werte boten und sich offenbar im Stadium | befanden, wiesen nach der Ablatio
zuriickgehende M2-PK Werte auf, wohingegen Patienten mit , prominenten Filiag" des
Priméartumors auch nach der Ablatio erhdhte M2-PK level beibehielten. Zusétzlich zur
Wertung der Tu M2-PK als ,, sehr sensitiver Hodentumormarker” raumte Petri der Tumor M2-
PK gleichzeitig den Status eines nicht organspezifischen Enzyms von ,hohem Wert in der
Diagnose verschiedenster Tumoren® ein.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, diese Daten zu Uberprifen und gegebenenfalls zu erhérten.
Hierzu dienten der Vergleich der Konzentrationen von Tu-M2-PK im Hodenvenen und
Cubitlavenenblut sowie die M2-PK Verlaufskinetik bei malignen Keimzelltumoren des
Hodens.
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Die Halbwertszeitkinetik im Vergleich mit den etablierten Tumormarkern AFP, b-HCG,
PLAP und LDH und im Anschluss die mogliche Abhangigkeit vom unspezifischen

Entziindungsprotein CRP wurden naher analysiert.

Uber die Verlaufskinetik der M2-PK bei Hodentumoren waren bislang keine Untersuchungen
durchgefiihrt worden, in der vorliegenden Studie wurden die Konzentrationséanderungen der

M2-PK im Hodenvenenblut dokumentiert. Dabel ergaben sich folgende Ergebnisse:

1.) Das fehlende Konzentrationsgefalle von M2-PK in Hodenvenen zu Cubitalvenenblut 1803t
nicht auf eine Produktionsstelle im Hodengewebe schliessen. Die Ergebnisse zeigen weder
eine Abhangigkeit vom Stadium, noch von der Tumorhistologie. ( Abbildungen 4-9, S 50-
52)

In den eigenen Untersuchungen wurde die TuM2-PK nach den eingangs aufgefihrten

Anforderungsprofilen fir einen Hodentumormarker Gberpruift.

Die TuM2-PK Konzentration im Hodenvenenblut und Cubitalvenenblut am Operationstag ist

beziiglich der Mef3parameter Median (8,8/7,3 U/ml)- Mittelwert (21,7/19,9 U/ml)- minimaler

(1,7/1,7 U/ml)/ maximaler (190/170 U/ml) Wert wie auch der Standardabweichung(39,3/35,3

U/ml) anndhernd identisch (Abb 4 u.5, S.50).

Dies widerspricht der Annahme, dal3 die Konzentration eines Markers im Hodenvenenblut

deutlich hoher als im Blut der Vena cubitalis sein soll, wenn er aus dem Hoden stammt. Fiet

et al. berichteten 1983 erstmals Uber den Nachweis von b-HCG im Hodenvenenblut von 2

Patienten mit Seminom [31]. Derselbe Autor gab 1985 bei 5 von 13 Patienten gegentiber

cubital erhthte b-HCG- Werte im Hodenvenenblut an [32].

In weiteren Untersuchungen zum Verhéltnis der Serum und Hodenvenenblutkonzentrationen

konnten Light et al. 1988 eine deutlich hohere Konzentration von AFP und -HCG im

Hodenvenenblut bel 8 Patienten nachweisen, alerdings ohne Angaben zu Histologie und

Stadium zu machen [68]. In der Arbeit von Mumperow et al. von 1990 wurde bei 78% der

untersuchten Patienten mit Seminom b-HCG in der Hodenvene erhdht gemessen,

demgegentiber liess sich dies nur in 25% in der Cubitalvene feststellen, womit die grossere

Sengitivitét der Markerbestimmung im Hodenvenenblut bewiesen werden konnte [85].

Hartmann et al. kamen 1997 zu dhnlichen Ergebnissen und stellten dar, dal3 bei Seminomen

zwar die Tumormasse und der Grad der Metastasierung mit der 3HCG Erhohung im

Cubitalvenenblut korrelierten, konnten jedoch auch nachweisen, dal [HCG im

Hodenvenenblut keine weiteren klinischen Informationen lieferte [43].
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Vor alem fur die Priméraggressivitét des Tumors scheint ein erhéhtes b- HCG kein Indikator
zu sein. Insgesamt unterscheiden sich allerdings die Ergebnisse hinsichtlich des
prognostischen Wertes von AFP, b-HCG und LDH von Studie zu Studie [50,123].

