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1. Einleitung

Die Anwendung von bildgebenden Verfahren spielt in der Diagnose, Therapieplanung
und Verlaufskontrolle von malignen Tumoren eine entscheidende Rolle. Die routinemaBig
angewandten Verfahren, wie z.B. Computertomographie (CT), Kernspintomographie
(MRT) und Ultraschall liefern ausschlieBlich morphologische Informationen. Die Positro-
nen-Emissions-Tomographie (PET) ist ein Verfahren, das dartber hinaus Auskunft Uber
die funktionelle Aktivitat der untersuchten Gewebe in vivo geben kann und dadurch eine
wertvolle Erganzung darstellt.

1.1 Grundlagen der PET

Die PET ermdglicht auf nicht-invasivem Weg Einblicke in die Stoffwechselvorgdnge des
Kérpers. Dies ist mit Hilfe kurzlebiger, Positronen emittierender Atome mdglich, dazu ge-
héren insbesondere ''C, N, 0, "®F. Es handelt sich hierbei um essentielle Elemente,
welche an vielféltigen biologischen Prozessen beteiligt sind. Verbindet man diese so ge-
nannten Radionuklide mit spezifischen Tréagerstoffen, wie z.B. Glukose so lasst sich de-
ren Akkumulation und Verstoffwechselung im Organismus darstellen.

Das mit dem Radionuklid markierte Molekul, der so genannte Tracer, wird in den Orga-
nismus eingebracht, wo es sich verteilt. Entsprechend der Halbwertszeit des Nuklids zer-
fallt es und setzt dabei Positronen frei. Diese Positronen stoBen nach ein bis drei Millime-
ter im Gewebe mit einem Elektron zusammen. Beide zerfallen dabei in zwei y-Quanten,
die mit einer Energie von 511 KeV in einem Winkel von ca. 180 Grad auseinanderstreben
(Abb. 1). Die dabei entstehende so genannte Vernichtungsstrahlung kann in dem ring-
férmig angeordneten Koinzidenz-Detektor-System, dem PET-Scanner registriert werden.
Aus den gewonnenen Daten kdnnen Schnittbilder berechnet werden, die die rdumliche
Verteilung des jeweiligen Radionuklids im Gewebe darstellen. Die Positronen-Emissions-
Tomographie ist damit ein bildgebendes Verfahren, welches es ermdglicht, die Interaktio-
nen der verwendeten radioaktiv markierten Substanzen mit den kdrpereigenen biologi-
schen Prozessen abzubilden [44].
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Abbildung 1 Schema zur Entstehung der Vernichtungsstrahlung nach Zusammenprall eines Po-
sitrons mit einem Elektron

Durch die Freisetzung eines Positrons aus dem Kern des 18-Fluor (‘BF) und Kollision dieses
Positrons mit einem Elektron entsteht die Vernichtungsstrahlung mit Photonen von 511 keV.
Diese Vernichtungsstrahlung kann in den Kristallen des Detektorrings aus Wismutgermanat
nachgewiesen werden.

keV = Kiloelektronenvolt, BGO = Wismutgermanat (modif. nach [15])

Ein haufig verwendeter Tracer ist die '®Fluor-Desoxy-Glukose (FDG). FDG ist ein Gluko-
seanalogon, welches auf synthetischem Weg gewonnen wird. In einem Teilchenbe-
schleuniger (Zyklotron) wird das Radionuklid '®F hergestellt und anschlieBend an das
Glukoseanalogon 2-Desoxy-Glukose gekoppelt. Das dabei entstandene FDG hat eine
Halbwertzeit von ca. 110 min. FDG wird in der Regel intravends verabreicht und verteilt
sich Uber den Blutkreislauf im Kérper. Die Aufnahme von FDG in die Zelle erfolgt Uber
den Transportmechanismus der Glukose. Nach der Phosphorylierung des FDG durch
Hexokinase (oder Glukokinase) ist die weitere Metabolisierung des FDG-6-Phosphat un-
terbrochen, da diesem Molekil an der C2-Ringposition ein Sauerstoffmolekdl fehlt. Fur
den néachsten Schritt in der Glykolyse (Phosphoglukoisomerasereaktion) stellt FDG-6-
Phosphat kein Substrat mehr dar [58]. Die anschlieBende Ausschleusung des FDG aus
der Zelle kann nur durch die sehr viel langsamere Dephosphorylierung erfolgen (Abb. 2).
Die Geschwindigkeit des FDG-Abbaus in der Zelle hangt vom Vorhandensein des En-
zyms Glukose-6-phosphatase ab [21], welches in verschiedenen Geweben in unter-
schiedlicher Konzentration vorliegt. Organe, wie Leber oder Nieren sind reich an Gluko-
se-6-phosphatase, hier wird das FDG-6-Phosphat schnell wieder abgebaut. In Organen,
die einen hohen Glukoseumsatz und eine niedrige Glukose-6-phosphatase-Aktivitat ha-
ben, wie z.B. Herz, Gehirn, aber auch Tumorgewebe kommt es zu einer Anreicherung

des FDG-6-Phosphats in der Zelle, dem so genannten "metabolic trapping“ [11]. Diese



verstarkte Anreicherung lasst sich mit Hilfe des PET-Scanners nachweisen und stellt so-
mit eine Methode zum Tumornachweis und zur Verlaufskontrolle dar [12].

' Zelle 5

Plasma : Vorstufe Metabolite

Desoxyglykogen Glykoproteine

\ /élykolipide '

: ['®F]-Desoxyglukose-1-Posphat

GL K3 AV !

['°F]-Desoxyglukose K*1i—> ['°F]-Desoxyglukose  mmmmmmp['°Fl-Desoxyglukose-6-Phosphat

(Cr") ! (Co*) VN (Cw") '
e K2 c

: K*4 1

| K3 Glukose-6-Phosphat '

Glukose K1 {= Glukose —— L °5‘(3:' -Fhospha '

(Cr) D (Ce) P (Cw) :

i K2 K4 v Glykolyse ]

i CO. + H:0 Z

: Hexokinase .

Abbildung 2 Intrazelluldrer Metabolismus von Glukose und FDG

FDG wird analog zur Glukose in die Zelle eingeschleust und verstoffwechselt, es liegen jedoch
unterschiedliche kinetische Konstanten vor. FDG-6-Phosphat stellt fir die Glykolyse kein Sub-
strat dar. Der Abbau erfolgt Uber die sehr viel langsamere Dephosphorylierung (modif. nach [9]).

C, = Konzentration im Plasma Cc = Konzentration in der Zelle
K = kinetische Konstante Cwm = Konzentration der Metaboliten
* = 18-F-markierte Substanz GLUT = Glukosetransporter

1.2 PET in der Onkologie

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften hat die Positronen-Emissions-Tomographie
in weiten Teilen der Medizin zunehmend an Bedeutung gewonnen. Neben dem Einsatz in
der Neurologie/ Psychiatrie und Kardiologie findet die PET insbesondere in der Onkologie
ein breites Anwendungsgebiet.

Grundlage hierfir ist die schon 1931 von Otto Warburg [57] gemachte Beobachtung,
dass maligne Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe eine erheblich gesteigerte Gly-
kolyse aufweisen. Bereits 1963 konnten Sweeny et al. zeigen, das eine Zunahme der
Tumorwachstumsrate mit einer Steigerung der Glykolyse korrespondiert [54]. Weiterhin
gibt es Hinweise daflr, dass es an der Membran von Tumorzellen zu einem gesteigerten
Transport von Glukose in die Zelle kommt [49]. Mit Hilfe der FDG lasst sich diese gestei-
gerte Glukoseaufnahme quantifizieren [48]. Darlber hinaus konnte Di Chiro eine Korrela-
tion zwischen der Menge der verstoffwechselten Glukose und der Aggressivitat des Tu-
morgewebes nachweisen [19]. Im klinischen Alltag hat die Positronen-Emissions-



Tomographie ihren Nutzen sowohl im Nachweis von Primartumoren ([10], [53]) als auch
in der Differenzierung von gutartigem zu bdsartigem Gewebe, wie z.B. bei Lymphknoten
in der Lunge [18] vielfach bewiesen. Darlber hinaus ist es eine Methode, um vitale Tu-
morzellen von nekrotischem oder fibrotischem Gewebe unterscheiden zu kénnen, z.B. in

der Nachsorge von Lymphomen [16] oder zum Auffinden von okkulten Metastasen [20].

Durch eine Vielzahl therapeutischer Methoden (Chemotherapie, Strahlentherapie, Opera-
tion) kann ein groBer Teil der soliden Tumoren in der Onkologie behandelt werden. Nach
dem Erreichen einer kompletten Remission kommt es bei vielen Tumoren jedoch im Ver-
lauf zu einem Tumorrezidiv. Mit Hilfe bildgebender Verfahren gelingt im Laufe der Zeit ein
Rezidivhachweis, aber im Hinblick auf erneute therapeutische Interventionen wére ein
frihestmdglicher Rezidivhachweis winschenswert. Ausgehend von der Annahme, dass
eine Zunahme im Glukosestoffwechsel des Tumors friiher nachweisbar ist, als die Zu-
nahme des Tumorvolumens, ware die Positronen-Emissions-Tomographie eine Methode,
die im Vergleich zu anderen Verfahren einen friheren Tumor-/ Rezidivhachweis ermdg-
licht.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, inwieweit spezifische Therapieformen,
wie z.B. die Strahlentherapie Einfluss auf die Aussagefahigkeit der Positronen-
Emissions-Tomographie in der Verlaufskontrolle haben. Kommt es durch die Therapie zu
Veranderungen im Gewebestoffwechsel, z.B. durch entziindliche Reaktionen, welche die
FDG-Aufnahme beeinflussen?

Obwohl es bisher erst wenige Daten Uber den glnstigsten Zeitpunkt einer PET-
Untersuchung nach abgeschlossener Therapie gibt, besteht ein allgemeiner Konsens
darin, dass PET zwei bis drei Wochen nach Chemotherapie, aber erst ca. drei Monate
nach einer Strahlentherapie zu zuverlassigen Ergebnissen fihrt. Genaue Studien beziig-
lich des optimalen Zeitpunktes der PET-Untersuchung nach Strahlentherapie liegen je-
doch z.Zt. noch nicht vor. Trotz der umfangreichen Forschungsaktivitat im Bereich der
Positronen-Emissions-Tomographie gibt es somit immer noch viele ungeklarte Fragen.

1.3 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war zundchst die Etablierung eines Tumormodells fir PET-
Untersuchungen. Es galt ein experimentelles System zu schaffen, anhand dessen die
Eignung der PET fir die Therapiekontrolle nach fraktionierter Strahlentherapie an einem
experimentellen Weichteiltumormodell (R1H-Tumor) (s. Kap. 2.1.) der Ratte untersucht
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werden kann. Hierzu war die Entwicklung einer Bewertungsskala als Verlaufskontrolle fr
dieses Tumormodell erforderlich. Darlber hinaus sollte untersucht werden, welchen Ein-
fluss 1. die TumorgréBe und 2. der Zeitpunkt der PET-Untersuchung nach Strahlenthera-
pie auf die Aussagefahigkeit der Positronen-Emissions-Tomographie hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Tumor-Wirt-System

Die Untersuchung wurde am experimentellen Tumorsystem des Rhabdomyosarkoms
R1H der Ratte durchgefihrt. Der R1H-Tumor ist ein, in der Grundlagenforschung der
Krebstherapie, etabliertes experimentelles Tumorsystem ([1], [2], [3], [13], [26], [55]).

Beim R1H-Tumormodell handelt sich um eine stabile Zelllinie, die auf der Basis des R1-
Tumors entwickelt wurde [28]. Dieses Tumor-Wirt-System zeigt keine spezifische Immu-
nogenitét ([45], [61]). Die Tumorverdoppelungszeit betragt vier Tage bei einer Tumorgro-
Be von 1,6 + 0,2 cm®. Der Zellzyklus des R1H-Tumors dauert 17,6 Stunden und der An-
teil der klonogenen Zellen im Tumorgewebe liegt bei etwa 55%. Die mitotische Aktivitat
des Tumors ist hoch und der Tumor ist von einer bindegewebigen Pseudokapsel umge-
ben [28].

2.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Albinoratten des Inzuchtstammes WAG/Rij H einge-
setzt. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Untersuchung ca. 14 - 16 Wochen alt. Die Tiere
wurden im Tierstall des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter Ublichen Bedin-
gungen gehalten. Die Raumtemperatur betrug im Mittel 23°C + 2 °C, die relative Luft-
feuchtigkeit lag bei 55% + 5%. Die Tiere hatten freien Zugang zu Futter und Wasser und
wurden in einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h gehalten. Die Durchfihrung der Tier-
Experimente war von der Behdrde fur Arbeit, Gesundheit und Soziales der Hansestadt
Hamburg genehmigt worden.

2.1.2  Tumortransplantation

Die Tumortransplantation erfolgte, wenn die Tiere ein Ausgangsgewicht von ca. 200 g
erreicht hatten. Die Narkose der Tiere erfolgte bei Tumortransplantation, sowie bei allen
wahrend der Studie erforderlichen Narkosen gewichtsbezogen mit Ketaminhydrochlorid
(6mg/ kg, Ketavit® Fa. Parke-Davis/ 100 mg/ml Lésung) und Xylazin (50 mg/ kg, Rom-
pun®Fa. Bayer/ 2% Ldsung). Die Medikamente wurden intramuskulér jeweils in die hinte-

re Beinmuskulatur verabreicht.

Far die Tumortransplantation wurden aus dem ca. drei Wochen alten Tumor eines Spen-
dertieres kleine Wrfel prapariert. Bis zur Implantation wurde das gewonnene Gewebe in
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einer sterilen Petrischale auf, mit physiologischer Kochsalzlésung, befeuchtetem Mull ge-
lagert. Nachdem das Tumorgewebe von bindegewebigem Material und Nekrosen gerei-
nigt worden war, wurde das ca. 1 mm?® groBe Tumorstiickchen unter sterilen Bedingun-
gen in eine praparierte Tasche in die linke Flanke unterhalb des Rippenbogens implan-
tiert. Durch die Position des Tumors unterhalb des Rippenbogens konnte eine spatere
Mitbestrahlung der Lunge und des Riickenmarks weitestgehend vermieden werden. Etwa
drei Wochen nach der Implantation wurden die Tumoren einer strahlentherapeutischen
Behandlung zugeflhrt.

