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Einleitung

Diffuse Gliome sind trotz steter Verbesserung der Neurochirurgischen Behandlung, der
Strahlen- oder Chemotherapie nach wie vor nicht heilbar. Die Grinde fur diese
schlechte Prognose liegen im infiltrativen Wachstum in einem hoch eloquenten Organ,
in dem schlechten Ansprechen auf Strahlen- und Chemotherapie sowie an der

Eigenschaft, mit der Zeit zu einem maligneren Tumor zu transformieren.

Die Prognose und weitere Therapie hdngen malgeblich vom Malignitdtsgrad
entsprechend der WHO-Klassifikation ab (Louis et al, 2007). Da Gliome heterogen sind
und haufig sowohl anaplastische als auch niedriggradige Tumoranteile enthalten, stellt
insbesondere die bioptische Sicherung eine Herausforderung dar. Der Tumoranteil mit
der gréften Malignitat bestimmt die Prognose. Deshalb ist es sehr wichtig, aus diesem
Tumoranteil eine Probe zu asservieren. So ist die endgiltige Diagnose und die
Behandlungsstrategie fehlgeleitet, wenn z.B eine Probe von einem niedrigmalignen
Tumoranteil entnommen wurde (Brucher, 1993; Glantz et al, 1991). Diese Tatsache ist
von Bedeutung, da bei einer Gliomresektion grélRere Tumoranteile z. B. mit einem
Ultraschallaspirator fortgesaugt werden und auf diese Weise den Neuropathologen

nicht erreichen.

Bei der Magnetresonanztomographie hat sich die Gabe von Gadolinium-DTPA zur
Darstellung von hirneigenen Tumoren aufgrund seiner exzellenten Weichteildarstellung
als Standard etabliert (Atlas et al, 2002). Die Aussagekraft des MRT ist jedoch in
Bezug auf den Tumorgrad und der Zielpunktbestimmung fur eine Biopsie limitiert

(Byrne, 1994; Glantz et al, 1991; Watanabe et al, 1992b).



40-45% der Gliome ohne Kontrastmittelaufnahme haben anaplastische Tumorareale
(Barker et al, 1997; Ginsberg et al, 1998; Kondziolka et al, 1993; Scott et al, 2002).

Diese qilt es zur Biopsieplanung darzustellen.

Durch die Positronenemmisionstomographie (PET) mit 2-["*F] Fluoro-2-Deoxy-D-
Glucose (FDG-PET) konnten bei Gliomen zusatzliche Informationen zum
Metabolismus dieser Tumoren geliefert werden (Francavilla et al, 1989; Goldman et al,
1996; Herholz et al, 1993; Padma et al, 2003; Wong et al, 2002). Wenngleich dem
FDG-PET zugesprochen wird, den WHO Grad vorherzusagen, bestehen einige
Einschrankungen des FDG-PET hinsichtlich der Biopsieplanung oder nicht-invasiven
Ethiologiediagnostik. Zum einen besteht eine starke Glukoseaufnahme im zerebralen
Kortex, sodass oberflachennahe Tumoren nur schlecht differenziert werden kénnen
(Chung et al, 2002; Delbeke et al, 1995). Zum anderen besteht eine erhéhte FDG-
Aufnahme bei Patienten mit Oligodendrogliomen, deren Prognose als besser
einzuschatzen ist (Derlon et al, 1997). Neben der gulnstigeren Prognose der
Oligodendrogliome stellt eine Allelverlust (LOH) auf dem kurzen Arm von Chromosom
1 (1p) und dem langen Arm von Chromosom 19 (19q) bei diesen Tumoren zuséatzlich
noch einen gunstigen prediktiven Faktor fir eine Radio- oder Chemotherapie dar
(Cairncross et al, 1998; Kouwenhoven et al, 2006; Weller et al, 2007; Wick et al, 2009).
In SPECT Untersuchungen konnte auch schon eine Verbindung zwischen einer
vermehrten FDG-Aufnahme und einem LOH 1p/19q gezeigt werden (Walker et al,
2004). Aufgrund dessen haben wir systematisch bei Patienten mit dem Verdacht auf
einen niedriggradigen hirneigenen Tumor die Daten aus dem FDG-PET mit dem
Vorliegen eines LOH 1p/19q korreliert. Da FDG wie Glukose zelluldr aufgenommen
wird, haben wir untersucht, ob bei oligodendroglialen Tumoren mit oder ohne LOH

1p/19q die wichtigsten Glukosetransporter unterschiedlich exprimiert werden.