Nach Ansicht einiger Autoren stellt die Tu-M2-PK einen niitzlichen Marker in der Detektion
und in der Verlaufskontrolle bei einem Nierenzellkarzinom dar [114,127].

Die Relation von M2-PK Konzentration im Venenblut des tumortragenden Organs zum
peripheren Serum wurde ebenso beim Nierenzellkarzinom, alerdings nur mit sehr geringen
Fallzahlen, untersucht.

Hegele et al. ermittelten durch Bestimmung der TuM2-PK bel 10 Patienten mit
Nierenzellkarzinom —allerdings ohne weitere Spezifizierung des Tumorstadiums- keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich der Konzentration im Venenblut der tumortragenden
Niere im Vergleich zur Cubitalvene [44].

Im Gegensatz zu Hegele wiesen Wechsel et al. eine erhéhte Tumor M2-PK Konzentration im
Rahmen zeitgleicher Blutentnahmen aus der Vene einer Tumorniere und der V. basilica nach.
Hier zeigten sich in der Nierenvene durchschnittlich 30% hohere TuM2-PK-Werte im
Vergleich zum peripheren Venenblut [127], alerdings wurde lediglich bei 5 Patienten dieser
Vergleich vorgenommen. Trotz dieser niedrigen Fallzahl postulieren die Autoren, dal3 TuM2-
PK zu einem wesentlichen Anteil aus den Tumoren selbst stammen soll.

Als Erklérung hierfir kénnte die Tatsache dienen, dafi klarzellige Nierenzellkarzinome sich
durch eine zum Pyruvatkinasemetabolismus passende Glykogenspeicherung als
histomorphologisches Merkmal auszeichnen und daher Tumor M2-PK aus Nekrosezonen in
das Nierenvenenblut gelangt [49].

Im Gegensatz hierzu wurde in der eigenen Arbeit der Konzentrationsunterschied der M2-PK
im Hodenvenenblut zu peripherem Blut jeweils vor Ablatio testis lediglich mit 1:1,1 ermittelt.
Dies erscheint zu gering, um davon ausgehen zu kénnen, dal3 Keimzelltumoren des Hodens
M2-PK produzieren. Die Serumkonzentrationen von Cubitalvenen und Hodenvenenblut sind
im eigenen Patientenkollektiv unabhéngig vom Tumorstadium oder der Tumorhistologie (s.
Abb. 8-9, S52). Von besonderem Interesse war hierbel der Vergleich bel Tumoren im
klinischen Stadium I, da hier keine extragonadale bzw. extratumorale Sekretion eines Markers
zu erwarten ist [54,131].

Da extragonadale Metastasen Tumormarker exprimieren kdnnen, wurden die Patienten ohne
einen klinischen Hinweis auf Metastasierung im klinischen Stadium | gesondert betrachtet.
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Bel einer Produktion des Markers im Hoden musste das Konzentrationsgefélle bei den fir das
Stadium | ermittelten Werten zwischen Vena testicularis und Vena cubitalis am deutlichsten
in Erscheinung treten.

Wiein Abbildung Nr.7 dargestellt, liegt lediglich eine uneinheitliche Punktwolke vor. Es wird
nur ein Bestimmtheitsmal? R? von 0,0166 erreicht. Bei biologischen Untersuchungen sollte
man allerdings Bestimmtheitsmal3e erwarten, die Gber dem Wert von 0,5 liegen.

Eine lineare Korrelation zwischen Hodenvenen und Cubitalvenenblut konnte somit fir das
Stadium | nicht ermittelt werden. In der weiteren Differenzierung zwischen Seminomen und
Nichtseminomen liessen sich ebenfalls nur schlechte Korrelationswerte nachweisen, wie in
den Abb. 8 und 9 dargestellt (R*= 0,1136 fiir Seminome, 0,0001 fiir Nichtseminome). In der
Gesamtbetrachtung aller Tumoren (s.Abbildung 6, S.51) ergab sich ebenfalls ein schlechtes
Bestimmtheitsmal3 von 0,0024. Demgegeniber ergaben sich sehr gute Korrelationswerte bei
den etablierten Markern AFP und b-HCG mit Bestimmtheitsmal3en nahe dem Wert 1
(sAbb.26 und 27, S. 59,60). Insgesamt lassen die Ergebnisse den Schlu zu, dal3
Keimzelltumoren des Hodens keine M2-PK produzieren.