2.1.3 Volumetrie

Nach der Implantation wuchsen die Tumoren in Form von derben ellipsoiden Knoten her-
an. Aufgrund der subkutanen Lage im Bereich der linken Flanke und der Verschieblich-
keit auf der Muskulatur konnte das Tumorwachstum direkt verfolgt werden. Die Tumoren
wurden zweimal wdchentlich mit Hilfe einer Schublehre (Fa. Mauser) ausgemessen. Das
Tumorvolumen wurde unter der Annahme, dass es sich bei den Tumoren um sogenannte
Rotationsellipsoide handelt, die durch zwei senkrecht aufeinander stehende Achsen defi-
niert sind [27], mit Hilfe folgender Formel berechnet:

Vri=(a—-2d)x (b-2d)’xm/6 [1]

Fiar: a=b
a: groBer Durchmesser
b: kleiner Durchmesser
d: Hautdicke

Formel 1 Formel zur Berechnung des Tumorvolumens

Da die Haut bei der Tumorausmessung doppelt erfasst in die Messung eingeht, wurde
das Volumen entsprechend korrigiert. Die untere Grenze der Messbarkeit der Tumorach-
sen war bei einer Achslange von 5 mm erreicht. Ein Ausmessen kleinerer Tumoren war
nicht mehr méglich. In diesen Féllen wurden die Tumoren mit Hilfe einer qualitativen Ska-
lierung als ,eben noch tastbar”, ,tastbar®, ,gut tastbar“ und ,fast messbar” beurteilt. Um
den jeweiligen Tastbefund ein entsprechendes Tumorvolumen zuordnen zu kénnen, wur-
den jeweils finf bzw. sechs Tumoren bei entsprechender GrdBe exstirpiert und deren
Gewicht mit Hilfe einer Analysewaage bestimmt. Aus den einzelnen Messwerten wurden
die Mittelwerte berechnet (Tab. 1).
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Tabelle 1 Korrelation von Tumorgewicht und Tastbefund

Korrelation der quantitativen Skalierung von kleinen, mit der Schublehre nicht mehr messbaren
Tumoren und deren tatsachliches Gewicht

Tastbefund Gewicht (g) Mittelwert (+ SEM)
fast messbarer Tumor 0,22 + 0,02
gut tastbarer Tumor 0,2 + 0,04
tastbarer Tumor 0,09 + 0,02
eben noch tastbarer Tumor 0,02 + 0,01

Der Befund ,tastbarer Tumor* entspricht einem tatsachlichen Volumen von 0,09 cm?®. Aus
den zweimal wéchentlich bestimmten Volumina wurden Tumorwachstumskurven erstellt.
Nicht tastbaren Tumoren wurde ein Volumen vom 0,01 cm® zugewiesen. Ein Rezidiv
wurde bei dem kleinsten, sicher als tastbaren Tumor zu wertenden Befund vom 0,09 cm?®
diagnostiziert. Aufgrund langjéahriger Erfahrungen mit diesem experimentellen Tumorsys-
tem ist bekannt, dass bei Erreichen eines Volumens von 0.09 cm® mit Sicherheit ein Re-
zidiv des Tumors vorliegt [15].

2.1.4 Wachstumskurven

Anhand der Tumorvolumina vor, wahrend und nach der Therapie wurden Tumorwachs-
tumskurven erstellt. Dabei wurde das Tumorvolumen logarithmisch als Funktion der Zeit
nach Behandlungsbeginn aufgetragen. Als Nullpunkt wird der Zeitpunkt unmittelbar vor
Therapiestart gewahlt. Das Wachstum eines unbehandelten Tumors wurde von Steel [50]
mit Hilfe einer Gompertz-Funktion beschrieben. In Abbildung 3 ist exemplarisch die
Wachstumskurve von unbehandelten R1H-Tumoren abgebildet. Nach einem anfangs ex-
ponentiellen Wachstum verlangsamt sich die Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors
allmahlich. Dies fuhrt zu einer Krimmung der Wachstumskurve und wird durch die im

Verlauf zunehmende Unterversorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff erklart.
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Abbildung 3 Standardwachstumskurve der R1H-Tumoren

Das Wachstum des R1H-Tumors in cm® wurde halblogarithmisch gegen die Zeit in Tagen auf-
getragen. Nach einem exponentiellen Anfangswachstum tritt eine Verlangsamung des Wachs-
tums bedingt durch einen Néhrstoffmangel auf.

2.1.5 Wachstumsverzogerung

Sind nach Abschluss der Therapie alle Tumorzellen inaktiviert spricht man von einem ,lo-
kal kontrollierten Tumor® [42]. Ein Rezidiv entsteht, wenn nicht alle Tumorzellen durch die
Therapie vernichtet werden konnten. Als MaB fir die zeitliche Verzégerung des Tumor-
wachstums nach Therapie, wird die so genannte Wachstumsverzégerung verwendet. Die
Zeit, die ein behandelter Tumor im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle benétigt,
um ein definiertes Volumen zu erreichen, wird als positiver Therapieeffekt gewertet. Das
Ausmalf der Wachstumsverzdgerung ist in erster Linie abhangig von der therapiebeding-
ten Gewebsschadigung, insbesondere des GefaBsystems. In der Tumorwachstumskurve
bildet sich diese Gewebsschadigung in einem Plateau ab, dieses Phdnomen wird auch
als ,Tumor-Bett-Effekt” bezeichnet. Die fir das erneute Aufwachsen des Tumors erforder-
liche Neovaskularisation schreitet nur sehr langsam voran (~0,04 mm/d) [61]. Abbildung 4
zeigt eine schematische Darstellung der Wachstumsverzégerung.
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der Wachstumsverzégerung

Die Zeit, die der Tumor nach Therapie bendtigt um sein Startvolumen zu erreichen wird als
Wachstumsverzdgerung bezeichnet. Die Plateauphase ist durch den ,Tumor-Bett-Effekt* be-
dingt.

2.1.6 Startvolumina

Die Startvolumina lagen im Median bei 0,64 cm® (Streubreite 0,29 — 1,99 cm®). Nach ca.
22 Tagen (Streubreite 15 — 23 Tagen) wurde mit der Therapie begonnen.

2.1.7  Strahlentherapie

Aufgrund langjéhriger Erfahrung mit diesem Tumormodell war die TCD50% bekannt. Die
TCD50% beschreibt die Strahlendosis die erforderlich ist, um bei 50% des gewahlten
Kollektivs eine lokale Kontrolle der Tumoren zu erreichen. Ziel war es die Strahlendosis
zu verwenden, bei der es in etwa gleichen Teilen zu Heilungen und Rezidiven der Tumo-
ren kommt. In Anlehnung an andere Arbeitsgruppen [33], die ebenfalls das R1H-
Tumorsystem verwendeten, wurde eine TCD50% von ca. 80 Gy fir diese Studie verwen-
det.

Die Bestrahlung der Tumoren erfolgte mit einer Réntgenréhre der Firma Seifert & Co
(ISOVOLT 320) mit 200 keV (13 mA). Die Gesamtdosis von 80 Gy bzw. 85 Gy wurde, in
Anlehnung an klinische Bestrahlungsschemata, Uber einen Zeitraum von sechs Wochen
in 30 identischen Fraktionen mit je funf Fraktionen pro Woche appliziert. Der
Fokushautabstand (FHA) lag bei allen Bestrahlungen konstant bei 34,5 cm. Die Dosis pro
Fraktion betrug 2,67 bzw. 2,83 Gy bei einer Dosisleistung von 2 Gy pro Minute. Die Tiere
wurden fir die Dauer der Bestrahlung in einem speziellen Plexiglasgestell fixiert. Das
Bestrahlungsfeld wurde dabei durch eine Bleimanschette abgegrenzt. Die Behandlung
erfolgte Uber tangentiale Gegenfelder. Auf eine An&sthesie wahrend der Bestrahlung
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wurde verzichtet, da verschiedene Studien ([30], [37]) gezeigt haben, dass es durch die
iiblichen Narkosemittel zu einer unkontrollierten Anderung der Strahlensensibilitat von

Tumoren kommen kann.

2.2 Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

2.2.1 PET-Scanner

Die Verlaufsuntersuchung der Tiere erfolgte in der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf an einem Vollring-Positronen-Emissions-
Tomographen (Siemens/ ECAT-EXAT 921/47, Baujahr 1992). Der Scanner besitzt drei
hintereinander angeordnete Ringe mit je 48 Detektorblocken, so dass ein axiales Ge-
sichtsfeld von 3 cm x 5,4 cm = 16,2 cm? simultan untersucht werden kann. Das transaxia-
le Gesichtsfeld betragt 56,2 cm? Die physikalische Aufldsung im Zentrum betragt axial
und transaxial etwa 5,0 bzw. 6,0 mm Halbwertsbreite (engl. Full width at half maximum,
FWHM) bei einer Schichtdicke von 3,4 mm und nimmt zum Rand hin auf ca. 8 mm ab
[59]. Zur Kalibrierung des PET-Scanners finden in regelmaBigen Abstdnden Messungen
mit Phantomen und definierten KugelgrdBen statt [22].

2.2.2  Untersuchungsfrequenz und -zeitraum

Die PET-Untersuchung erfolgte nach Erreichen des Startvolumens, vor der ersten frakti-
onierten Bestrahlung, wahrend der Behandlung einmal pro Woche, sowie nach Ab-
schluss der fraktionierten Bestrahlung noch fiir mindestens sechs Monate einmal wo-
chentlich, beziehungsweise bis zur Tétung aufgrund eines Rezidivs (s. Abb. 5).

Fir das R1H-Tumorsystem konnte gezeigt werden, das nach Ablauf von 230 Tagen nach
Bestrahlungsbeginn nur noch mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,001 mit einem Rezi-
div gerechnet werden kann [4]. In Anlehnung an diese Studie wurde flr die vorliegende
Studie eine Nachbeobachtungsphase von 230 Tagen gewahlt. Tiere, die bis zu diesem
Zeitpunkt kein Rezidiv entwickelt hatten galten als lokal kontrolliert. Das spateste Rezidiv
wurde 128. Tag nach Bestrahlungsbeginn beobachtet.
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Abbildung 5 Graphische Darstellung des Versuchsablaufs

® Tumortransplantation; im Verlauf zweimal wochentlich manuelle Messung des Tumorvolu-
mens. @ Nach Erreichen des Tumorstartvolumens erfolgte die erste PET-Untersuchung. ® U-
ber sechs Wochen fraktionierte Strahlentherapie mit je flinf Fraktionen pro Woche. @ Im Verlauf
einmal wéchentlich PET-Untersuchung bis zum Ende der Nachbeobachtung maximal 230 Tage
nach Bestrahlungsbeginn.
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2.2.3 Untersuchungsablauf

Far die regelmaBigen PET-Untersuchungen in dieser Studie, wurde ein spezielles Plexi-
glasgestell entwickelt, welches die simultane Untersuchung von bis zu neun Tieren
gleichzeitig ermdglichte [8]. Fur die Dauer der Untersuchung wurden die Tiere wie oben
beschrieben (Kap. 2.1.2.) narkotisiert.

Die Untersuchungsdauer betrug maximal 45 Minuten. Einer 20-mindtigen Emissions-
Aufnahme der FDG-Aktivitatsverteilung folgte, zur Absorptionskorrektur, eine etwa 20-
minutige Transmissionsmessung. Zur Rekonstruktion der Daten wurde von Dr. R. Bu-
chert (Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf)
ein spezielles Rekonstruktionsprogramm erstellt, dass die Auswertung der Bilddaten je-
des der neun Tiere einzeln und unabh&ngig voneinander ermdglicht. Die Aktivitatsvertei-
lung wurde in 47 transaxialen Schnittbildern mit einem Schichtabstand von 3,4 mm in ei-
ner 128 x128 Bildmatrix bei einem Zoom von 6,0 dargestellt.

2.2.4  ®Fluor-Desoxy-Glukose (FDG)

Als PET-Tracer wurde '®Fluor-Desoxy-Glukose (FDG) verwendet. Das FDG wurde im
Zyklotron der Deutschen Elektronen Synchrotron (DESY) in Hamburg erzeugt. Aufgrund
der relativ kurzen Halbwertszeit, von 110 Minuten, muss das FDG téglich neu syntheti-

siert werden.

Far die optimale Aufnahme des Tracers war ein méglichst niedriger Insulinspiegel und ein
herabgesetzter Glukosestoffwechsel des gesunden Gewebes notwendig [40]. Um dies zu
erreichen wurde den Tieren mindestens sechs Stunden vor Beginn der PET-
Untersuchung das Futter entzogen [15].
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Abbildung 6 FDG-Anreicherung in der Ratte

Drei Stunden nach subkutaner Injektion von FDG in den Nacken stellt sich die Anreiche-
rung von FDG im subkutanen Depot (D) und im Tumor (T) am stérksten dar. Eine maximale
FDG-Anreicherung stellt sich weiB dar (siehe Referenzskala rechts). Eine vermehrte Anrei-
cherung von FDG findet sich dariber hinaus im Gehirn (H), im Herzen (M), in den Nieren
(N) und in der Blase (B).