Eine weitere verbreitete Méglichkeit zur Darstellung des Tumormetabolismus besteht
durch die PET-Untersuchung mit Aminosaure-Tracern. Fiir das ''C-methionine (MET)
konnte bereits gezeigt werden, dass es mit einer hdheren Sensitivitdt als FDG in
Gliomen anreichert (Chung et al, 2002; Goldman et al, 1997; Levivier et al, 2004;
Pirotte et al, 2004). Die Verfiigbarkeit des ''C-methionine ist jedoch durch die kurze
physikalische Halbwertzeit des ''C Isotops von 20 Minuten auf die Zentren beschrénkt,

die "'C in einem Zyklotron selbst herstellen kénnen.

Einen alternativen Tracer stellt die synthetische Aminosdure O-(2-["®F]-Fluoroethyl)-L-
Tyrosin (FET) dar. Das '®F hat eine Halbwertzeit von 110 Minuten und kann deshalb
auch an periphere Zentren transportiert werden (Langen et al, 2006; Pauleit et al,
2005). Obwohl FET nicht in Proteine eingebaut wird und die Akkumulation lediglich auf
der intrazelluldren Aufnahme des FET beruht, zeigt sich im Vergleich zum MET eine

nahezu identische Darstellung bei Hirntumoren (Weber et al, 2000).

Durch das FET-PET kann mit einer hohen Sensitivitdt zwischen Tumor und
Normalgewebe im Hirn unterschieden werden (Floeth et al, 2005; Floeth et al, 2008).
Bei malignen Gliomen wurde berichtet, dass das 2fache der
Tyrosinhintergrundaufnahme mit einem vitalen Rest- oder Rezidivtumor korrelierte
(Popperl et al, 2006a). Wir haben in einer klinischen Studie untersucht, inwiefern die
FET-Aufnahme mit histologischen Eigenschaften und schlussendlich mit dem WHO

Grad der Tumoren Ubereinstimmt.

Die Darstellung der Tumorausdehnung ist in der Gliomchirurgie eine essentielle
Information. Das MRT nach Gadolinium-Gabe stellt derzeit den Standard der priméren
Diagnostik und Evaluation der Tumorausdehnung dar (Watanabe et al, 1992a). Durch
das FET-PET konnte jedoch haufig eine grofiere Tumorausdehnung als MRT gezeigt

werden (Weber et al, 2008).



Das Ziel der neurochirurgischen Behandlung maligner Gliome besteht in der
kompletten Entfernung des kontrastmittelaufnehmenden Tumoranteils (Lacroix et al,
2001; Stummer et al, 2008). Da es mitunter schwierig erscheint, zwischen infiltrativ
wachsendem Tumor und normalem Hirngewebe zu unterscheiden, wurde die
Fluoreszenz-gestiitzte Resektion mit 5-Aminolavulinsdure (5-ALA), dem Substrat der
Hamsynthese, etabliert (Stummer et al, 2006). Dabei wird das oral applizierte 5-ALA zu
Protoporohyrin-9 (PP9) metabolisiert, welches in den Tumorzellen kumuliert (Stummer
et al, 1998a). PP9 ist ein Fluorophor, das Licht im Rotbereich emittiert, wenn es durch
blauviolettes Licht mit einer Wellenldnge von 375-440nm beleuchtet wird. In einer
prospektiven randomisierten Phase-llI-Studie konnte durch den Einsatz der 5-ALA-
gestlitzten Resektion eine Verbesserung der makroskopischen Komplettresektionen
von 36 auf 65% erreicht werden (Stummer et al, 2006). Durch die Daten dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass die Komplettresektion des kontrastmittelaufnehmenden
Tumoranteils zu einem verbesserten Gesamtliberleben der Patienten mit einem
Glioblastom fiihrt (Pichimeier et al, 2008). Interessanterweise gibt es Hinweise darauf,
dass die Fluoreszenz Uber die Kontrastmittelaufnahmen zu sehen ist (Stummer et al,

2000).

Deshalb haben wir in einer weiteren Arbeit untersucht, inwieweit das FET-PET die

Tumorausdehnung bei fluoreszenzgestiitzten Resektionen vorherzusagen vermag.