2.) Die Verlaufskinetik der Tu M2-PK zeigt -unabhangig vom Tumorstadium- keinen
hal bwertszeitgerechten Verlauf und korreliert nicht mit der Klinik (Abb. 13-17, Seiten 54-56)

Im Widerspruch zu den Ergebnissen von Petri, der bei Tumoren im Klinischen Stadium |
einen Rickgang der M2-PK Konzentration nach Ablatio testis beobachtet hat, fanden sich
diese Ergebnisse in den vorliegenden Beobachtungen nicht bestétigt (s. Abb. 13, S.54).

Im Gegenteil zeigten die Messungen einen postoperativen Anstieg der Tu-M2-PK,
rechnerisch ergab sich ein hohes Bestimmtheitsmal3 der Mittelwerte von R? mit 0,9109.

Im weiteren klinischen Verlauf konnten keine markeraktiven oder markerinaktiven
Metastasen bel den Stadium | Patienten in dieser Untersuchung nachgewiesen werden, welche
die fortschreitende Erhdhung der M2-PK hinlanglich hétten erkl&ren kdnnen.

In den Vergleichsberechnungen fir AFP und R-HCG zeigen die mathematischen
Darstellungen reziproke Verlaufe zur Tu-M2-PK (s. Abb. 15,16,17, S. 55-56). Es konnte
somit demonstriert werden, dal3 bei den nichtmetastasierten Tumoren ansteigende M2-PK
Werte im Verlauf nach der Ablatio testis, die bel diesen Féllen als radikale Tumorentfernung
anzusehen ist, auftraten. Dies widerspricht deutlich der in den verfliigbaren Literaturstellen
ermittelten Ergebnissen [95,126]. Der Verlauf korrelierte also nicht mit Reduktion der
Tumormasse durch die therapeutischen Mal3nahmen.
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Fur den seltenen Anstieg von [3-HCG und der AFP nach Ablatio bei nachgewiesenem Stadium
| liegen zwar einzelne Kasuistiken vor, diese sind jedoch im Zusammenhang des Phénomens
des falsch positiven Tumormarkers einzuordnen, das keinen Progrefd eines Hodentumors als
Ursache voraussetzt [14].

Lediglich bel den Patienten 11,12,28 und 31 wurde die M2-PK im Serum zum Zeitpunkt der
Diagnose oberhalb des vom Hersteller definierten Referenzbereiches gemessen, und zwar mit
den Werten 90,9, 170, 25,9 und 60,3 U/ml.

3 der 4 Patienten wiesen ein Stadium [1l mit grol3volumig metastasierten Keimzelltumoren
mit Absiedlungen in den Retroperitonealraum und die Lungen auf und erreichten nach
Therapie eine Vollremission.

Da die Sensitivitét von Hodentumormarkern auch vom Tumorvolumen abhangig ist [14],
wére in diesen Féllen ein Abfall der Tumormarker, allenfalls ein kurzfristiges Ansteigen im
Sinne eines marker release Phénomen bei Tumorzellzerfall unter der eingeleiteten
Chemotherapie zu erwarten gewesen. Auch hier konnte ein reziproker Verlauf in Gestalt eines
Markeranstiegs im Vergleich zu den etablierten Markern aufgezeigt werden.

In den metastasierten Stadien Il C und Il zeigten die Mittelwerte und Mediane fir M2PK
einen stetigen, allerdings mathematisch unzureichend gesicherten Anstieg, nachdem es nach
Ablatio zunéchst zu einem leichten Absinken der Tu-M2-PK Konzentration gekommen war
(s.Abb. 14). Die Werte der Referenzmarker stiegen bei diesen Patienten nur solange an, bis
durch den ersten Zyklus Chemotherapie nach dem PEB- Schema nach Einhorn ene
Tumormassenreduktion erfolgte [133]. Dieser Sachverhalt wird vor alem in den Kurven der
Einzelwerte fur AFP, -HCG und LDH in den Abbildungen Nr. 18, 19, 20 bei ebenfalls
akzeptablen Bestimmheitsmal3en deutlich. Vergleichbare Markerverlaufe sind in der Literatur
beschrieben [54,130]. Auch in den metastasierten Stadien lag demnach eine Diskordanz des
Tu-M2-PK Verlaufesim Vergleich zur Kinetik der etablierten Marker vor.