2.2.5 FDG-Applikation

Drei Stunden vor Untersuchungsbeginn wurde den Tieren 44 - 11.1 MBq
(120 — 300 pCi) FDG in einem Volumen von ca. 0,5 — 0,8 ml, subkutan in den Nacken
appliziert. In einer dieser Untersuchung vorausgegangenen methodischen Voruntersu-
chung [17], wurde die Traceraufnahme nach subkutaner bzw. intravendser Applikation
miteinander verglichen. Eine intravendse Applikation ware methodisch optimal, ist aber
experimentell im Tiermodell schwer umzusetzen. Die subkutane Applikation ist leichter
durchzufiihren, Vorraussetzung flr diese Applikationsform war jedoch eine gleichmaBige
Verteilung des Tarcers. Im Vergleich beider Applikationsformen zeigte sich, dass es auch
bei subkutaner Injektion des Tracers zu einer raschen Abnahme der Aktivitdt am Injekti-
onsort, bei gleichzeitiger Verteilung des FDG im gesamten Organismus und insbesonde-
re im Tumor kommt (Abb.6 + 7A+B). Im Rahmen von dynamischen Messreihen wurde
der geeignete Zeitpunkt der PET-Untersuchung nach subkutaner FDG-Applikation ermit-
telt. Nach ca. 100 - 180 Minuten hatte die Anreicherung im Tumor nahezu ein Plateau er-
reicht (Abb. 7 A+B). Der Untersuchungszeitpunkt fir die PET wurde fir diese Studie auf
180 Minuten nach der Injektion festgelegt.
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Abbildung 7 A+B Umverteilung der FDG-Aktivitdt nach subkutaner Injektion gemessen tliber die
Zeit an der FDG-Injektionsstelle und im Tumor (Abbildung aus [17])

Die Kurven zeigen den Verlauf der durch FDG freigesetzten Gammastrahlung an der
Injektionsstelle bzw. im R1H-Tumor in relativen Einheiten Uber die Zeit bei jeweils ei-
nem Tier mit zwei verschieden hohen Injektionsdosen. Nach Injektion nimmt die FDG-
Aktivitdt am Injektionsort ab, parallel dazu nimmt die Aktivitat im Tumor langsam zu und
nahert sich einem Plateau. Bei hfherer Anfangsdosis kommt es auch im Tumorgewebe
zu einer verstérkten Anreicherung.

2.2.6 PET-Befundung

Wie in Kapitel 1.2. beschrieben reichert Tumorgewebe aufgrund seines erhéhten Gluko-
semetabolismus vermehrt FDG an. Diese erhéhte FDG-Akkumulation lasst sich in der
PET sowohl farblich, als auch raumlich darstellen und weist damit indirekt auf das Vor-
handensein eines Tumors hin. Abbildung 8 stellt ein vereinfachtes Schema der Ablaufe
wahrend der PET-Messung und -Befundung dar.

At 3h m >
\J

@ fasten @ FDG-Applikation s.c. ® PET-Messung @ PET-Scan

Abbildung 8 Schema zum Untersuchungsablauf der einzelnen PET-Messungen

® Nach einem mindestens sechsstiindigen Futterentzug erfolgt @ die subkutane FDG-
Applikation. Drei Stunden spéater erfolgt unter Kurznarkose ® die PET-Messung und anschlie-
Bend @ die Befundung der PET-Scans am Computer.
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Far die Untersuchung der Tiere mit PET wurde flr diese Studie eine spezielle visuelle
Bewertungsskala (Tab. 2) entwickelt. Kriterien fir die Befundung anhand der Bewer-

tungsskala waren:

die Abgrenzbarkeit des Befundes zur Umgebung und seine Symmetrie.

2. Quantitativ, das AusmaB der zentralen Aktivitats-Anreicherung in Prozent. Dies
druckt sich in der Farbe des Befundes aus, so ist z.B. ein Befund mit maximaler An-
reicherung (= 100%) weil3, eine geringe oder keine Aktivitat stellt sich grau-schwarz
dar.

3. Ausdehnung in der axialen Ebene, d.h. bildet sich die Anreicherung in mehreren
Schichten ab?

4. Darstellbarkeit im so genannten ,,Volume-Tool,” bei dem sich die Lokalisation der
Anreicherung gleichzeitig auf die transaxiale, die coronare und die sagitale Ebene be-
ziehen |asst.

Die Bewertungsskala wurde in sechs Stufen unterteilt, die von einem ,sicher positiven®

bis ,sicher negativen“ Tumornachweis reichen. In Abbildung 9 sind charakteristische Bei-

spiele fur die einzelnen Befunde dargestellt.

sicher positiv positiv fraglich positiv fraglich negativ negativ sicher negativ
Score ++ Score + Score +? Score -? Score - Score --

{;g @

Abbildung 9 Beispiele fiir die Bewertungsskala zur Identifizierung des R1H-Tumors im PET

Die Pfeile zeigen die Position, des erwarteten Tumorrezidivs an. Die maximale FDG-
Anreicherung stellt sich weiB dar. Fir jede Bewertung wurde exemplarisch ein typischer Befund
gewabhlt, der den in der Tabelle 2 genannten Kriterien entspricht.

Tumor (T), Blase (B), Nieren (N).
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Tabelle 2 Skala zur visuellen Beurteilung von PET-Befunden

Anhand der Kriterien, der in dieser Tabelle aufgefihrten Bewertungsskala, wurde jeder PET-
Befund auf das Vorliegen bzw. den Ausschluss eines Tumors untersucht und entsprechend ein-

gruppiert.
Sicher positiv fraglich fraglich negativ sicher negativ
positiv positiv negativ
Score ++ + +? -? - -
Abgrenzbar- | groBer, klar | kleinerer, | kleiner, un- | ein, z.B. im | leichte Asym- symmetrische
keit abgrenz- nicht so scharf be- | Sinne einer | metrie im Quer- | Schnittbilder
barer Be- | scharf ab- grenzter | Asymmetrie schnitt
fund grenzbarer Befund auffélliger
Befund Befund
Anreicherung | zentral ma- Zentrale zentrale zentrale im Verhaltnis im Verhaltnis
ximale An- | Anreiche- | Anreiche- | Anreiche- | zur Umgebung | zur Umgebung
reicherung | rung weni- rung rung gleichmaBige | gleichméaBige
(100%) ger stark, < 50% < 50% Aktivitatsvertei- | Aktivitatsvertei-
ca. 50-60% lung lung
Verteilung In mehre- | In mind. 2-3 [ Nurin 1-2 | Nurin 1-2 entfallt entfallt
tber die ren Schich- | Schichten | Schichten | Schichten
Schichten ten dar- darstellbar | darstellbar | darstellbar
stellbar
Darstellbar- | im Volume- | im Volume- | im Volume- | im Volume- | im Volume-Tool | véllig unauffal-
keit im Tool ein- Tool ein- Tool nicht | Tool nicht | keine Auffallig- | liges Volume-
Volume-Tool deutig deutig eindeutig | darstellbar keiten Tool
nachweis- | nachweis- | darstellbar
bar bar
2.3 Diagnostische Parameter

Die Gute eines diagnostischen Verfahrens wird durch die Parameter 1. Sensitivitat,
2. Spezifitat, 3. positiver pradiktiver Wert (PPW), 4. negativer pradiktiver Wert (NPW) und
5. die globale Testgenauigkeit bestimmt (siehe Formel 3). Ein positiver Nachweis in der

PET mit nachfolgendem Tumorprogress wurde als ,richtig positiv* (rp) gewertet, eine ne-

gative Befundung in der PET mit nachfolgendem Progress als ,falsch negativ® (fn), ein
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Tumorausschluss im PET mit klinischer Remission im Verlauf als ,richtig negativ® und ein
Tumornachweis im PET mit nachfolgender klinischer Remission als ,falsch positiv* (fp).

Definition der oben genannten diagnostischen Parameter:

Sensitivitdt = P
p+ fn
Spezifitit = _m
m+ fp
PPW = —F
p o+ fp
NPW = "
m + fn
Testgenauigkeit = P
rp+ fp+rm+ fn

Formel 2 Diagnostische Parameter

Die diagnostischen Parameter wurden nach den abgebildeten Formeln errechnet.
rp = richtig positiv, rn = richtig negativ, fp = falsch positiv, fn = falsch negativ,
PPW = positiver pradiktiver Wert, NPW = negativer pradiktiver Wert.

24 Untersuchung der Befundervariabilitat

Insgesamt wurden ca. 600 PET-Befunde untersucht. Zur Uberpriifung der intra-
individuellen, sowie der inter-individuellen Befundervariabilitat bei Verwendung der oben
angegebenen Scala wurden ca. 200 PET-Befunde erneut verblindet untersucht. D.h. der-
selbe Untersucher (intra-individuell) musste die PET-Befunde erneut befunden, wobei die
Tiernummern und die Untersuchungsnummern unkenntlich gemacht worden waren. Dar-
dber hinaus wurden die Abbildungen von verschiedenen Untersuchern (inter-individuell)
befundet. Die Auswertung dieser Befunde auf Konformitat der Ergebnisse erfolgte mit Hil-
fe des so genannten Kappa-Koeffizienten nach Cohen, der mit SPSS 6.1.3. fiir Windows®
berechnet wurde.

2.4.1 Kappa-Koeffizient

Es gibt verschiedene statistische Verfahren, mit denen die Reproduzierbarkeit (Reliabili-
tat) von Untersuchungsbefunden bei Befundung durch verschiedene Untersucher oder
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bei Mehrfachbefundungen analysiert werden kann. In der Regel wird bei den meisten die-
ser Tests, wie z.B. dem McNemar-Test keine ,Zufalls-Korrektur‘ vorgenommen. Es muss
aber davon ausgegangen werden, dass zwei Befunder bei einem gewissen Anteil an Un-
tersuchungen schon rein zufallig den gleichen Befund erheben. Bei der Beurteilung eines
Untersuchungsverfahrens zahlt jedoch in erster Linie, ob die durch echte Kompetenz
bedingte Ubereinstimmung den Anteil dieser ,Zufallstreffer* bei der Befundung Uber-
schreitet.

Diese kompetenzbedingte Ubereinstimmung insbesondere bei diagnostischen Verfahren,
die mehr als zwei Kategorien beinhalten, wird mit Hilfe des so genannten Kappa-
Koeffizienten nach Cohen bestimmt [34]. Dieses zufallskorrigierte MaB Iasst sich in der
folgenden Formel darstellen:

_ B-E
100% — E

Formel 3 Ermittlung des zufallskorrigierten K-Koeffizienten nach Cohen

Vereinfachtes Beispiel fir Zweifachbefundungen.
B = beobachtete und E = per Zufall erwartete Ubereinstimmungsanteile

Wird eine Ubereinstimmung in allen Befundpaaren gefunden, so liegt der beobachtete
Ubereinstimmungssanteil (B) bei 100%, dies entspricht einer maximalen Ubereinstim-
mung mit K = 1. Entspricht der Ubereinstimmungsanteil nur dem rein zufalligen Anteil an
konkordanten Befunden, wird also B = E, so ergibt sich ein Ubereinstimmungsanteil von
K = 0. Ist K negativ, so spricht dies fiir eine deutliche Diskordanz der verschiedenen Be-
funder. Dies lasst sich auch auf die Ubereinstimmung der Befunde bei wiederholter Be-

fundung durch nur einen Befunder (intra-individuell) anwenden.

Um die Zuverlassigkeit eines diagnostischen Tests besser beurteilen zu kénnen hat Lan-
dis die Ubereinstimmungsanteile in verschiedene Kategorien unterteilt. Dabei hat er eine
Ubereinstimmung von K > 0,80 als “fast vollstandige Ubereinstimmung®, 0,60 < K > 0,80
als ,starke Ubereinstimmung“ und 0,40 < K > 0,60 als ,mé&Bige Ubereinstimmung* klassi-
fiziert [35].

2.5 Receiver Operating Characteristics (ROC)

Die so genannte ROC-Analyse (receiver operating characteristics) ist ein statistisches
Verfahren, welches im Rahmen der Evaluation von radiologischen Befunden entwickelt
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wurde. Mittlerweile hat dieses Verfahren in weiten Teilen der Medizin und Psychologie
Eingang gefunden, um die Gite eines diagnostischen Testes zu bestimmen. Ziel der
ROC-Analysen ist es zwischen der Leistungsféahigkeit eines diagnostischen Verfahrens
und der Tendenz des Untersuchers einen Befund zu Uber- bzw. unterschatzen zu diffe-

renzieren.

Die in der Regel verwendeten Kriterien Sensitivitdt und Spezifitdt messen unabhangig
voneinander die Genauigkeit eines Testes. Sollen aber z.B. zwei diagnostische Verfahren
verglichen werden und weisen beide Verfahren unterschiedliche Resultate in Bezug auf
1. die Sensitivitat, 2. den Anteil der richtig positiven Befunde, 3. die Spezifitat und 4. den
Anteil der richtig negativen Befunde auf, so ist es schwer die Leistungsféahigkeit der ein-
zelnen Verfahren miteinander zu vergleichen, da die Unterschiede alleine auf einer mehr

oder weniger strikten Nachweisgrenze basieren kdnnen.

In einer ROC-Analyse entsteht durch eine systematische Veradnderung der Nachweis-
grenze eine Anzahl von gepaarten Sensitivitats-/ Spezifitdtswerten, welche graphisch, in
einer so genannte ROC-Kurve (Abb. 10) dargestellt werden kénnen. Dabei werden die
richtig positiven gegen die falsch positiven Werte aufgetragen. Werte, die entlang einer
diagonalen Geraden fallen, reflektieren Resultate, die auch zufallig bedingt sein kénnten.
Je hoher die ROC-Kurve Uber der Diagonalen liegt, desto gréBer ist die Leistungsfahig-
keit des diagnostischen Verfahrens (siehe Abb. 10). Je weiter die Kurve nach oben links
verlagert ist, desto geringer ist der Anteil von falsch positiven Befunden im Verhéltnis zu
richtig positiven Befunden. Entsprechend ist bei einer ROC-Kurve, die in Héhe der Dia-
gonalen oder in Richtung auf die rechte obere Ecke verlauft von einem minderwertigen
diagnostischen Verfahren, oder einer zu groB3zigigen Nachweisgrenze auszugehen [38].
Beim Testvergleich ist der Test mit der gr6Bten Flache unterhalb der ROC-Kurve der dia-
gnostisch bessere Test.
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Abbildung 10 Schematische Darstellung einer ROC-Kurve [38]

In der Graphik sind die richtig positiven gegen die falsch positiven Werte aufgetragen, hieraus
ergibt sich eine charakteristische Kurve fiir den diagnostischen Test. Die Flache unterhalb der
Kurve ist ein MaB fir die Gute und die Leistungsféhigkeit des diagnostischen Verfahrens.