Trotz Resektion, Strahlen- und Chemotherapie des Glioblastoms kommt es nach 6,9
Monaten bei jedem zweiten Patient zu einem Tumorrezidiv bzw. Tumorprogress (Stupp
et al, 2005). Als Standarduntersuchungsmethode zur Diagnose eines erneuten
Tumorwachstums gilt derzeit das MRT mit Gadoliniumgabe. Eine Zunahme der
Kontrastmittelaufnahme um mehr als 25% bzw. das Auftreten einer neuen
kontrastmittelaufnehmenden L&sion wird als Tumorrezidiv gewertet (Macdonald et al,

1990). Knapp 14% der Patienten zeigen binnen der ersten 3 Monate nach der



kombinierten Radiochemotherapie eine Kontrastmittelaufnahme im MRT, die nicht auf
einem Tumorrezidiv sondern auf aktinischen Veranderungen beruht (Brandsma et al,
2008; Chamberlain, 2008). Daher besteht aufgrund der alleinigen MRT-Bildgebung die
Gefahr, eine Pseudoprogression zu behandeln. Entgegen dem MRT besitzt das FET-
PET eine sehr hohe Spezifitdt und Sensitivitit bei der Diagnose des
Glioblastomrezidives (Popperl et al, 2004). Neben der Detektion des rezidivierenden
Tumors als solches besteht jedoch durch das FET-PET eine zuséatzliche Mdglichkeit,
den Tumor zu charakterisieren und evtl. fir eine Rezidivtherapie zu stratifizieren.
Derzeit gibt es keinen Standard in der Rezidivbehandlung der Glioblastome. Eine Serie
von 28 Patienten mit einem Glioblastomrezidiv haben wir mit einer niedrigdosierten
kontinuierlichen Chemotherapie mit Temozolomid in einer Kombination mit Celecoxib
behandelt. Diese Therapie hat zuvor vielversprechende Ergebnisse bei guter
Vertraglichkeit in der Primartherapie gezeigt (Tuettenberg et al, 2005; Tuettenberg et
al, 2009). In unserer Untersuchung erhielten 14 Patienten zuvor ein FET-PET, sodass
wir die Rolle des FET-FET als Pradiktor fur eine Tumorkontrolle unter einer

metronomischen Rezidivtherapie untersuchen konnten.
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Methoden

Korrelation zwischen FDG-Aufnahme und einem Allelverlust
auf 1p und 19q bei Gliomen

In dieser Studie haben wir retrospektiv Patienten untersucht, bei denen im MRT der
Verdacht auf einen hirneigenen Tumor gestellt und praoperativ ein FDG-PET
durchgefihrt wurde. Da bei hochmalignen Tumoren eine Glukosemehraufnahme
bekannt ist, haben wir unsere Untersuchung auf Gliome beschrankt, bei denen keine
deutliche Kontrastmittelaufnahme zu sehen war. Mit diesen Kriterien konnten 25

Patienten in die Auswertung eingeschlossen werden.

Die Biopsate wurden unter Einsatz der Neuronavigation enthommen und waren
dadurch der préoperativ dargestellten FDG-Aufnahme zuzuordnen. Anhand der FDG-
PET Bilder wurde zwischen einer erhdéhten und verminderten FDG-Aufnahme
unterschieden. Die Biopsate wurden histologisch untersucht und charakterisiert. Zur
LOH-Analyse wurde die Tumor-DNA sowie Referenz DNA aus den Leukozyten einer
Blutabnahme extrahiert. Die PCR Produkte reprasentativer Mikrosatellietenmarker
wurden auf einem denaturierten Acrylamidgel separiert und durch eine Silberfarbung
sichtbar gemacht. Korrelationen zwischen dem LOH Status und der FDG Aufnahme

wurden durch Fisher’s Exact Test evaluiert.

Zusammenhang zwischen Glukosetransportern und
LOH 1p/19q bei oligodendroglialen Tumoren des WHO Grad Il

Die zellulare Aufnahme von Glukose im Hirn erfolgt durch Glukosetransporter (GLUT).
Derzeit sind 12 Subtypen von Glukosetransportern beschrieben, von denen jedoch nur

GLUT-1 und GLUT-3 in Gliazellen beschrieben wurden (Flier et al, 1987; Gerhart et al,



1992; Kalaria et al, 1988; Kasanicki et al, 1989; Maher et al, 1992; Pardridge et al,
1990). Ein weiterer GLUT-Subtyp, GLUT-12, wurde bisher noch nicht an Hirngewebe
untersucht. Da sich jedoch beim Prostatakarzinom eine Hochregulation von GLUT-12
zeigt, wenn GLUT-1 nicht exprimiert wird (Chandler et al, 2003), haben wir unsere

Untersuchung auch auf GLUT-12 ausgeweitet.