Nur gelegentlich zeigen sich erhthte Marker nach Abschlul3 der onkologischen Therapie.
Bevor AFP-Erhthungen as Anzeichen von Tumoraktivitét bewertet werden, sollten
L eberfunktionsstérungen durch die stattgehabte Chemotherapie ausgeschl ossen werden..
Einen der M2-PK dhnlichen Kurvenverlauf wies die Laktatdehydrogenase (LDH) auf. Dieser
Marker zeigt strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten zur Tumor M2-PK.

Es existieren 5 verschiedene Isoenzyme, in der Tertidrstruktur liegt die LDH ebenfalls as
Tetramer vor [29]. Weiterhin ist der biochemische Angriffsort der LDH dem der
Pyruvatkinase unmittelbar benachbart. Die Laktatdehydrogenase ist hinsichtlich ihrer
Wertigkeit als Tumormarker beim Hodentumor eingehend untersucht worden.
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In der vorliegenden Literatur zeigten LDH -Erhéhungen stets eine enge Korrelation zu einer
hohen Tumorbeladung [29,37,69,70,113]. Dies konnte in der eigenen Arbeit bestatigt werden.
Von den oben beschriebenen 3 Patienten mit primér hoher Tu-M2-PK wiesen Patient Nr. 11
eine Erhdhung der LDH auf 318 U/I, Patient Nr. 12 245 U/l und Patient Nr.31 eine LDH von
285 U/l auf.

Vergleichbar zur TuM2-PK Kinetik zeigen die Trendlinien der Mediane der LDH fur alle
Patienten in der Zeitachse zunéchst einen leicht ansteigenden Verlauf mit konsekutivem
Absinken unter der Therapie mit einem Bestimmtheitsmal3 R? von 0,3274 (s. Abb. 21, weitere
Marker s. Abb. 22-24, S57-58). Bei der isolierten Betrachtung von Patienten im Stadium [1C
und 11 kam es im Zeitverlauf bel der TuM2-PK ebenfalls zu einem Anstieg der Trendlinie
Uber den gesamten Mef3zeitraum (s. Abb.14), in der Einzelbetrachtung war lediglich beim
Patienten 11 am 21. Postoperativen Tag eine riucklaufige TuM2-PK zu verzeichnen (59,7-
>16,9 U/ml), korrespondierend zu einem weiterhin riicklaufigen LDH Verlauf.

Die Ergebnisse lassen darauf schliessen, daf3 die TuM2-PK wie LDH be hoher
Tumorbeladung vermehrt im Serum nachzuweisen ist und moglicherweise erst zu einem, in
dieser Arbeit nicht Uberpriften, viel spateren Zeitpunkt wieder abfdlt, der dann alerdings
auch fir die notwendige aktuelle klinische Entscheidungsfindung irrelevant wére.

Offen bleibt ebenfalls die Frage, wie die intrazelluldre Tu M2-PK in das Blut gelangt. Ein
Vergleich der serologischen Ergebnisse mit der Tumorgrdsse durch Wechsel zeigte beim
Nierenzellkarzinom keine Signifikanz [127]. Es fand sich jedoch eine hochsignifikante
Korrelation zu den Nekrosearealen des Nierentumors [126]. Diese Beobachtung scheint auch
fur gro3volumig metastasierte Hodentumoren zuzutreffen. Hieraus kann geschlossen werden,
dass die Spiegel der TuM2-PK im Serum maoglicherweise durch therapieinduzierte Zelllyse
erhoht werden. Damit scheint insbesondere fur kleine, nur mit einer geringen Nekroserate
behaftete Tumoren ene sSignifikante Erhéhung der Serum oder Plasmaspiegel
unwahrscheinlich. Der in der eigenen Untersuchung beobachtete Anstieg im Verlauf beim
Stadium | wird hierdurch alerdings nicht erkdrt. Demgegentiber zeigen die Arbeiten von
Wechsel et al. beim lokalisierten Nierenzellkarzinom, dal3 es nach Nephrektomie bei alen
Patienten zu einer Normalisierung der Serumlaborparameter von Tumor M2-PK innerhalb
von 11 Wochen kam. Im Rahmen einer langeren Nachbeobachtungszeit (6 Monate) ohne
Rezidiv konnten Hegele et al. gleichfalls eine Normalisierung der TuM2-PK Werte aufzeigen.
In metastasierten Stadien oder beim relapse persistierten allerdings postoperativ erhohte
Serummarkerlevel oder stiegen wieder an [125].