2.6 Endpunkte

Als primarer Endpunkt diente in dieser Arbeit die Diagnose eines Rezidivs mittels Volu-
menbestimmung. Die sichere Diagnose eines Rezidivs setzt die Kenntnis eines entspre-
chenden Grenzwertes voraus. Aufgrund der langjéhrigen Erfahrung mit dem verwendeten
Tumormodell, war der Rezidivhachweis mittels Volumetrie gesichert, wenn ein Rezidivvo-
lumen von = 0,09 cm?® erreicht war. Wenn ein Tumorvolumen die 0,09 cm® nicht unter-
schritten hat, spricht dies flr eine Tumorpersistenz. Fir die Diagnose mittels PET wurde
der Grenzwert zur sicheren Rezidivdiagnose mit Hilfe der ROC-Analysen definiert (Kap.
3.13.).
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Aussagekraft der Positronen-Emissions-Tomographie bei
der Diagnose von Tumoren und ihren Rezidiven nach fraktionierter Bestrahlung am Bei-
spiel des R1H-Tumors zu untersuchen. Hierzu wurden die PET-Befunde mit der Volu-
metrie des Tumors verglichen (Kap. 2.1.3.). Im Folgenden werden die Wachstumskurven
der Tumoren bzw. der lokalen Kontrollen untersucht und zu den jeweiligen PET-
Untersuchungen in Beziehung gesetzt.

3.1 Therapieansprechen

Insgesamt 25 Tieren wurde ein Tumor transplantiert. FUnf Tiere verstarben z.B. wahrend
der Narkose, so dass die Befunde von insgesamt 20 Tieren ausgewertet werden konn-
ten. Von diesen 20 kam es bei zwélf Tieren (60%) zu einem Rezidiv, wahrend acht Tiere
(40%) bis zum Ende der Studie sowohl im PET, als auch in der Volumenkontrolle eine
lokale Kontrolle aufwiesen.

3.2 Uberlebenszeit

Die mediane Uberlebenszeit aller Tiere betrug nach Beginn der sechswdchigen Strahlen-
therapie 204 Tage (Streubreite 140 - 293 Tage). Die Uberlebenszeit der Tiere mit Tumor-
rezidiv (n=12; Median 189 Tage, Streubreite 140 — 232 Tage) war insgesamt klrzer, da
sie bei Erreichen einer TumorgrdéBe von ca. 15 cm®, oder bei Beschwerden aus ethischen
Griinden getdtet wurden. Bei den Tieren (n=8), mit lokal kontrollierten Tumoren, lag die
mediane Uberlebenszeit bei 234 Tagen (Streubreite 140 - 293 Tage).

3.3 Volumetrie

Bei allen 25 Tieren, kam es zu einem Anwachsen der Tumoren. Die Tumorverdoppe-
lungszeit lag bei ca. vier Tagen. Zum Zeitpunkt des Therapiebeginns ca. drei Wochen
nach Tumorimplantation hatten die Tumoren ein Volumen, das im Median 0,64 cm®
(Streubreite 0,29 — 1,99 cm®) betrug.

3.4 Verlauf wahrend Therapie

Wahrend der Therapie kam es anfénglich noch zu einer GréBenzunahme der Tumoren,
das Maximum war am 5. Tag (Streubreite 0 — 12. Tag) nach Therapiebeginn mit einem
Volumen von 1,11 cm® (Streubreite: 0,56 — 2,04 cm?®) erreicht. Zwischen Tag 8 und 15

stellte sich bei den meisten Tieren eine Plateauphase im Tumorwachstum ein, die im
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Median bei einem Volumen von 0,84 cm?® (Streubreite: 0,21 — 2,04 cm®) lag. Ab dem 15.
Tag kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme der Volumina. Nach 40 Tagen, am Ende
der Therapie lag das Tumorvolumen zwischen 0,02 — 0,09 cm?® (Median 0,09 cm®).

3.5 Verlauf nach Therapieende
3.5.1 Lokal kontrollierte Tumoren

Bei acht Tieren blieb der Tumor nach Strahlentherapie lokal kontrolliert. Abbildung 11
zeigt exemplarisch die volumetrisch bestimmte Tumorwachstumskurve eines Tieres ohne

Tumorrezidiv halblogarithmisch Gber einen Zeitraum von 260 Tagen.

10

0.1

Volumen (cm3)

0.01 ‘\J'\"M N

Bestrahlung
0.001

T T
20 0 2 40 6 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Tage nach Bestrahlungsbeginn

Abbildung 11 Tumorwachstumskurve eines lokal kontrollierten Tumors

Das errechnete Tumorvolumen ist halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Unter Bestrahlung
kommt es zunachst noch zu einem weiteren Anwachsen des Tumors. Nach wenigen Tagen zeigt sich je-
doch ein kontinuierlicher Abfall des Tumorvolumens bis unterhalb der Nachweisgrenze.

3.5.2 Rezidivtumoren

Nach Strahlentherapie schrumpften zunachst auch die rezidivierenden Tumoren unter-
halb der Nachweisgrenze, dann kam es zu einem erneuten Anwachsen der Tumoren. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Rezidivtumoren ahnelte der Geschwindigkeit beim An-
wachsen der Tumoren vor Therapiebeginn. Nach ca. zwei bis drei Wochen kam es, be-
dingt durch den in Kapitel 2.1.5 beschriebenen ,Tumor-Bett-Effekt”, zu einer Stagnation
des Tumorwachstums (s. Abb. 12).
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Volumen (cmd,e)

Bei den zwdlf Tieren, die ein Tumorrezidiv entwickelten, wurde dies in der volumetrischen
Messung im Median nach 77 Tage (Streubreite 60. — 128. Tagen) bei einem Volumen >
0,09 cm3gesichert. Exemplarisch ist in Abbildung 12 die Wachstumskurve eines Tieres

mit Tumorrezidiv dargestellt.

Einige der Rezidive zeigten zwischen dem 80. und dem 140. Tag einen ausgepragten
»Tumor-Bett-Effekt“. Wéhrend dieser Zeit kam es zu einer Plateauphase im GréBen-
wachstum der Rezidivtumoren. Nach Uberschreiten dieser Phase wuchsen die Tumoren

kontinuierlich weiter an.

10.000
1.000 ‘A I
0.100 ”—Jm
Tumor-Bett-Effekt -
0.010 i
Bestrahlung
0.001

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Tage nach Bestrahlungsbeginn

Abbildung 12 Tumorwachstumskurve bei einem Tier mit Tumorrezidiv

Das Tumorvolumen ist halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Unter Therapie wéachst
der Tumor zun&chst noch an und schrumpft dann bis unterhalb der Nachweisgrenze. Um den
80. Tag ist der Tumor erstmals wieder nachweisbar. Die lange Plateauphase in der GréBenzu-
nahme entspricht dem , Tumor-Bett-Effekt*

Abbildung 13 stellt eine kumulative Wachstumskurve aller Rezidive dar. Nach 170 Tagen
kommt es zu einem Absinken des medianen Tumorvolumens, dies ist durch das Aus-
scheiden der Tiere mit einem frihen Tumorrezidiv bedingt. Die Kurve der minimalen Tu-
morvolumina zeigt, dass es bei einigen Tiere zu einem recht langsamen Anwachsen der
Tumoren gekommen ist, wahrscheinlich bedingt durch einen ausgepragten ,Tumor-Bett-
Effekt®, ab dem 200. Tag kam es dann zu einem sprunghaften Anwachsen der Tumoren.
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Abbildung 13  Kumulative Wachstumskurve bei Tumorrezidiv (n = 12)
Dargestellt sind jeweils das mediane (A), das Minimal- (>*) und das Maximalvolumen (O)
vor, wahrend und nach fraktionierter Bestrahlung, aufgetragen gegen die Zeit. Im Verlauf

verstarben alle 12 Tiere, dies erklart die starken Schwankungen insbesondere im Median,
da in der Regel die Tiere mit den gréBeren Tumoren auch friiher ausschieden.

3.6 Vergleich der Wachstumskurven

Im Vergleich der medianen Wachstumskurven der rezidivierenden und der lokal
kontrollierten Tumoren (Abb. 14), zeigt sich, dass bis zum ca. 60. Tag nach
Therapiebeginn beide Kurven einen nahezu parallelen Verlauf aufweisen. Ab dem 70.
Tag steigt das mediane Volumen der Rezidive kontinuierlich an, wahrend das der lokalen

Kontrollen weiter abnimmt.
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Abbildung 14 Vergleich der medianen Wachstumskurven von R1H-Tumoren

Rezidive (o) wachsen ab dem 60. Tag kontinuierlich an, wéhrend die lokalen Kontrollen (O)
kontinuierlich weiter schrumpfen.

Nach Ende der Strahlentherapie fand sich bei den meisten Tieren (n=14) noch ein tastba-
rer Tumor. Bei sechs Tieren lag das Tumorvolumen unterhalb von 0,09 cm?®, drei von die-

sen sechs Tieren entwickelten ein Rezidiv.

3.7 Befundung mittels PET
3.8 PET vor Therapiebeginn

Bei allen untersuchten Tieren gelang vor Therapiebeginn ein sicherer Tumornachweis
mittels PET, dabei erhielten alle Tiere die Beurteilung ,sicher positiv* (Score ,++%), also
den héchst méglichen Score fir den Tumornachweis, welcher als Ausdruck einer intensi-

ven FDG-Anreicherung im Tumorgewebe zu werten ist.

3.9 PET wahrend Strahlentherapie

Die Befundung der PET-Untersuchungen erfolgte mit der in Kapitel 2.2.6. eingeflhrten
visuellen Bewertungsskala. Bis zum 20. Tag nach Therapiebeginn wurde der Tumor bei
allen Tieren sicher nachgewiesen. Am 20. Tag kommt es in der Bewertung erstmals zur
Vergabe der Beurteilung ,positiv‘ (Score ,.+“; n= 6) und ,fraglich positiv* (Score ,+7“; n=1),
im Median lag die Beurteilung bei ,sicher positiv“.

Im weiteren Verlauf der Therapie kommt es zu einem deutlichen Verringerung, sowohl
der FDG-Anreicherung im Tumorgewebe, als auch der Abgrenzbarkeit des Tumors ge-
genlber dem umliegenden Gewebe. Nach 43 Tagen, am Ende der Therapie wurde nur in
einem Fall ein ,positiver* Tumornachweis erbracht. Neun Tiere hatten einen ,fraglich po-
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sitiven“ Befund, bei den verbleibenden zehn Tieren lieB sich kein Tumor mehr nachwei-
sen. Aus einem negativen PET-Befund am Ende der Strahlentherapie lieB sich keine
Aussage Uber eine andauernde lokale Kontrolle der Tumoren treffen, da es bei acht die-

ser Tiere im Verlauf zu einem Rezidiv kam.

3.10 PET als Therapiekontrolle
3.10.1 PET bei lokal kontrollierten Tumoren

Bei den Tieren mit lokal kontrollierten Tumoren lieB sich bei sieben von acht Tieren ab
dem 34. Tag nach Therapiebeginn im PET kein Wert Uber ,fraglich negativ‘ mehr nach-
weisen (Score < ,-7%). Bei einem Tier (Nr. 18 siehe Anhang) fanden sich bei Therapieen-
de und im Verlauf am 70. und am 98. Tag ,fraglich positive” Befunde (Score ,+7%). Im
weiteren Verlauf blieb dieses Tier jedoch bis zum Tag 288 nach Therapiebeginn in der
Volumetrie und der PET-Untersuchung rezidivirei.

3.10.2 PET bei Tumorrezidiven

Bei den Tieren mit Tumorrezidiv lieB sich noch bei funf von zwdlf Tieren bei Therapieen-
de eine FDG-Ansammlung im PET nachweisen (Score = ,+7“). Bei allen Tieren war die
Befundung im Verlauf jedoch negativ. Tumorrezidive lieBen sich im PET erstmals zwi-
schen dem 69. — 117. Tag nach Therapiebeginn nachweisen (Median 85 Tage). Bei ver-
einzelten Tieren kam es noch bis zum 162. Tag zu ,fraglich positiven“ Befunden (Score
~+7%). Erst nach dieser Zeit waren alle Rezidive sicher nachweisbar. Der friheste sichere
Tumornachweis gelang bereits am 70. Tag nach Therapiebeginn, das am spatesten
nachweisbare Rezidiv war erst ab dem 90. Tag zu erkennen. Ein falsch positiver PET-
Befund wurde zu keinem Zeitpunkt erhoben. Bei finf von sechs Tieren mit einem per-
sistierenden FDG-Nachweis bei Therapieende entwickelte sich ein Tumorrezidiv, obwohl
es bei all diesen Tieren im Verlauf mindestens einmal zu einem negativen Befund im PET
gekommen war. Das bedeutet, dass ein FDG-Nachweis im PET bei Therapieende, mit

einer hohen Rate von Tumorrezidiven im Verlauf verbunden war.

Abbildung 15 stellt graphisch die kumulativen PET-Befunde der Tiere mit Tumorrezidiv
vor, wahrend und nach der Strahlentherapie dar.
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Abbildung 15 Tumornachweis mittels PET bei Tieren mit Tumorrezidiv nach Strahlentherapie (n=12)

Als Bewertungsgrundlage wurde die in Tabelle 2 (Kap. 2.2.6.) gezeigte Bewertungsskala ver-
wendet. Dargestellt sind jeweils der Median (A ), sowie der Minimal- (*)- und der Maximalwert
(O). (,++" = ,sicher positiv", ,+“ = ,positiv", ,+?“ = ,fraglich positiv*, ,-?“ = ,fraglich negativ", ,-“
= ,nhegativ®, ,--“ = ,sicher negativ®).