Da, wie bereits bei der Auswahl der Patienten zu FDG-PET beschrieben, insbesondere
GLUT-1 bei malignen Gliomen hochreguliert ist, haben wir unsere Untersuchung auf
Tumoren des WHO Grades |l beschrankt. Fir diese Analyse haben wir auf die
neuropathologischen Archive der Universitatskliniken Berlin Charité und Zirich
zurlckgegriffen. Es wurden alle Patienten mit oligodendroglialen Tumoren des WHO
Grades Il, vorhandener Referenz DNA und Tumormaterial eingeschlossen. Der
Allelverlust wurde durch eine Mikrosatellietenanlyse wie zuvor beschrieben

durchgefihrt (Hartmann & von Deimling, 2005).

Wir haben 40 Patienten mit insgesamt 17 Oligodendrogliomen, 16 Oligoastrozytomen
und 7 Astrozytomen ausgewahlt. Bei der Auswahl wurde darauf geachtet ein
ausgeglichenes Verhaltnis zwischen LOH 1p und erhaltenen Allelen unter den jeweils
Oligodendrogliomen und Oligoastrozytomen zu haben. Da ein LOH 1p bei
Astrozytomen des WHO Grades Il bei nur 7 bis 10% zu finden ist (Mueller et al, 2002;
Ohgaki & Kleihues, 2005), wurde nur eine kleine Gruppe von Astrozytomen ohne
Vergleichsgruppe mit LOH untersucht. Zur Vergleichbarkeit der
immunhistochemischen Farbung wurden aus den Paraffinblécken reprasentative
Tumorareale ausgestanzt und auf einem Tissue Array angeordnet (Kononen et al,
1998). Die 5 ym dicken Paraffinschnitte wurden dann automatisiert mit Antikbrpern
gegen GLUT-1, GLUT-3, GLUT-12 und p53, sowie mit dem Prolifereationsmarker Ki67
gefarbt. Die Immunfarbung wurde dann von zwei Untersuchern unabhangig beurteilt.

Bei unterschiedlichen Bewertungen wurde im Konsens entschieden. Die statistische
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Analyse erfolgte durch den Kruskal-Wallis-, Spearman- und Mann-Whitney-U-Test.
Die Ubereinstimmung zwischen beiden Untersuchern wurde durch die kappa Statistik

ermittelt (Cohen, 1960).

Die subzelluldre Lokalisation der Immunfarbung wurde durch Immunofluoreszenz am
konfokalen Mikroskop mit einer 409fachen VergréRerung untersucht und
Kolokalisationen zytoplasmatischer und kernstédndiger Farbungen durch Bildfusionen

dargestellt.

Die Rolle des FET-PET bei der Darstellung nicht
kontrastmittelaufnehmender Gliome

Wir haben bei 22 Patienten mit nicht kontrastmittelaufnehmenden Gliomen vor der
Resektion bzw. Biopsie ein FET-PET durchgefihrt. Die PET Untersuchung erfolgte 10
Minuten nach der intravenésen Gabe von 185-220 MBq FET. Bei 9 Patienten erfolgte
eine stereotaktische Serienbiopsie. Bei 13 Patienten erfolgte eine Tumorresektion
untere Einsatz der Neuronavigation. Auf diese Weise konnten selektiv aus den
Regionen mit der héchsten FET-Aufnahme Biopsien entnommen werden. Die Biopsate
wurden in Paraffin eingebettet und auf einen Tissue Array (Kononen et al, 1998)
gebracht. Es wurden dann die Mitoserate, das Ausmald der Endothelproliferation und
Kernpleomorphie, die Zell- und Gefalidichte, das Vorliegen von Nekrosen, die
Zellproliferation sowie der WHO Grad bestimmt. Wir haben diese Parameter mit den

korrespondierenden FET-Aufnahmen verglichen.