Eine initidle Unterscheidung zwischen loka begrenzten und metastasiertem
Nierenzellkarzinom ist nach Ansicht der Autoren nicht moglich.
In weiteren Arbeiten korrelierte die Tumor M2-PK Konzentration ebenfalls mit den nach
Robson- Kriterien [102] festgelegen Tumorstadien [10,93].
Direkt vergeichbar sind aber der Markerverlauf beim Hodentumor und dem
Nierenzellkarzinom nicht. Klassische Tumormarker mit definierter Halbwertszeitkinetik
fehlen bel letztgenanntem Tumor.
In einer neueren Untersuchung durch Roigas et al. konnten préoperativ signifikante
Erhohungen der TUM2-PK bel Patienten mit nichtmetastasierten und metastasierten
Nierenzellkarzinom im Vergleich zu gesunden Probanden ermittelt werden [15] (Diagr.111 und
V). Analog zu den eigenen Beobachtungen beim Hodentumor waren die Werte der Tumor
M2-PK am hochsten bei den Patienten mit einem metastasierten Nierenzellkarzinom und
koénnen somit als Ausdruck einer ausgepragteren Tumorlast interpretiert werden.
Die diesbeziigliche Sensitivitéat lag bei 66,7%. Zu ahnlichen Resultaten gelangten auch die
Arbeit von Oberneder et al. [89].

3.) Tumor M2-PK ist kein unspezfischer Entziindungsparameter und korreliert nicht mit dem

Zeitverlauf des C-reaktiven Proteins

Ob die Kinetik des Markers mdglicherweise auf eine postoperative Entzindungsreaktion
zurtckzufuhren ist, war Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Unter dem Eindruck der reziprok zu den etablierten Markern verlaufenden Kinetik wurde die
Korrelation der M2-PK zu dem unspezifischen Entziindungsparameter C- reaktives

Protein Uberprift. Messungen erhthter CRP- Konzentrationen als Hinweis fur einen
metastasierten Tumor sind in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Beim CRP handelt es sich um ein singuléres, einkettiges Polypeptid mit einer aus 187
Aminosduren bestehenden Sequenz. Das Molekulargewicht liegt bei 20946 Dalton [91].

Die Synthese erfolgt hepatisch, in der Serumelektrophorese wandert es zwischen der beta und
gamma- Globulinfraktion.

Esist als klassisches Akutphaseprotein, dessen Auftreten in einer durch Zytokine vermittelten
Reaktion bei Gewebsverletzungen und operativen Eingriffen, bakteriellen sowie
nichtinfektiosen und nekrotischen Prozessen innerhalb von Stunden um den Faktor 1000
ansteigen kann, im klinischen Alltag gebrauchlich [118]. Es handelt sich um einen zwar
empfindlichen, jedoch unspezifischen Indikator.
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Miteinander verglichen wurden die Mediane der CRP sowie der TuM2-PK zu den
ausgewiesenen Mel3zeitpunkten.

Die Trendlinien unterschieden sich hierbel deutlich. Wéhrend fir TuM2-PK en linear
ansteigender Verlauf zu verzeichnen war, verliefen die CRP- Werte nicht linear, sondern
fielen nach dem 5. postoperativen Tag ab.

Die Regressionsgerade folgte der Formel TuM2-PK (Messzeitpunkt 1-4): y= 4,7x + 2,65, das
Bestimmtheitsmal R? lag bei 0,9797. Die Analyse fiir den zeitlichen Verlauf der CRP folgte
der Formel y= 0,57x + 4,65 mit einem Bestimmtheitsmal? von lediglich 0,0356.
Ein zur Zeitachse konkordanter Verlauf zwischen CRP und TuM2-PK war nicht gegeben

(s. Abb. 25, S. 59). TuM2-PK spiegelt somit keine postoperative Entziindungsreaktion wider.