3.11 Korrelation der PET-Befunde mit den Tumorvolumina

Zur Beantwortung der Frage welche Methode den friiheren Tumornachweis ermdglicht,
wurden flr jedes Tier die gemessenen Tumorvolumina den PET-Befunden sowohl tabel-
larisch, als auch graphisch gegenlbergestellt (siehe Anhang). Es wurde jeweils der Zeit-
punkt bestimmt, an dem anhand der im PET gemessenen FDG-Anreicherung bzw. in der
Volumetrie ein Rezidivhachweis erfolgte. Die Wachsstumskurven der Tumoren und die
Kurven der skalierten PET-Befunde verlaufen weitestgehend parallel, eine Abnahme des
Tumorvolumens nach Bestrahlung findet ihre Entsprechung in negativen PET-
Befundungen. Die Abbildungen 16 und 17 zeigen exemplarisch je ein reprasentatives
Beispiel flr einen lokal kontrollierten Tumor (Abb. 16) und fir ein Tumorrezidiv (Abb. 17).

Dargestellt ist die Entwicklung des Tumorvolumens (®) und der skalierten PET-Befunde

(O) vor, wahrend und nach Therapiebeginn.
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Abbildung 16 Vergleich der Tumorvolumina und der PET-Befunde bei einem Tier mit lokal kontrollier-
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Exemplarische Darstellung eines Tieres mit lokal kontrolliertem Befund. Das Tumorvolumen
(*) und die mittels PET (O) nachgewiesene FDG-Anreicherung im Tumor sind halblogarith-

misch Uber die Zeit dargestellt. D
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Abbildung 17 Vergleich der Tumorvolumina und der PET-Befunde bei einem Tier mit Tumorrezidiv

Exemplarische Darstellung eines

Tieres mit Tumorrezidiv. Das Tumorvolumen (e) und die ska-

lierten PET-Befunde (O) als Ausdruck der FDG-Anreicherung im Tumor, sind halblogarith-

misch Uber die Zeit dargestellt.
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3.12 Zeitvorteil beim Rezidivhachweis durch PET

Im Hinblick auf die Frage, ob durch die FDG-Messung im PET ein Tumornachweis friher
als durch eine Bestimmung der Volumenzunahme gelingt, wurden die PET-Befunde er-
neut in Beziehung zu den gemessenen Tumorvolumina gesetzt. Hierzu wurde jeweils der
Zeitpunkt des frihesten Rezidivnachweis durch PET im Vergleich zur Volumetrie be-
stimmt. Als Nachweisgrenze im PET diente, abgeleitet aus den Ergebnissen aus den
ROC-Analysen (Kap. 3.13.), die Bewertung ,fraglich positiv* (+?). Dariiber hinaus wurden
die positiven PET-Befunde zu verschiedenen definierten Tumorvolumina (0,1, 0,2, >0,5,
>0,8 und >1,0 cm®) in Beziehung gesetzt. Fiir die einzelnen Volumina wurde die Zeitdiffe-
renz zwischen dem sicheren Tumornachweis im PET und dem Erreichen des jeweiligen

Tumorvolumens in Tagen berechnet (s. Abb. 18).

120 0e®
S 100+ o *
& 80 y .
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Abbildung 18 Zeitdifferenz in Tagen zwischen dem Tumornachweis durch PET und dem Erreichen
der jeweiligen Tumorvolumina

Verschiedene Tumorvolumina (0,1, 0,2, > 0,5, > 0,8 und >1,0 cm3) wurden mit dem Zeitpunkt
des Rezidivhachweises im PET in Beziehung gesetzt. Oberhalb der gestrichelten Linie erfolg-
te der Rezidivnachweis im PET friher, unterhalb der Linie spater, als durch die
Volumenbestimmung. Die Balken kennzeichnen den Median (Nachweisgrenze PET ,fraglich
positiv* (+?)).

Anmerkung: Bei einem Tier schrumpfte der Tumor nicht unter 0,1 cm® aus diesem Grund
zeigt die Abbildung bei 0,1 cm® nur elf Datenpunkte.

Alle Datenpunkte oberhalb der gestrichelten Linie zeigen individuelle Tumorrezidive, die
mittels PET fraher, als durch die Volumenmessung nachweisbar waren. Bei einem End-
punkt vom 0,1 cm® (@ ca. 5 mm) war weder fiir die PET, noch fiir die Volumenbestim-
mung (Median 0 Tage; Streubreite: PET 19 Tage spater - PET 19 Tage friiher als Volu-
metrie) ein Vorteil festzustellen. Ab einem Grenzwert von 0,2 cm® (@ ca. 7 mm) gelingt
bei einem Median von 31 Tagen (Streubreite: 7 - 43 Tage) in der PET bereits ein deutlich
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friherer Rezidivhachweis, als durch die Volumetrie. Diese Tendenz setzt sich bei stei-
genden Volumina fort und erreicht bei einem Endpunkt von >1,0 cm® im Median einen
Zeitvorteil von 81 Tagen (Streubreite: 59 - 120 Tage). Damit zeigte die PET, nach fraktio-
nierter Bestrahlung ab einem Grenzvolumen von 0,2 cm?®, gegenliiber der Volumetrie ei-

nen deutlichen Zeitvorsprung im Rezidivhachweis.

3.13 Receiver Operating Characteristics (ROC)

Wie bereits in Kapitel 2.5. erlautert ist die ROC (Receiver Operating Characteristics) eine
geeignete Methode, um die Glte eines diagnostischen Testes zu ermitteln, indem sie die
Ergebnisse von Sensitivitat und Spezifitdt simultan bewertet.

3.13.1 Optimaler Untersuchungszeitpunkt

Die ROC-Analyse wurde in diesem Fall verwendet, um den optimalen Untersuchungszeit-
raum und den optimalen Grenzwert des Tumorvolumens fir den Tumornachweis zu er-
mitteln. Zu diesem Zweck wurde die Sensitivitdt gegen die Spezifitat der einzelnen Be-

wertungsscores in einer ROC-Kurve gegeneinander aufgetragen.
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Abbildung 19 A-F ROC-Kurven fiir den Nachweis von rezidivierenden R1H-Tumoren durch PET bezogen
auf den Untersuchungszeitpunkt

Dargestellt sind in den Graphen A-F jeweils 20-Tage-Intervalle nach Ende der Strahlenthera-
pie. Die Wahrscheinlichkeit fir ein richtig positives Ergebnis (Sensitivitdt) wurde gegen die
Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses (1-Spezifitat) fir die verschiedenen
Grenzwerte des PET-Scores (s. Kap. 2.2.6.) aufgetragen. Je weiter sich eine Kurve in die lin-
ke obere Ecke verschiebt, desto zuverlassiger ist das Untersuchungsergebnis. Mit zunehmen-
der Dauer nach Therapiebeginn wurde die PET immer aussagekraftiger.

(,++" = ,sicher positiv", ,+“ = ,positiv", ,+?“

= H»iraglich positiv,
-~ ¢ = fraglich negativ’, ,-“ = ,negativ”, ,--“

LSicher negativ*)
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Abbildung 19 A-F zeigt sechs verschiedene ROC-Kurven fiir den Untersuchungszeitraum
vom 41. bis zum 160. Tag, beginnend direkt nach Ende der Strahlentherapie. Jede ein-
zelne Abbildung reprasentiert einen Zeitraum von 20 Tagen. Kurven, die entlang der ge-
strichelt gezeichneten Diagonalen verlaufen, entsprechen der Zufallswahrscheinlichkeit.
Je weiter ein Punkt in der linken oberen Ecke liegt und je grdéBer die Flache unter der
ROC-Kurve wird, desto zuverlassiger ist das Untersuchungsergebnis. Die ROC-Kurven
der PET-Untersuchungen, die zwischen dem 41. — 60. Tag (Abbildung 19 A), sowie zwi-
schen dem 61. - 80. Tag (Abbildung 19 B) ausgefuhrt wurden verlaufen annahernd ent-
lang der Diagonalen. Sie entsprechen zufalligen Befunden und haben folglich keinen dia-
gnostischen Nutzen. Ab dem 81. Tag nach Therapiebeginn stellen sich nahezu perfekte
ROC-Kurven dar. Die optimale Bewertungsgrenze fir den Tumornachweis ist entspre-
chend dieser Berechnungen der Befund ,fraglich positiv* (Score ,+7“). Dieser Score er-
maoglicht im Zeitraum vom 81. - 100. Tag in 91,7% und im Zeitraum vom 100. — 120. Tag
in 95% richtig positive Befunde, d.h. das alle Tiere, die einen Score gréBer oder gleich
+7“ aufwiesen ein Rezidiv ausbildeten. Nur einmalig gab es im Zeitraum 81. — 100. Tag
einen falsch positiven Befund (1,6%), bei einem Tier, welches einen Score ,+?“ erhielt, im
Verlauf aber einen lokal kontrollierten Tumor aufwies. Ab dem 120. Tag lagen in 100%
richtig positive Befunde vor.

3.13.2 Optimales Tumorvolumen

In einer weiteren ROC-Analyse wurde der Einfluss des Tumorvolumens auf die Genauig-
keit der PET Uberpriift. Fir die Analysen wurden Tumorvolumina von 0,02 cm® (& ca. 3,5
mm) und 0,09 cm® (@ ca. 5,8 mm) verwendet. ROC-Analysen fiir Volumina gréBer als
0,09 cm?®lassen sich nicht berechnen, da die lokal kontrollierten Tumoren nach Therapie-
ende in der Volumetrie nie gréBer als 0,09 cm® waren. Falsch negative Befunde bei ei-

nem Volumen Uber 0.09 cm?® traten nicht auf.

Ab dem 61. Tag nach Therapiebeginn, also 21 Tage nach Therapieende, wurden mit ei-
nem Abstand von jeweils zehn Tagen bis zum Ende der Beobachtung drei verschiedene
Untersuchungszeitraume gebildet (Abb. 20 + 21). Abbildung 20 zeigt die ROC-Kurve fir
Rezidive mit einer GréBe von 0,02 cm® berechnet fiir Zeitrdume ab dem 61. Tag, sowie
ab dem 71. und 81. Tag. Der Nachweis von Tumoren dieser GréBe ist somit stark vom
Zeitpunkt der Untersuchung abhangig und wird umso sicherer, je spater er erfolgt. Unter-
suchungen ab dem 61. Tag nach Therapiebeginn zeigen eine ROC-Kurve, die nur wenig

38



besser als die Zufallswahrscheinlichkeit ist. Auch bei PET-Untersuchungen ab dem

71./ 81. Tag ist die Rate, insbesondere der ,falsch negativen® Befunde noch relativ hoch.

1,0

0,8

0,6

Sensitivitat

0,4

0,2

0,0

Abbildung 20

- 0,02 cm® (~ @ 3,5 mm)

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

1-Spezifitat

ROC-Kurve rezidivierender R1H-Tumoren mit einem Volumen von 0,02 cm® (~ D 35
mm) ab dem 61. Tag nach Strahlentherapie untersucht mit der PET

Die Untersuchungszeitrdume wurden ab dem 61. bis zum 81. Tag nach Therapiebeginn je-
weils zeitversetzt im Abstand von 10 Tagen gewahlt (61. Tag bis « =0, 71. Tag bis « = o, 81.
Tag bis « = A). Die Wahrscheinlichkeit fir ein richtig positives Ergebnis (Sensitivitat) wurde
gegen die Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses (1-Spezifitat) fir die ver-
schiedenen Grenzwerte des PET-Scores aufgetragen. Der Nachweis von Rezidivtumoren von
0,02 cm® zeigt eine deutliche Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Untersuchung.

-+ = ,sicher positiv", ,+“ = ,positiv’, ,+?“ = fraglich positiv*,
-~ = fraglich negativ®, ,-“ = ,negativ’, ,--“ = ,sicher negativ"

Analog zu Abbildung 20 zeigt Abbildung 21 die ROC-Kurve fiir Rezidive von 0,09 cm?® be-
rechnet flr Zeitrdume ab dem 61. Tag. Fir Tumorvolumina dieser GréBe liefert das PET

wesentlich bessere Ergebnisse, dabei spielt der Zeitpunkt der Untersuchung kaum eine

Rolle, die ROC-Kurven verlaufen annahernd parallel.
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1-Spezifitat

Abbildung 21 ROC-Kurve rezidivierender R1H-Tumoren von 0,09 cm® (~ & 5,8 mm) ab dem 61. Tag
nach Strahlenthrerapie untersucht mit PET

Die Untersuchungszeitrdume wurden ab dem 61. bis zum 81. Tag nach Therapiebeginn je-
weils zeitversetzt im Abstand von 10 Tagen gewahlt (61. Tag bis « =0, 71. Tag bis « = o, 81.
Tag bis « = A). Die Wahrscheinlichkeit fir ein richtig positives Ergebnis (Sensitivitat) wurde
gegen die Wahrscheinlichkeit eines falsch positiven Ergebnisses (1-Spezifitat) fur die ver-
schiedenen Grenzwerte des PET-Scores aufgetragen. Der Nachweis von Rezidivvolumen
von 0,09 cm® zeigt keine Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Untersuchung.

L++" = sicher positiv", .+ = ,positiv", ,+?“ = ,fraglich positiv*,
-~2° = fraglich negativ, ,-“ = ,negativ’, ,--“=sicher negativ"

3.13.3 Optimale Nachweisgrenze flir Rezidive

Mit Hilfe der oben aufgefiihrten ROC-Analysen lasst sich fir jeden Score des Bewer-
tungsschemas eine Korrelation der Datenpaare von Sensitivitdt und Spezifitat bezogen
auf die GréBe der Rezidive im PET darstellen. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse aus den
Abbildungen 17, 18 und 19 fir den Untersuchungszeitraum ab dem 81. Tag noch einmal

zusammengefasst.