Da nach wie vor nicht bekannt ist, Uber welchen konkreten Transportmechanismus
FET in die Zellen aufgenommen wird (Langen et al, 2005) und fir den
Aminosauretransporter LAT1 gezeigt wurde, dass dessen Expression mit einer

schlechten Prognose bei Gliomen assoziiert ist (Nawashiro et al, 2006), haben wir
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auch die immunhistochemische Expression von LAT-1 in unsere Untersuchung

aufgenommen.

Darstellung der Ausdehnung maligner Gliome durch FET-PET

Wir haben 13 Patienten untersucht, bei denen praoperativ ein FET-PET erfolgt ist, und
die eine Fluoreszenz-gestitzte Tumorresektion erhalten haben. Drei Stunden vor
Narkoseeinleitung erhielten die Patienten 20mg/kg 5-Aminolavulinsédure (5-ALA) per
0s. Bei der Tumorresektion wurde zwischen Weisslicht und einem blauvioletten Licht
mit einem hohen Anteil von 375 bis 440nm Wellenldange gewechselt. An den Stellen,
an denen das fluoreszierende Tumorgewebe entfernt und das nicht-fluorezierende
Hirngewebe zuruckgelassen wurde, erfolgte eine virtuelle Markierung mithilfe der
Neuronavigation. Nach der Resektion erfolgte binnen 24-72 Stunden bei allen
Patienten eine MRT-Aufnahme. Nach Fusion der MRT und FET-PET Bilder wurde die
FET-Aufnahme an den zuvor dokumentierten Stellen korrespondierend zur
Resektionshéhle und zum randstédndigen Hirnparenchym bestimmt. Dabei spiegelt die
Resektionshdhle fluoreszierendes Gewebe und der Rand nicht fluoreszierendes

Gewebe wider.

Die mittlere Tyrosinaufnahme wurde an den FET-PET Aufnahmen in 0,5 cm? groRen
Arealen (region of interest, ROI) gemessen, welche korrespondierend zur
Resektionshdhle bzw. des randstdndigen Tumorgewebes lokalisiert waren. Auf diese
Weise wurden bei jedem Patienten vier gepaarte Messungen an unterschiedlichen
Stellen durchgefuhrt. Die Daten wurden mittels Student's t-Test und der Receiver

Operating Characteristic (ROC) analysiert.
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FET-PET als Pradiktor vor einer metronomischen
Temozolomid-Therapie beim Glioblastomrezidiv

Zur Rezidivdiagnostik erhielten 14 Patienten ein FET-PET wie zuvor beschrieben. Die
maximale Tyrosinaufnahme (Standard uptake value, SUV) wurde korrespondierend
zum Tumorrezidiv ermittelt und durch die mittlere Tyrosinaufnahme der kontralateralen
Hemisphédre dividiert. 19 Patienten unterzogen sich einer Tumorresektion. Zur
Ermittlung der Gefalkdichte wurde das formalinfixierte Tumorgewebe in Paraffin
eingebettet. Es erfolgte dann ein Standardféarbung mit H&malaun/Eosin sowie eine
immunhistochemische Farbung unter Verwendung des Anti-CD31 Antikdrper zur
Darstellung der Endothelien. In reprasentativen Regionen wurden dann digitale Fotos
erstellt. Die GefaRdichte wurde durch das Verhéltnis der Pixel mit einer Immunférbung

(Adobe Photoshop) zum Gesamtbild ermittelt.

Die Patienten erhielten taglich morgens und abends 10mg/m? Temozolomid und
200mg Celecoxib. Im Abstand von 8-12 Monaten wurden MRT-Aufnahmen des Kopfes
erstellt. Ein Tumorrezidiv oder Tumorprogress wurde nach den MacDonald Kriterien

definiert (Macdonald et al, 1990).
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Ergebnisse

Association between fluorine-18-labeled fluorodeoxyglucose
uptake and 1p and 19q loss of heterozygosity in World Health
Organization Grade Il gliomas. Journal of Neurosurgery, 2007,
106(4), 633-637

Die histologische Untersuchung der neuronavigiert enthommenen Tumorbiopsien von
25 Patienten zeigte acht anaplastische Astrozytome WHO Grad Ill, sechs diffuse
Astrozytome WHO Grad I, ein anaplastisches Oligodendrogliom WHO Grad lll, sieben
Oligodendrogliome WHO Grad Il und drei Oligoastrozytome WHO Grad Il. Die LOH
Analyse ergab bei neun Tumoren einen kombinierten Allelverlust auf 1p und 19q. Eine
erhdhte FDG Aufnahme sahen wir bei drei von acht anaplastischen Astrozytomen
WHO Grad Ill, beim anaplastischen Oligodendrogliom, bei finf der sieben
Oligodendrogliome des WHO Grad Il und bei einem der drei Oligoastrozytome WHO
Grad Il, aber bei keinem der Astrozytome WHO Grad Il. Es zeigte sich keine

Korrelation zwischen WHO Grad und FDG Aufnahme.