4.) Tumor M2-PK ist fur das Tumorscreening nur von sehr geringem Wert

Hinsichtlich der Eignung der TuM2-PK a's Screening-Faktor stiitzen die eigenen und die zur
Verfligung stehenden Literaturergebnisse folgende Schlussfolgerungen: ein screening fur ein
bestimmtes Karzinom ist bei fehlender Organspezifitdt grundsétzlich nicht mdglich. Fir
Screeninguntersuchungen ist eine moglichst 100-prozentige Spezifitét bel gleichzeitig hoher
diagnostischer Sensitivitdt insbesondere in den Frihstadien einer Tumorerkrankung zu
fordern. Frihe Karzinome scheinen mit Tu-M2-PK nicht detektierbar zu sein [125]. Sowohl
fur den Hodentumor wie auch fir das Nierenzellkarzinom ist die Rate falsch negativer
Befunde zu hoch [95,126].

Wenn durch M2-PK eine Steigerung der diagnostischen Sensitivitdt und der Tumorspezifitat
zu ereichen wére, hétte es sich erweisen missen, dal3 Hodentumoren, zumindest in einer
gewissen Anzahl auch ausschliesslich positiv fur M2-PK sind. Mit den etablierten Markern
konnten Weif3bach et al. beim Seminom eine Verbesserung der Sensitivitét auf 84% durch
Kombination von HCG, LDH und PLAP nachweisen [130].

Wechsel et al. berichten in einer bisang nicht publizierten Arbeit, da3 TuM2-PK in
Kombination mit AFP und b-HCG eine gesteigerte Sensitivitét auf 67% gegeniber 41% von
AFP und [FHCG adleine ergab. Die Spezifitdt wurde auf 94% gegeniber 82% verbessert
[126]. Diese Ergebnisse treffen in der vorliegenden Arbeit weder auf die Einzelwerte noch in
der Kombination auf die Tu-M2-PK zu. Lediglich bei Patient 28 (Stadium | Seminom,
adjuvante Radiotherapie) war zum Zeitpunkt der Diagnose die M2-PK allein mit 25,9 U/ml
nur geringfigig gegeniiber dem angegebenen Normwert von 22,5 U/ml erhoht. Eine
Normalisierung war bereits zum Mef3zeitpunkt 2 eingetreten.
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In der eigenen Arbeit liess sich eine Verbesserung der Sensitivitdt durch Tu-M2-PK nicht
nachweisen. 22,6 % der Patienten waren komplett markernegativ . 41,9 % der Patienten waren
AFP und b-HCG negativ. In Kombination mit PLAP reduzierte sich der Anteil auf 12,9%.
Die Kombination von AFP, b-HCG und Tu-M2-PK verschlechterte diesen Wert wieder auf
22,6% , TuM2-PK erbrachte somit keinen diagnostischen Zugewinn (s. Diagramm IV, S.62).

V. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war die Betrachtung der M2-PK Verlaufskinetik und die sich daraus
ergebende Tauglichkeit als unabhangiger Hodentumormarker. Dazu wurden die Korrelationen
zu anderen Tumormarkern bzw. die Verteilung im Hodenvenen und Testicularvenenblut
betrachtet. Untersucht wurden 35 Patienten mit malignen Keimzelltumoren unterschiedlicher
Stadien und Histologien, zu definierten Zeitpunkten wurden die etablierten Marker und
Fertilitdtsparameter sowie Tumor M2-PK bestimmt und mit einem ultrasensitiven ELISA
gemessen, bel 23 Patienten konnte intraoperativ Hodenvenenblut gewonnen werden. Mit den
hierbei erzielten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dal3 TuM2-PK von den verschiedenen
Keimzelltumoren des Hodens nicht exprimiert wird. Es gab keinen Abfall des Markers unter
der histologie- und stadiengerechten Therapie.

TuM2-PK ist demzufolge kein klinisch relevanter Marker fir Patienten mit Keimzelltumoren
des Hodens.