Verwendet man den Score ,fraglich positiv* (+?) als Grenzwert, so werden bei einem Vo-
lumen von 0,02 cm® nur die Halfte aller Tumoren nachgewiesen (50% Sensitivitat). Die
Sensitivitat steigt mit einem zunehmenden Tumorvolumen, so dass sie bei 0,09 cm?® bei
91% liegt und ab 0,2 cm® 100% erreicht. Ab einem Volumen von 0,2 cm® lieBen sich kei-
ne Werte fiir die Spezifitat ermitteln, da lokal kontrollierte Tumoren dieses Volumen nicht

erreichen.
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Tabelle 3 Sensitivitat und Spezifitat der PET-Befunde

Sensitivitdt und Spezifitdt der PET bezogen auf den Endpunkt und das Rezidivvolumen bei einer
Untersuchung ab dem 81 Tage nach Therapiebeginn

Endpunkt = fraglich positiv (+?)

Volumen (cm?®)
0,02

0,09

0,2

Diameter (mm)
3,5
5,8
7,3

Sensitivitat (%)
50

91

100

Spezifitat (%)
100
67

Endpunkt = positiv (+)

Volumen (cm?®)
0,02

0,09

0,2

Diameter (mm)
3,5
5,8
7,3

Sensitivitat (%)
25
70
100

Spezifitat (%)
100
100

Verschiebt man nun den Endpunkt auf ,positiv* (+), als sicheren Tumornachweis, so geht
dies bei den Volumina 0,02 und 0,09 cm® mit einem Verlust der Sensitivitat zugunsten der
Spezifitat einher.

Aus diesem Grund wurde, fiir weitere Untersuchungen mit diesem Tumormodell der Sco-
re, ,fraglich positiv* (+?) als Grenze zwischen Tumornachweis und Tumorausschluss ge-

wahlt.

3.14 Befundervariabilitat

3.14.1 Intra-individuelle Befundervariabilitat

Um die Reproduzierbarkeit des verwendeten Bewertungssystems bei ein und demselben
Untersucher zu Uberprifen, wurde die intra-individuelle Befundervariabilitét nach erneuter
Blindbefundung anhand des Kappa-Koeffizenten nach Cohen (Kap. 2.4.1.) analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tabellen (Tab. 4 — 6) zusammengefasst, in denen die Datenpaare der
ersten und zweiten Befundung gegentbergestellt wurden.
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Zunachst wurden die Befundungen anhand der sechs Einzelscores miteinander vergli-
chen (Tab. 4). Der Kappa-Koeffizient betrug 0,66 mit einem (95% Konfidenz-Intervall:
0,58 — 0,73). Nach den von Landis entwickelten Kategorien liegt dieser Wert im unteren
Bereich der Kategorie ,starke Ubereinstimmung® (Tab. 4). Bei Verwendung dieser Grup-
pierung lag in 74,1% der Befundungen eine Ubereinstimmung vor, das heiBt in der zwei-

ten Befundung wurde derselbe Score vergeben, wie in der ersten Befundung.

Tabelle 4 Intra-individuelle Befundervariabilitdt mit sechs Scores

Abgebildet ist die Intra-individuelle Befundervariabilitdt bezogen auf eine Ubereinstimmung jedes
Einzelscores in Prozent. Die grau getdnten Felder zeigen identische Befunde an. Kappa-
Koeffizient (nach Cohen) = 0,66 (95% C.l.: 0,58.-.0,73).

»iraglich positiv,
~sicher negativ®)

(,++" = ,sicher positiv", ,+“ = ,positiv", ,+?“
-1 = fraglich negativ’, ,-“ = ,negativ’, ,--“

1. Befundung

% - -- -? +? + ++
- 4,1 2,6 0,5 1,0
-- 3,6 11,4 3,1 1,0
o -? 1,6 1,0 3,1
.§ +? 0,5 0,5 1,6 6,2
.,g + 3,6 10,4 0,5
= + 4,9 38,9
o

Bei sechs Einzelscores ergibt sich zwangslaufig ein niedriger Kappa-Koeffizient. Rele-
vanter fir die Befundung ist eine Gruppierung der Einzelscores in Paare von ,positiven®,
Jraglichen® und ,negativen” Befunden (Tab. 5). Dies lasst den Kappa-Koeffizient auf 0,77
(95% Konfidenz-Intervall: 0,70 — 0,85) steigen und liegt damit im oberen Bereich der Ka-
tegorie ,starke Ubereinstimmung*“. Ohne Zufallskorrektur sind 87% der Befunde identisch,
54,4% Prozent davon entfallen auf die Beurteilungskategorie ,sicher positiv/ positiv*.
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Tabelle 5 Intra-individuelle Befundervariabilitat mit drei Scores

Abgebildet ist die Intra-individuelle Befundervariabilitdt unter Zusammenfassung der Einzel-
Scores zu Paaren in Prozent. Die grau getdnten Felder zeigen identische Befunde an. Kappa-
Koeffizient (hach Cohen) = 0,77 (95% C.I.: 0,70 -.0,85).

“positiv”= ,sicher positiv* (,++) und ,positiv* (,+);
Jfraglich” = fraglich positiv* (,+7?%) und ,fraglich negativ“( ,-?“);
Lhegativ’= ,negativ* - und ,sicher negativ* (,--“)

1. Befundung

% »positiv* »fraglich® »hegativ®
»positiv* 21,2 6,2
g
= »fraglich® 3,1 11,4
o
c
=]
@ .
0 ~hegativ* 3,6 54,4
o

Tabelle 6 zeigt die Zusammenfassung der Einzelscores in zwei Dreiergruppen (,positiv®
und ,negativ’). Hierbei ergibt sich ein Kappa-Koeffizient von 0,89 (95% Konfidenz-
Intervall: 0,83 — 0,94) entsprechend einer ,fast vollstiandigen Ubereinstimmung* nach
Landis. In Prozent ausgedriickt liegt bei 94,3 % der Befundungen eine Ubereinstimmung
Vor.

Tabelle 6 Intra-individuelle Befundervariabilitat mit zwei Scores

Die Einzelscores wurden in Dreiergruppen zusammengefasst. Die grau getdnten Felder zeigen
identische Befunde an. Kappa-Koeffizient (nach Cohen) = 0,89 (95% C.I.: 0,83 ...0,94).

“positiv”= ,sicher positiv* (,++), ,positiv* (,+*) und ,fraglich positiv* ( ,+?“) ;
.negativ= negativ” -*, ,sicher negativ” (,--“) und ,fraglich negativ“( ,-?).

1. Befundung

% »positiv* »hegativ“
»positiv 31,1 3,1
g
=
o
S
S »hegativ“ 2,6 63,2
m
o
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3.14.2 Inter-individuelle Befundervariabilitat

Im folgenden Abschnitt soll eine Beurteilung der inter-individuellen Variabilitéat bei der
Verwendung des Befundungssystems von verschiedenen Untersuchern erhoben werden.
Hierzu wurden 242 PET-Befunde von zwei Untersuchern verblindet ausgewertet. Ver-
gleicht man die Befundung bei Verwendung der Einzelscores (Tab. 7) so ergibt sich ein
Kappa-Koeffizient nach Cohen von 0,39 (95% Konfidenz-Intervall: 0,32. — 0,46), dies liegt
nach Landis knapp unter der Kategorie ,maBige Ubereinstimmung* (K > 0,40 - < 0,60).
Nur in 51,6% der Befundungen liegt eine Ubereinstimmung vor.

Tabelle 7 Inter-individuelle Befundervariabilitat unter Verwendung von sechs Scores

Abgebildet ist die Inter-individuelle Befundervariabilitdt bezogen auf eine Ubereinstimmung jedes
Einzelscores in Prozent. Die grau geténten Felder zeigen identische Befunde an. Kappa-
Koeffizient (nach Cohen) = 0,39 (95% C.I.: 0,32 — 0,46).

(,++“ = ,sicher positiv‘ = Score 6; ,+" = ,positiv* = Score 5; ,+?“ = ,fraglich positiv‘ = Score 4; ,-7“=

»iraglich negativ‘ = Score 3; ,-“ = ,negativ“ = Score 2; ,--“ = ,sicher negativ“ = Score 1)
1. Befunder

% - - -? +? + ++

- 7,0 12,0 3,7 2,9 0,8

-- 5,0 7,9 3,7 1,7 0,8

-? 2,1 1,7
g +? 0.8 0.8 12 0,8 17
% + 0,4 0,8 7,4 7,4
@ ++ 08 28,5
o

Analog zur Intra-individuellen Befundung wurden die Scores weiter zusammengefasst.
Bei drei Paaren von Scores mit ,positiven®, ,fraglichen* und ,negativen“ Befunden, ver-
bessert sich der Kappa-Koeffizient auf 0,67 (95% Konfidenz-Intervall: 0,60 — 0,75), dies
liegt nach Landis in der Kategorie der ,starken Ubereinstimmung* (Tab. 8). In 80,1% der
Befundungen liegt dabei eine Ubereinstimmung vor.
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Tabelle 8 Inter-individuelle Befundervariabilitiat mit drei Scores

Abgebildet ist die Inter-individuelle Befundervariabilitdt unter Zusammenfassung der Einzel-Scores
zu je drei Paaren in Prozent. Die grau getdnten Felder zeigen identische Befunde an. Kappa-
Koeffizient (hach Cohen) = 0.67 (95% C.l.: 0.60-.0.75).

“positiv” = ,sicher positiv* (,++) und ,positiv* (,+);

Jfraglich = fraglich positiv* ( ,+?“) und ,fraglich negativ“( ,-?%);

negativ = ,negativ“ ,-“ und ,sicher negativ* (,--“)

1. Befunder

% »positiv* »fraglich® »,hegativ®
»positiv* 31,8 11,6 1,7
Fy »fraglich® 3,7 4.1 1,7
2
=
[y .
173] »hegativ“ 1,2 44 2
o

Bei weiterer Zusammenfassung der Scores in nur zwei Gruppen a drei Scores (,positiv*
und ,negativ) steigt der Kappa-Koeffizient auf 0,78 (95% Konfidenz-Intervall: 0,69 —
0,86), dies liegt nach Landis in der Kategorie der ,starken Ubereinstimmung* an der
Grenze zur ,vollstandigen Ubereinstimmung® (Tab. 9). In 88,8% der Befundungen liegt

dabei eine Ubereinstimmung vor.

Tabelle 9 Inter-individuelle Befundervariabilitiat mit zwei Scores

Die Einzelscores wurden in Dreiergruppen zusammengefasst. Die grau getdnten Felder zeigen
identische Befunde an. Kappa-Koeffizient (nach Cohen) = 0.78 (95% C.l.: 0.69 — 0.86).

“positiv”= ,sicher positiv* (,++), ,positiv* (,+) und ,fraglich positiv* ( ,+?“) ;

negativ = ,negativ” ,-“, ,sicher negativ” (,--“) und ,fraglich negativ“( ,-?).
1. Befunder
% »positiv* »,hegativ“
»positiv* 41,3 7,9
S
[}
T
S
D »,hegativ 3,3 475
(7]
o
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Etablierung eines experimentellen Tiermodels, um
die Eignung von FDG-PET zur Therapiekontrolle nach Strahlentherapie beim R1H-Tumor
der Ratte zu untersuchen. Die Zuverlassigkeit des Tumornachweises durch PET wurde
anhand der Sensitivitdt und die Spezifitdt der Methode in Abhangigkeit des Untersu-
chungszeitpunktes nach Therapiebeginn, beziehungsweise der TumorgréBe bestimmit.

4.1 Auswahl des Tumormodells

Ob die Ergebnisse dieser Arbeit auf den klinischen Alltag Ubertragen werden kdnnen,
héngt zunachst entscheidend von der Auswahl des Tumormodells ab. Beim verwendeten
Tumormodell handelt es sich um ein etabliertes System, welches weitestgehend einem
spontan entstandenen Tumor [51] &hnelt. Der Tumor ist nicht immunogen [61]. Es han-
delt sich allerdings um einen subkutan implantierten Tumor, der nicht spontan gewach-
sen ist und somit nicht, das einem ,normalen® Tumor entsprechende Mikromilieu, mit der
entsprechenden GefaBversorgung aufweist. Hierdurch kann es unter Umstanden zu Un-
terschieden im Ansprechen auf die Strahlentherapie und in der FDG-Akkumulation kom-
men. Diese Einfliisse scheinen aber vernachlassigbar zu sein, da andere Arbeiten [60]
zeigen konnten, dass die FDG-Anreicherung bei transplantierten Tumoren, der von natlr-
lich gewachsenen Tumoren entspricht. Der R1H-Tumor zeigt eine FDG-Anreicherung,
wie sie auch bei vielen humanen Tumoren beobachtet wird und ist somit ein geeignetes

Tumormodell.

4.2 Manuelle Tumorvolumenmessung

Die TumorgréBe war in diesem Modell erst ab ca. 5 mm mit der Schublehre messbar. Die
GréBe kleinerer Tumoren wurde palpatorisch abgeschéatzt und das Volumen anhand ei-
ner fir dieses Modell entwickelten Eichkurve bestimmt. Werte ab einem Volumen gréBer
0,2 cm® wurden ausgemessen, kleinere Volumina sind das Ergebnis von Schatzungen.
Aus diesem Grund kommt es zu einer sprunghaften Anderung der Volumina von 0,02 auf
0,9 bzw. 0,2 cm®, wéhrend es sich normalerweise um stetig wachsende Tumoren han-
delt.

4.3 Tumorentwicklung wahrend der Strahlentherapie

Noch bis ca. zum 5. Tag nach Beginn der Strahlentherapie nahmen die Tumoren an
GroBe zu. Erst ab dem 15. Tag kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme der Tumorvo-
lumina in der manuellen Messung. Auch in der PET lasst sich noch bis zum 20. Tag nach
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Therapiebeginn der Tumor bei allen Tieren sicher nachweisen. Dies erklart sich wahr-
scheinlich durch die Tatsache, dass es nach Therapiebeginn nicht zum sofortigen Zelltod
kommt. Die Zellen durchlaufen noch ein oder mehrere Zellteilungen ehe es dann zum
Zelltod ([32]) kommt. Die FDG-Anreicherung im PET nimmt jedoch deutlich spéter, als
das gemessene Tumorvolumen ab. Dies deutet entweder auf einen aktiven Metabolis-
mus der noch vitalen Tumorzellen oder auf inflammatorische Vorgange im bestrahlten
Areal hin. Dieses Phanomen tritt in abnehmender Intensitdt noch bis zum Ende der
Strahlentherapie, 43 Tage nach Therapiebeginn auf. Bei der Halfte der Tiere bestand zu
diesem Zeitpunkt immer noch ein fraglich positiver (+?) Befund.