Die erhéhte FDG-Aufnahme war mit einem kombinierten Allelverlust 1p/19q assoziiert
(Fisher’'s Exact Test, p = 0.007). In der Gruppe der WHO Grad Il Tumore war die
erhdhte FDG Aufnahme auf die Tumoren mit kombinierten LOH 1p/19q beschrénkt und
alle, bis auf zwei Tumoren, mit kombinierten Allelverlust zeigten eine erhdhte FDG-
Utilisation (Fisher's Exact Test, p = 0.003). Fiir das FDG-PET niedriggradiger Gliome
ergibt sich somit eine Sensitivitdt von 75% und ein Spezifitdt von 100% bei der

Vorhersage eines LOH 1p/19q.
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Expression of glucose transporter 1 is associated with loss of
heterozygosity of chromosome 1p in oligodendroglial tumors

WHO grade Il. Journal of Molecular Histology, 2008, 39(5):553-
60

Die Immunfarbungen der Tissue Arrays wurden von zwei Untersuchern mit einer guten
Ubereinstimmung eines k von 0.728 befundet. Bei Oligodendrogliomen konnte eine
geringere GLUT-1 Immunfarbung als bei astrozytdren Tumoren gesehen werden
(p=0,0263, Kruskal-Wallis Test). Eine unterschiedliche Expression bei den
verschiedenen Entitidten von GLUT-3 und GLUT-12 zeigte sich jedoch nicht. Wir
konnten zeigen, dass die meisten Tumoren GLUT-1 exprimieren. Interessanterweise
zeigte sich eine Minderexpression in den Tumoren mit einem LOH 1p/19q im Vergleich
zu den Wildtyp-Tumoren (p=0,0017, Student’'s t-Test). Auch in der Subgruppe der
oligodendroglialen Tumoren blieb die GLUT-1 Farbeintensitat signifikant
unterschiedlich (p=0,0037, Student's t-Test). Wir konnten durch die konfokale
Immunfluoreszenzmikroskopie zeigen, dass die Immunreaktion fur GLUT-3 und -12,
insbesondere aber fur GLUT-1, zytomplasmatisch und membranése lokalisiert ist. Im
Interstitium sowie intranukledr zeigte sich keine Immunfluoreszenz. Fir die
immunhistochemische Expression von GLUT-3 und GLUT-12 konnte keine

Abhangigkeit vom LOH Status gefunden werden.
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Correlation of F-18-fluoro-ethyl-tyrosin uptake with vascular
and cell density in non-contrast-enhancing gliomas. Journal of
Neuro-Oncology, 2008, 88(2):205-10

Da sich die Diagnose des WHO-Grades an histologischen Charakteristika orientiert,
haben wir diese und weitere histologische Kriterien untersucht und mit dem Ausmalf
der FET Aufnahme korreliert. In unserer Untersuchung galt es zu untersuchen ob das
FET-PET mit den unterschiedlichen histologischen Kriterien bei nicht-Kontrastmittel-

aufnehmenden Gliomen korreliert.

Die histologische Auswertung der 22 Patienten ergab 10 WHO Grad Il Gliome, davon 6
Astrozytome und 4 Oligoastrozytome. Die verbleibenden 12 Patienten hatten
anaplastische Gliome, davon 9 anaplastische Astrozytome und 3 anaplastische
Oligoastrozytome. Die mittlere FET-Aufnahme der niedriggradigen und anaplastischen

Gliomen ist nicht signifikant unterschiedlich (p=0,47 Student’s t-Test).