Diefir die etablierten Marker bewiesenen Kriterien treffen auf die Tumor M2-PK nicht zu, es
besteht allenfalls eine Ahnlichkeit zum LDH- Verlauf in metastasierten Stadien, wobei die
Ausschwemmung wohl am ehesten aus Nekrosearealen mit Zelllyse stammt. Ein
halbwertszeitgerechter Verlauf der TuM2-PK konnte jedoch in den definierten Zeitrdumen
nicht nachgewiesen werden. Somit wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dal3 TuM2-PK
weder as diagnostischer noch als prognostischer Hodentumormarker geeignet und nicht in
der Lage ist, das diagnostische Fenster in der Markerdiagnostik von Hodentumoren zu
erweitern.  Auch konnte demonstriert werden, da3 M2-PK kein unspezifischer

Entziindungsparameter ist.
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Storfaktoren und Schwachen des immunologischen Testsystems durch das Vorliegen
heterophiler Antikorper sind bei anderen Tumormarkern beschrieben und spielen
maoglicherweise auch bel der Tu-M2-PK eine Rolle, dies bedarf weiterer Untersuchungen
[14]. Insgesamt konnte aus unseren Ergebnissen die These, TuM2-PK sa , ein sehr sensitiver
Marker fur Hodentumoren® nicht bestétigt werden. Eine Aussage zur Korrelation von TuM2-
PK mit dem Stadium der Tumorerkrankung scheint aufgrund der derzeitigen Datenlage mit
Einschrankungen nur auf das Nierenzellkarzinom anwendbar zu sein. Beim Hodentumor ist

TuM2-PK fur die Diagnostik, das Screening und als Verlaufsparameter kein Zugewinn.
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Abbildung 1: Altersverteilung innerhalb der Population

513 " % ¢
5
= 2 ¢
o
= 1
N
c

L <<Jo m

0 10 20 30 40 50 70
Alter (Jahre)

Abbildung 2: Verteilung Seminome- Nichtseminome

Verteilung Seminom- Nichtseminom

OlLeydig
OTIN




50

Abbildung 3: UICC-Stadien
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Abbildung 6: M2PK Venatesticularis/VVena cubitalis ( ale Tumoren)
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Abbildung 7:
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Abbildung 8 Korrelation VT/VC (nur Seminome)
Trendlinie: schwarz
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Abbildung 9: Korrelation VT/VC ( nur Nichtseminome)
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Abbildung 10 und 11: M2PK am 1und 5 postoperativen Tag
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Abbildung 12: Trendlinien der Mediane (rot) und Mittelwerte (blau) tber ale Mel3zeitpunkte
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Abbildung 13: Trendlinien der Mediane (rot) und Mittelwerte(blau) M2PK Stadium |
Violett und blau: Kurven der Einzelwerte
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Abbildung 14. Trendlinien / Bestimmtheitsmal3e M2PK Std. 11 und 11

Rot: Mediantrendlinie, blau: Mittelwerttrendlinie
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Abbildung 15: Trendlinien/ Bestimmtheitsmal3e AFP Std.|
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level

Abbildung 18-20: Trendlinien- Mittelwerte AFP-b-HCG- LDH Std. 11 und 111
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Abbildung 21-22 Trendlinien der Referenzmarker HCG und AFP (alle Tumoren)
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Abbildung 23 und 24.: Trendlinien der Referenzmarker PLAP und LDH (alle Tumoren)
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Abbildung 25. Trendlinien der Mediane: Messung 1-4 von CRP (rot) und Tu- M2-PK
(schwarz)
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Abbildung 26: b- HCG Venatesticularis/ Vena cubitalis (alle Tumoren)
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Abbildung 27:

AFP Venatesticularig/ Vena cubitalis ( alle Tumoren)
Rot: Trendlinie
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Diagramm II: Unterschiedliche M2-PK  Streuungen in  Abhangigkeit des
Transportmediums
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Abbildung 4
Diagramm Il : Konzentrationen der  TUM2-PK  im  Heparinplasma  bei

Kontrollpersonen mit nichtmetastasierten und metastasiertem Nierenzellkarzinom [103]
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Diagramm IV: Posditivitat der Marker