4.4 Einflussfaktoren auf die PET
4.41 Einfluss der Narkose wahrend der PET

Auf eine Narkose der Tiere wahrend der Strahlentherapie wurde, wie eingangs beschrie-
ben verzichtet (Kap. 2.1.7.), da verschiedene Studien ([29], [37]) zeigen konnten, dass es
durch die (iblichen Narkosemittel zu einer unkontrollierten Anderung der Strahlensensibi-
litdt von Tumoren kommen kann. Auch zum Zeitpunkt der subkutanen FDG-Injektion wa-
ren die Tiere nicht narkotisiert. Erst drei Stunden nach FDG-Injektion war fir die PET-
Aufnahmen selbst eine Narkose der Tiere erforderlich. Grundséatzlich verlangsamen Nar-
kotika das Tumorwachstum bereits bei unbehandelten Tieren in geringem Umfang [62],
da die Narkotika jedoch erst unter Therapie und bei samtlichen Tieren gleichermaBen
zum Einsatz kamen, erscheint ein méglicher Effekt vernachlassigbar. Auch eine Beein-
flussung der FDG-Anreicherung im Tumor durch die Narkotika ist aufgrund des Zeitinter-
valls von drei Stunden zwischen FDG-Injektion und PET-Aufnahme unwahrscheinlich.

4.4.2 Einfluss des verwendeten PET-Scanners

In der vorliegenden Studie wurde ein fir den Menschen entwickelter konventioneller
Ganzkoérper-PET-Scanner verwendet. Die physikalische Auflésung dieses Scanners be-
tragt im Zentrum axial und transaxial etwa 5,0 bzw. 6,0 mm Halbwertsbreite (engl. Full
width at half maximum, FWHM) bei einer Schichtdicke von 3,4 mm und nimmt zum Rand
hin auf ca. 8 mm ab [59]. Die Tumornachweisgrenze dieses Scanners liegt somit bei ca.
7 —8 mm, kann jedoch bei starker Aufnahme des Tracers durch den Tumor auch niedri-
ger sein. Der eingesetzte Scanner entspricht damit dem gangigen Standard in der Hu-
manmedizin. Bedingt durch die starke Glukoseutilisation des verwendeten Tumors lieBen
sich in dieser Studie auch Tumoren, die unterhalb des Auflésungsvermégens des Scan-
ners lagen, nachweisen. Gerate mit einem verbesserten Auflésungsvermdgen wirden die

Tumornachweisgrenze noch weiter nach unten verschieben. Dieses Ziel wurde bereits
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mit einigen speziellen Tier-PET-Scannern erreicht, die ein Auflésungsvermdégen von bis
zu 1 mm aufweisen [43]. Entsprechend verbesserte PET-Scanner mit einem hdheren

Auflésungsvermdgen waren auch im klinischen Einsatz winschenswert.

44.3 Einfluss des Glukosespiegels auf die FDG-Akkumulation

Bedingt durch die Kopplung des verwendeten Nuklids '®F an Desoxyglukose ist die An-
reicherung des Tracers im Tumor, wie auch in stoffwechselaktiven Geweben des Orga-
nismus im Allgemeinen vom Blutglukosespiegel abhangig. In einem anderen Rattenmo-
del [56], konnte gezeigt werden, dass es bei initial erhéhten Blutzuckerspiegeln zu einer
verminderten FDG-Aufnahme im Tumor und im GObrigen Organismus kommt. Auch beim
Menschen senkt ein erhdhter Blutzuckerspiegel die FDG-Aufnahme im Tumor zugunsten
der Muskulatur [36] und beeinflusst somit direkt die Sensitivitat der Methode. In einer die-
ser Studie vorausgegangenen Voruntersuchung konnte eine deutliche Differenz des Blut-
zuckerspiegels der Ratten mit und ohne Nahrungskarenz festgestellt werden. Aus diesem
Grund wurden alle Tiere mindestens sechs Stunden vor der FDG-Injektion bei freiem Zu-
gang zu Wasser nlichtern gehalten. Auch beim Menschen ist auf eine Nahrungskarenz
vor der PET-Untersuchung zu achten, um eine gréBtmdgliche Aussagefahigkeit zu erhal-
ten. Bei Patienten mit diabetischer Stoffwechsellage sind entsprechende Nichternblutzu-
cker mit Hilfe von zusétzlichen Insulingaben anzustreben [41].

4.4.4 Kinetik der FDG-Aufnahme nach subkutaner Injektion

In der PET-Untersuchung beim Menschen erfolgt die FDG-Injektion in der Regel intrave-
nds, dies gewahrleistet eine groBtmdgliche Verteilung des Tracers im zu untersuchenden
Organismus. Im Anbetracht der bei Ratten sehr kleinen GeféBe und der fir diese Studie
erforderlichen haufigen FDG-Injektionen (ein- bis zweimal wéchentlich) waren wiederhol-
te i.V.-Injektionen nicht sicher zu gewahrleisten. Mit der subkutanen Injektion wurde eine
Methode gefunden, die im Tiermodell praktikabel ist und darliber hinaus zuverlassig und
reproduzierbar fur eine gleichméBige FDG-Verteilung sorgt. In einer Voruntersuchung
wurde vorab die Zuverlassigkeit dieser Methode geprft [17]. Dabei wird darauf geachtet,
dass der Injektionsort und der Tumor raumlich méglichst weit auseinander lagen, um

Uberlagerungen zu vermeiden.

Die Tumoren grenzten sich auch nach einer subkutanen Injektion gut von der Umgebung
ab, so dass diese Applikationsform fir weitere Untersuchungen am Tiermodel sehr gut
praktikabel ist. Die zweite Fragestellung der oben genanten Voruntersuchung war, den
gunstigsten Untersuchungszeitpunkt nach Injektion zu ermitteln. Zu diesem Zweck wur-
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den wiederholte PET-Messungen (ber mehrere Stunden durchgefiihrt. Uber die Zeit
konnte eine Zunahme der FDG-Anreicherung im Tumor und eine Abnahme der FDG-
Aktivitdt am Injektionsort beobachtet werden. Ein Plateau stellte sich nach ca. zwei bis
drei Stunden ein. Daher wurden in dieser Studie die PET-Aufnahmen drei Stunden nach
subkutaner FDG-Applikation durchgeflhrt. Sie lieferten verlassliche und reproduzierbare
Ergebnisse. Rlckschlisse auf den optimalen Untersuchungszeitpunkt beim Menschen
ergeben sich hieraus jedoch nicht. Eine Studie von Boerner et al. [6] an Patientinnen mit
primdrem Mamma-Ca, in der PET-Untersuchungen zu drei verschiedenen Zeitpunkten
(40 min, 1,5 h und 3 h) durchgefiihrt wurden, zeigt eine deutliche Zunahme der Sensibili-
tat des Tumornachweises von 83% nach 1,5 Stunden auf 93% nach drei Stunden. Dieses
Ergebnis legt nahe, dass auch der beim Menschen Ubliche Untersuchungszeitpunkt eine
Stunde nach intravendser FDG-Applikation gegebenenfalls Gberdacht werden sollte, um
die Sensitivitat zu steigern.

4.5 PET nach Strahlentherapie

Nach Ende der Strahlentherapie fand sich bei den meisten Tieren (n=14) noch ein tastba-
rer Tumor. Bei sechs Tieren lag das Tumorvolumen unterhalb von 0,09 cm?®, drei von die-
sen sechs Tieren entwickelten einen Rezidivtumor. Dies zeigt, dass ein Tumorvolumen
unter 0,9 cm?® bei Therapieende keine prognostische Aussage Uber ein dauerhaftes The-
rapieansprechen ermdglicht. Der negative pradiktive Wert der Volumenmessung nach
Ende der Bestrahlung ist somit niedrig.

Im Gegensatz dazu rezidivierten die Tumoren bei finf der sechs Tiere, bei denen am En-
de der Therapie noch eine FDG-Ansammlung im Tumor darstellbar war, obwohl bei all
diesen Tieren im Verlauf mindestens einmal ein negativer PET-Befund vorlag. Damit ist
der positive pradiktive Wert einer FDG-Akkumulation bei Therapieende sehr hoch. Von
14 Tieren, die bei oder vor Therapieende einen negativen PET-Befund aufweisen, kommt
es bei sieben Tieren zu einem Tumorrezidiv, damit ist der negative pradiktive Wert der
PET-Untersuchung nach Bestrahlung niedrig. Ein frihzeitiger Rickgang der FDG-
Akkumulation im PET l&sst keine Rickschlisse Uber ein dauerhaftes Ansprechen auf die
Therapie zu, hingegen kann eine persistierende FDG-Anreicherung bei Therapieende auf
ein moégliches Therapieversagen hindeuten. Diese Ergebnisse sind jedoch bisher noch zu
vage, um daraus Schlisse flr den klinischen Alltag zu ziehen.
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4.5.1 Zeitpunkt der PET nach Strahlentherapie

Zur Zielsetzung dieser Arbeit gehérte es, den glnstigsten Zeitpunkt fur die FDG-PET
nach Strahlentherapie zu bestimmen. Einige Autoren sprechen sich gegen eine friihe
Verlaufskontrolle mit PET nach Strahlentherapie aus, da sie eine hohe Rate von falsch
positiven Befunden erwarten. Allgemein wird in der Literatur die Auffassung vertreten,
dass eine Verlaufskontrolle frihestens zwei bis drei Monate nach Ende der Strahlenthe-
rapie erfolgen sollte ([47], [53]). Eine von Haberkorn et al. durchgefliihrte Studie bei Pati-
enten mit rezidivierenden colorektalen Tumoren nach Strahlentherapie legt sogar nahe,
dass nach Strahlentherapie mindestens ein Intervall von sechs Monaten eingehalten
werden sollte, bevor eine Verlaufskontrolle mit PET angeraten ist [24].

Die Ergebnisse dieser Studie widersprechen dieser Annahme. Es zeigte sich, dass der
Zeitpunkt des Rezidivnachweises im PET hauptsachlich vom Tumorvolumen abhéngig
war. Aufgrund des sehr oberflachlich gelegenen Tumors lie3 sich das Volumen direkt mit
der FDG-Anreicherung im PET korrelieren. Bei nicht oder kaum tastbaren Tumoren lie3
sich kurz nach Therapieende keine FDG-Anreicherung nachweisen, auch dann nicht,
wenn bei diesem Tier spater ein Tumorrezidiv auftreten sollte. Der Nachweis eines Tu-
morrezidivs mittels FGD-PET erfolgte friihestens ab dem 29. Tag nach Therapieende. In
keinem Fall kam es kurz nach Therapieende zu falsch positiven Befunden.

4.5.2 Potentielle Einflisse der Strahlentherapie auf die FDG-
Anreicherung

Haberkorn et al [23] begriinden ihre oben zitierte Aussage, dass Verlaufskontrollen nach
Strahlentherapie frihestens sechs Monate nach Therapieende erfolgen sollten, mit einer
durch die Bestrahlung induzierten entziindlichen Reaktion des bestrahlten Gewebes.
Diese entziindliche Reaktion wirde eine erhdhte FDG-Akkumulation bewirken und damit
zu falsch positiven Befunden fihren. Wie in Kapitel 4.3. beschrieben kommt es in diesem
Tiermodel nach Therapieende zunachst zu einer Abnahme der Tumorvolumina und erst
mit zeitlicher Verzégerung zu einer Abnahme der FDG-Anreicherung im Tumor. Dies
kdnnte ein Hinweis auf eine verstarkte entziindliche Aktivitét im bestrahlten Gewebe sein.
Der direkte Einfluss der Strahlentherapie auf das bestrahlte Gewebe und die dadurch
maoglicherweise hervorgerufenen Verédnderung auf die FDG-Anreicherung war nicht Inhalt
dieser Studie. Andere experimentelle Arbeiten am R1H-Tumor der Ratte nach Strahlen-
therapie konnten aber zeigen, dass es in den Tagen unmittelbar nach Bestrahlung zu
deutlichen zellularen Veranderungen im Strahlenfeld kommt, insbesondere wandern eine

Vielzahl von Wirtszellen in das bestrahlte Gewebe ein. Die Wachstumskinetik der klono-
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genen Zellen wurde durch die Strahlentherapie jedoch nicht verandert [28]. Die einge-
wanderten Wirtszellen wurden in der oben genannten Studie nicht genauer differenziert.
In einer anderen Arbeit von Brammer et al. zum R1H-Tumor [7] konnte ein hoher Anteil
an Zellen des Monozyten-/ Makrophagensystems im bestrahlten Gebiet nachgewiesen
werden, dies wurde auch fir andere Tumormodelle beschrieben [52]. Dieses Phdnomen
scheint sich insbesondere auf den Zeitraum direkt nach der Bestrahlung beziehen und ist
z.B. durch den Abtransport der untergegangenen Tumorzellen zu erklaren. Daemen et al.
konnten an einem anderen Rhabdomyosarkom-Model der Ratte zeigen, dass es nach
Bestrahlung mit 50 Gy zu einer steten Abnahme der FDG-Akkumulation (Untersuchungs-
zeitpunkte: 12h, 4d + 12d nach Bestrahlung) kommt [14]. Reinhard et al. [46] konnten
nach Strahlentherapie im Tiermodel eine Zunahme der FDG-Anreicherung im bestrahlten
Muskelgewebe nachweisen, histologisch fand sich hierbei eine Anreicherung von FDG in
Makrophagen, dieser Nachweis wurde sechs Tage nach Therapieende erbracht.