Die FET-Aufnahme wurde auf Korrelationen zu den verschiedenen histologischen
Merkmalen untersucht. Wir konnten eine hochgradige Korrelation zwischen FET-
Aufnahme und GeféRdichte der Tumoren zeigen, welche unabhangig vom WHO Grad
war (p=0,0015, Lineare Regression). Des Weiteren zeigte sich eine hochgradige
Korrelation zwischen der FET-Aufnahme und der Zelldichte (p=0,0021, Lineare
Regression). Hingegen konnten wir keine Verbindung zwischen der FET-Aufnahme
und der mitotischen Aktivitat (p=0,30 Student’'s (-Test), dem Ausmall der
Kernpleomorphie (p=0.97, ANOVA test), dem Vorhandensein von Endothelproliferation
(p=0,19 Student's t-test) sowie der Proliferationsaktivitdt im Sinne einer
immunhistochemischen Farbung mit dem Antikérper Mib-1 sehen (p=0.54, Lineare

Regression). Die immunhistochemische Farbung mit dem Antikérper gegen LAT-1
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zeigte keine Korrelation zu FET-Aufnahme (p=0,56, Spearman Rank Korrelation) oder

dem WHO Grad (p=0,57, Mann-Whitney-U Test).
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Association of F18-fluoro-ethyl-tyrosin uptake and 5-
aminolevulinic acid-induced fluorescence in gliomas. Acta
Neurochirurgica, 2009, 151(11):1377-83

Von den 13 Patienten mit einer Fluoreszenz-gestutzten Resektion zeigte sich bei 11 im
preoperativen MRT eine Kontrastmittelaufnahme. Bei allen 13 Patienten zeigte sich
intraoperativ eine deutliche Rotfluorezenz des Tumorgewebes. In der endgiiltigen
Histologie stellten sich alle kontrastmittelaufnahmenden Tumoren als Gliooblastom
heraus. Die nicht-kontrastmittelaufnehmenden Tumoren entsprachen einem
anaplastischen Astrozytom WHO Grad Ill und einem fibrillaren Astrozytom des WHO
Grades Il. Postoperativ zeigte sich in allen Fallen eine vollstdndige Entfernung des
kontrastmittelaufnehnenden Tumors. Die FET Aufnahme war in den Regionen des
fluoreszierenden Gewebes im Vergleich zu nicht-fluoreszierendem Gewebe signifikant
erhoht (2,321 vs 1,142, p=0,0001, Student’s t-test). Durch eine ROC-Analyse liel} sich
ein relativer FET-Aufnahmewert von 1,374 ermitteln, der mit einer Sensitivitat von 87%

und einer Spezifitdt von 94% eine Fluoreszenz in dieser Region vorhersagt.
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Continuous low-dose temozolomide and celecoxib in recurrent
glioblastoma J Neurooncol. 2010 Jul 9. [Epub ahead of print].

28 Patienten mit einem Glioblastomrezidiv wurden mit einer kontinuierlichen
niedrigdosierten Temozolomid-Chemotherapie in Kombination mit Celecoxib
behandelt. Unter der metronomischen Therapie konnte bei 43% der Patienten nach 6
Monaten eine Tumorkontrolle erreicht werden. Bei 19 Patienten wurde vor
Therapiebeginn eine Tumorresekton durchgefihrt, so dass die GefdRdichte bestimmt
werden konnte. Bei 14 Patienten wurde vor Rezidivresektion und Therapiebeginn eine
FET-PET durchgefihrt. Die GefaRdichte betrug im Median 3% (0,4 bis 8%). Die
mediane relative Tyrosinaufnahme (SUV) betrug 3,8 (2,5 bis 7,5). Die Patienten, die
nach 6 Monaten eine stabile Tumorerkrankung hatten, zeigten retrospektiv eine
signifikant hdhere Tyrosinaufnahme als die Patienten mit einer frihen
Tumorprogression (SUV 5,1 versus 3,7; p=0,041, Student's t-Test). Die
Tyrosinaufnahme korreliert dabei mit der Gef4aRdichte der Rezidivtumoren (R?=0,4265,
p=0,0155, Lineare Regression). Eine direkte Korrelation zwischen Gefalidichte und

Tumorstabilitdt nach 6 Monaten zeigte sich jedoch nicht.
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Diskussion