Marker Anzahl Prozent
AFP (+) 14 45,2%
HCG (+) 13 41,9%
LDH (+) 6 19,4%
M2PK (+) 4 11,7%
PLAP (+) 12 38,7%
Nur AFP (+) 1 3,2%
Nur HCG (+) 1 3,2%
Nur LDH (+) 0 0%
Nur PLAP (+) 3 9,7%
Nur M2PK (+) 1 3,2
AFPund HCG (-) 13 41,9%
AFPund HCG und PLAP| 4 12,9%
)

AFP und HCG und Tu-||7 22,6%

M2PK(-)

Diagramm V: M2-PK Konzentrationen in Abhéngigkeit vom Tumorstadium bel NZK [102]

Patient/ Anzahl Mittelwert Standard- Median Range
Staging Abweichung
Normalkollektiv | 103 75 7.9 55 0,5-54,3

cut off: 15,0
Nephritis 10 50 0,2 111 <0,5-15,1
Robson | 1 17,6
Robson |1 34 57,1 20,7 59,1 21,5-110,4
Robson 111 25 104,0 66,6 98,2 17,8-262,5
Robson IV 4 110,3-376,3




VIIl. Nichtparametrische Tests

Explorative Datenanalyse

Verarbeitete Falle
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Nichtparametrische Tests

Deskriptive Statistiken

N Mittelwert Standardabwei- | Minimum | Maximum
chung

M2PK_0 35 18,9485 33,7110 1,00 170,00
M2PK_1 35 20,2058 22,7158 2,00 106,00
M2PK_2 35 28,5547 31,6384 3,00 181,00
M2PK_3 18 28,5503 31,4046 4,00 142,00
UICC 33 1,7088 0,8586 1,00 3,00
Kruskal-Wallis-Test

UICC N Mittlerer

Rang

M2PK_0 1,00 19 13,84

2,00 16,42

3,00 23,79

Gesamt 32
M2PK_1 1,00 19 13,79

2,00 7 17,86

3,00 7 24,86

Gesamt 33
M2PK_2 1,00 17 14,15

2,00 12,64

3,00 23,86

Gesamt 31
M2-PK_3 1,00 8 5,31

2,00 10,00

3,00 4 9,63

Gesamt 13
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Statistik fur Test P

M2PK_0 M2-PK_1 M2-PK_2 M2_PK_3
Chi- Quadrat 5,754 6,778 6,892 3,934
df 2 2 2 2
Asymptotische 0,056 0,034 0,032 0,140
Signifikanz ’ ’ ’
a: Kruskal- Wallis- Test
b: Gruppenvariable UICC
Mediantest
Haufigkeiten
UiCC
1,00 2,00 3,00
M2-PK_0 > Median 9 11
<=Median 10 4 2
M2-PK_1 > Median 6 5 5
<=Median 13 2 2
M2-PK_2 > Median 7 2 6
<=Median 10 5 1
M2-PK_3 >Median 1 3
<=Median 6 0 1
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Statistik fur Test®
M2-PK_0O M2-PK_1 M2-PK_2 M2-PK_3
N 32 33 31 13
Median 6,7500 11,9000 19,5000 18,2000
Chi- Quadrat 2,005% 5,125° 5,360° 3,946°
Asymptotische Signifikanz | 0,367 0,077 0,069 0,139

a. Bei 4 Zellen (,0%)werden weniger als 5 Haufigkeiten erwartet. Die kleinste erwartete Zellenhaufigkeit ist 3,0.

b. Bei 4 Zellen (,0%)werden weniger als 5 Haufigkeiten erwartet. Die kleinste erwartete Zellenhaufigkeit ist 3,4

c. Beoi 6 Zellen (100%) werden weniger als 5 Haufigkeiten erwartet. Die kleinste erwartete Zellenhaufigkeit ist ,5

d. Gruppenvariable: UICC

Jonckheere- Terpstra- Test?
Gruppenvariable: UICC
M2-PK_0 M2-PK_1 M2-PK_2 M2_PK_3

Anzahl der Stufen in UICC 3 3 3 3
N 32 33 31 13
Beobachtete J-T-Statistik 206,00 230,00 191,500 35500
Mittelwert der J-T- Statistk 11 44 500 157,500 143,500 22,000
Standardabweichung der
7. Statistik 26,970 28,531 26,371 6,956
Standardisierte J-T- Statistik 2,280 2,541 1,820 1941
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) 0,023 0,011 0,069 0,052
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