Die oben aufgefuhrten Daten decken sich mit den Ergebnissen dieser Studie, dass es
zwar einige Tage nach Therapieende zu einer deutlich nachgewiesenen FDG-
Anreicherung kommt (s. Kap. 3.10.2., Abb. 15), dieses Phanomen aber nur Uber einen
relativ kurzen Zeitraum anhélt. Eine entziindliche Reaktion im Bestrahlungsfeld, also ins-
besondere, wie oben beschrieben im, den Tumor umgebenden Gewebe, wirde sich im
FDG-PET bildmorphologisch von der FDG Darstellung des Tumors, die in diesem Tu-
mormodell gut bekannt ist, deutlich unterscheiden. Langere Wartezeit vor einer Verlaufs-
kontrolle mit PET nach Bestrahlung erscheinen aus diesen Griinden nicht rechtfertigt. Ei-
ne generelle Empfehlung bezlglich des Zeitpunktes der Therapiekontrolle fir den Klini-
schen Alltag kann damit allerdings noch nicht ausgesprochen werden, da es sich hierbei
nur um ein Tiermodel handelt. Die Strahlentherapie scheint aber keine langfristigen Ein-
flusse auf die Glukoseutilisation des bestrahlten Gewebes zu haben, insbesondere
kommt es nicht zu einer erhéhten Rate von falsch positiven Befunden, so dass die Po-
sitronen-Emissions-Tomographie mit FDG zur Verlaufskontrolle nach Strahlentherapie
eine gute und zuverlassige Methode darstellt.

4.6 GroBenabhéangigkeit des Rezidivhachweises

Im hier verwendeten Tiermodel werden relativ kleine Tiere mit entsprechend kleinen Tu-
morvolumina eingesetzt. Trotz der teilweise geringen GrdBe der untersuchten Tumoren
(0,09 cm®, @ 5,8 mm) haben wir es hierbei mit GréBenordnungen zu tun, die auch im kli-
nischen Alltag von Interesse sind. Da die Tumoren subkutan liegen kénnen Rezidive mit-
tels Volumetrie frihzeitig erfasst und mit den PET-Befunden korreliert werden. Es zeigte
sich, dass der Rezidivnachweis im PET in erster Linie von der GroBe des rezidivierenden
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Tumors abhangig war. Je kleiner ein Tumorrezidiv war, desto haufiger kam es im PET zu
falsch negativen Befunden. Die Analyse der ROC-Kurven zeigte ab einem Volumen von
0,09 cm® — in dieser Studie der Grenzwert firr einen Rezidivnachweis — eine deutliche
Zunahme der diagnostischen Qualitat der visuellen PET-Befundung unabhangig vom
Zeitpunkt der Untersuchung. Da jedoch selbst Tumoren diagnostiziert werden konnten,
die unterhalb des Auflésungsvermdgens des verwendeten PET-Scanners lagen, scheint
Uber das Tumorvolumen hinaus, die Anzahl der vitalen Tumorzellen im Tumorgewebe
von entscheidender diagnostischer Bedeutung zu sein. Im klinischen Alltag hat die PET
z.B. in der Abklarung von unklaren Raumforderungen einen besonderen Stellenwert.
Durch die FDG-Anreicherung lasst sich, zuséatzlich zur morphologischen Einschatzung,
z.B. im CT, eine Aussage Uber die metabolische Aktivitdt des suspekten Gewebes ma-
chen, was unter Umsténden zu einer besseren Differenzierung zwischen benignem und

malignem Gewebe fihrt.

4.7 Visuelle Bewertungsskala und Reproduzierbarkeit

Zur standardisierten Beurteilung der PET-Befunde wurde eine visuelle Bewertungsgrund-
lage (Kap. 2.2.6.) erarbeitet. Die Zuverlassigkeit dieses Scores wurde anhand zusatzli-
cher verblindeter Befundungen durch ein und denselben Befunder, sowie durch einen
weiteren Befunder anhand des Kappa-Koeffizienten nach Cohen bestimmt. Bei demsel-
ben Befunder ist die Ubereinstimmung der Befunde unter Verwendung von zwei oder drei
Scores sehr hoch. Bei unterschiedlichen Befundern ergibt sich nach der Gruppierung der
Scores in ,positiv‘ und ,negativ* ebenfalls eine ,fast vollstandige Ubereinstimmung*. Da-
mit ist die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anhand dieser Bewertungsskala erwiesen.
Fraglich bleibt, ob es sinnvoll ist, eine Skala mit sechs Scores zu verwenden, da die U-
bereinstimmung der Befunde nach Zusammenfassung der Scores deutlich steigt. Im kli-
nischen Alltag ist letztlich die Einstufung von Befunden in ,positive®, ,negative” und ,frag-
liche” Befunde Ublich. Die Positronen-Emissions-Tomographie ist eine Methode, die hau-
fig in Situationen zum Einsatz kommt, in denen eine eindeutige Diagnosestellung mit an-
deren diagnostischen Methoden nicht mdglich ist, sie kann in diesen Féllen unter Um-

standen wertvolle zusétzliche Informationen beisteuern.

In dieser Arbeit wurde eine skalierte, visuelle Beurteilung der PET-Befunde durchgefihrt.
Auch in anderen radiologischen und nuklearmedizinischen Disziplinen wird haufig eine
rein visuelle Beurteilung vorgenommen. Fir die PET-Befundung wird h&ufig eine semi-
quantitative Form der Beurteilung mittels eines so genannten ,Standardized Uptake Va-
lues” (SUV) als Uberlegen dargestellt. Der SUV-Wert beschreibt die Verteilung eines ap-
plizierten Radiopharmakons, z.B. FDG bezogen auf die Gesamtmenge des FDG im Ver-
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héaltnis zum Koérpergewicht. Von besonderem Interesse ist hierbei der Anteil des FDG, der
im vermeintlichen Tumor gespeichert ist. Diese Region wird durch eine sogenannte ROI
(Region of interest) markiert und der Maximalwert in der ROl wird berechnet. In dieser
Arbeit wurde letztlich auf eine Auswertung der SUV-Werte verzichtet, da sich dieser Wert
insbesondere bei den hier verwendeten kleinen Tumoren als sehr stéranféllig erwiesen
hat [31]. Dartber hinaus ermdglicht die rein qualitative visuelle Beurteilung zusatzlich ei-
ne genauere Charakterisierung der Lasion unter Berlcksichtigung von GréBe, Form und
Heterogenitat der FDG-Verteilung [39]. Eine Reihe vom klinischen Studien zu diesem
Thema konnten eine Uberlegenheit der visuellen Befundung gegeniiber der semiquanti-
tativen Befundung zeigen ([5], [25]). Wahrend es in diesen Studien in der visuellen Be-
fundung zu keinem falsch negativen Befund kam, wurden durch die semiquantitative
SUV-Bestimmung verschiedene L&sionen unterschatzt und falsch negativ bewertet.

4.8 Nutzen der ROC-Analysen

Durch die Untersuchung der inter- und intra-individuellen Befundervariabilitat konnte die
Reproduzierbarkeit der anhand der visuellen Bewertungsskala ermittelten Ergebnisse
nachgewiesen werden. Im n&chsten Schritt konnte der optimale Score bestimmt werden,
der als Schwellenwert fir den Tumornachweis verwendet werden sollte. Anhand der Ana-
lyse der PET-Befunde wurde die Sensitivitdt und Spezifitat der einzelnen Scores bei ver-
schiedenen Tumorvolumina Uberprift. Dabei zeigte sich, dass der Befund ,fraglich posi-
tive, (Score +7?) laut ROC-Analysen (Kap. 3.13.) fur Tumoren ab einer GréBe von 0,09
cm® (~ & 5,8 mm) eine gute Sensitivitat (0.09 cm® = 91%, 0.2 cm® = 100%) und Spezifitat
(0.09 cm® = 67%, 0.2 cm® = nicht berechenbar, da keine falsch positiven Befunde dieses
Volumens vorlagen) aufweist. Bei den acht Tieren, bei denen der Tumor lokal kontrolliert
war, hat die PET-Befundung nur bei einem Tier im Verlauf zweimalig (70. und 98. Tag)
einen ,fraglich positiven® (Score +7?) und damit falsch positiven Befund ergeben. Insge-
samt erscheint die Festlegung auf den Score ,fraglich positiv‘ als Schwellenwert zwi-
schen Tumornachweis bzw. —ausschluss zumindest bezogen auf dieses Tumormodel

sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

In der Onkologie spielen bildgebende Verfahren fir die Detektion von Tumoren und in der
Verlaufskontrolle nach Therapie eine wichtige Rolle. Der friihzeitige Nachweis eines Pri-
marius bzw. eines Tumorrezidivs kann einen entscheidenden Einfluss auf die Uberle-
bensrate des Patienten haben. Tumoren zeichnen sich durch eine gesteigerte Glykolyse
aus. Mit Hilfe eines radioaktiv markierten Glukoseanalogons (‘®Fluor-Desoxy-Glukose
(FDG)) lasst sich dieser verstarkte Metabolismus mit der PET darstellen und erméglicht

damit den Nachweis von vitalem Tumorgewebe.

Ziel dieser Arbeit war es, ein experimentelles Tiermodell zu schaffen, anhand dessen der
Nutzen der PET zur Therapiekontrolle nach Strahlentherapie untersucht werden kann.
HierfUr erschien das R1H-Tumormodel der Ratte besonders geeignet. Insbesondere soll-
te geklart werden, ob mittels PET eine frihzeitige Detektion der Rezidive mdglich ist, ab
welcher TumorgréBe und zu welchem Zeitpunkt dies gelingt und ob die Strahlentherapie
ein Storfaktor fir die FDG-PET darstellt. Die Tiere wurden fraktioniert bestrahlt und vor,
wahrend und nach der Therapie wdchentlich mittels PET untersucht. Zur Auswertung der
PET-Befunde wurde eine sechs Scores umfassende Bewertungsskala entwickelt. Vor
Therapie lieBen sich alle Tumoren im PET nachweisen. Am Ende der Therapie fand sich
bei Gber der Halfte der Tiere kein positiver PET-Befund mehr. Schlussfolgerungen Uber
ein dauerhaftes Ansprechen auf die Therapie lieBen sich jedoch aus einer reduzierten
FDG-Anreicherung bei Therapieende nicht ziehen, da es bei 50% dieser Tiere im Verlauf
zur Entwicklung eines Rezidivs kam. Der positive pradiktive Wert einer FDG-
Ansammlung bei Therapieende war deutlich héher, da funf von sechs Tieren, die am En-
de der Therapie einen positiven PET-Befund aufwiesen ein Tumorrezidiv entwickelten.

Die parallel zu den PET-Untersuchungen durchgefiihrte Volumetrie zeigte eine deutliche
Korrelation zwischen TumorgréBe und Nachweisbarkeit im PET. Der in dieser Studie de-
finierte Rezidivhachweis lag bei einem Tumordurchmesser von ca. 5,8 mm, dies ent-
spricht in etwa einem Volumen von 0,09 cm®. Je kleiner ein Tumor war, desto schlechter
lieB er sich im PET darstellen, insbesondere unmittelbar bei, oder kurz nach Therapieen-
de. Mit zunehmendem zeitlichem Abstand zur Therapie zeigte sich im PET jedoch bei
annahernd gleichen Tumorvolumina eine deutlich vermehrte FDG-Ansammlung, als Aus-
druck einer gesteigerten Glukoseutilisation vitaler Tumorzellen.

Fir die entwickelte Befundungsskala konnte sowohl intra- als auch inter-individuell eine
hohe Reproduzierbarkeit der Befundungen nachgewiesen werden. Unabhangig von der
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TumorgréBe und dem Zeitpunkt der Untersuchung betrug der optimale Grenzwert flr den
Tumornachweis im PET der Score 4 ,fraglich positiv‘. Als optimale Untersuchungszeit-
punkte mit PET ergaben sich: 1. Untersuchungen, direkt bei Therapieende, zu diesem
Zeitpunkt ist der positiv pradiktive Wert bezogen auf ein Nichtansprechen der Therapie
besonders hoch. 2. Untersuchungen ca. zwei Monate nach Therapieende, hier fand sich
eine sehr hohe Sensitivitat (92%) und Spezifitdt (100%) bezlglich des Rezidivhachwei-

ses, beziehungsweise —ausschlusses, bei einer Testgenauigkeit von 100%.

In der Gegeniberstellung der Ergebnisse der PET-Befunde und der Volumetrie fand sich
beziiglich des Tumornachweises bei einem Volumen von 0.09 cm?® eine im Median identi-
sche Sensitivitdt der beiden Verfahren, aber bereits ab einem Volumen von 0.2 c¢cm®
(Durchmesser 7.3 mm) fand sich mit im Median 31 Tagen ein deutlicher Zeitvorsprung fur
die PET, welcher mit steigendem Volumen noch weiter anstieg.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass die PET auch kleine Tumoren sicher nachweisen kann
und dass die Rate an ,falsch positiven* Befunden im PET nach Strahlentherapie in die-
sem Modell nicht ansteigt. Abhangig von der Auflésung des verwendeten PET-Scanners
lassen sich Rezidive mittels PET deutlich friiher, als durch eine reine Volumenmessung
nachweisen. Die Testgenauigkeit der PET ist in diesem Modell sehr hoch, so dass ein
Einsatz der PET im klinischen Alltag bei entsprechender Fragestellung trotz der im Ver-
gleich zu anderen bildgebenden Verfahren hohen Kosten gerechtfertigt erscheint. Um
dies weiter zu evaluieren, sind klinische Studien zur Auswirkung der Diagnostik mittels
PET auf die Therapie und Prognose von Tumorpatienten dringend erforderlich. Auch eine
Weiterentwicklung der schon verwendeten kombinierten CT-PET-Scanner lasst durch ei-
ne Kombination der Vorteile beider Verfahren eine Steigerung der Sensitivitat und Spezi-
fitdt des Tumornachweises erhoffen.
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7.4 Abbildungen
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