FDG-PET

Fluor-18-markierte Desoxyglukose (FDG) wird seit langem in der preoperativen
Diagnostik von Gliomen benutzt - in der Hoffnung, Informationen tUber den Tumorgrad
und die Prognose zu erhalten. Ein erhdhter Glukose-Metabolismus wird
gewdhnlicherweise mit einem hdéheren Tumorgrad und einer schlechteren Prognose
assoziiert. Wir aber haben in unserer Arbeit eine erhéhte FDG-Aufnahme in
niedriggradigen Gliomen des WHO Grades Il zeigen kénnen, die eine oligodendrogliale
Differenzierung haben (Stockhammer et al, 2007). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit zuvor publizierten Studien, in denen sich bei Oligodendrogliomen eine
erhdhte Glukoseaufnahme zeigte (Derlon et al, 1997; Kaschten et al, 1998).
Interessanterweise konnten wir die erhéhte Glukoseaufnahme nur in den
oligodendroglialen Tumoren sehen, die auch einen kombinierten Allelverlust auf 1p und
19q hatten. Diese Ergebnisse bestéatigen die Arbeit von Walker und Mitarbeiter, die
durch eine SPECT Untersuchung auch eine erhéhte FDG-Aufnahme in Tumoren mit
einem LOH 1p/19q beschrieben haben (Walker et al, 2004). Jedoch zeigte sich in
dieser Studie fur die erhéhte FDG-Aufnahme nur eine Sensitivitdt von 42% einen
Allelverlust zu detektieren. In unserer Studie war die Sensitivitdt 75%, was wir dadurch
erklaren, dass wir die Positronen-Emmissions-Tomigraphie (PET) eingesetzt haben,
die eine bessere Auflésung als die Einzel-Photonen-Emmissions-
Computertomographie (SPECT) hat (Lamonica et al, 1999). Somit sehen wir eine enge
Assoziation einer nicht invasiven Bildgebung mit einem molekularen Parameter. Zuvor

wurde eine solche Verbindung bereits bei Meningeomen mit einer Monosomie von 1p
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gezeigt, bei denen sich auch eine erhéhte Glukosespeicherung im FDG-PET zeigte.
Jedoch ist ein solcher Verlust genetischen Materials auf 1p bei Meningeomen mit
einem schlechteren klinischen Verlauf vergesellschaftet (Muller et al, 1999). Diese
klinische Diskrepanz koénnte dadurch erkléart sein, dass unterschiedliche auf 1p
lokalisierte Gene fiir die Meningeom- bzw- Oligodendrogliomentstehung relevant sind.
Ein potentiell interessantes Gen ist der Glukosetransporter 1 (GLUT-1), der auf 1p31.3-
p35 codiert ist (Henn et al, 1995; Shows et al, 1987). Zuvor konnte bereits bei
Ovarialkarzinomen eine Verbindung zwischen GLUT-1 Expression und Ansprechen auf
zytostatische Therapie gezeigt werden (Cantuaria et al, 2001; Kurokawa et al, 2004).
Ein 100%iges Ansprechen von anaplastischen Oligodendrogliomen mit kombinierten
LOH 1p/19qg auf eine Chemotherapie mit Lomustin, Procarbazin und Vincristin (PCV)
wurde 1998 von Cairncross und Mitarbeiter beschrieben (Cairncross et al, 1998) und in
spateren Studien auch bei WHO Grad Il Tumoren berichtet (Kanner et al, 2006).
Interessanterweise ist ein LOH 1p/19q per se nicht mit einer ginstigen Prognose
assoziiert, sondern eher prediktiv fir ein gunstigen Verlauf mit einer adjuvanten
Therapie im Sinne einer Strahlen- oder Chemotherapie (Weller et al, 2007). Bisher ist
jedoch véllig unklar, welche Interaktionen zwischen einem LOH 1p/19q und der

Chemotherapiewirkung bestehen.

Aus unseren  Erkenntnissen ist ein Zusammenhang zwischen dem
Glukosestoffwechsel und dem LOH 1p/19q zu vermuten. Wir haben bei einer Auswahl
von 40 Gliomen mit und ohne LOH 1p/19q die Expression von GLUT-1 sowie auch von
GLUT-3 und GLUT-12 untersucht und eine Expression von GLUT-1 gefunden, die mit
einem Wildtyp von 1p vergesellschaftet ist (Stockhammer et al, 2008b). Wenngleich
andere Studien bei niedriggradigen Gliomen keine GLUT-1 Expression berichtet haben
(Boado et al, 1994; Guerin et al, 1990; Loda et al, 2000; Nishioka et al, 1992), so

konnten wir durch die konfokale Mikroskopie eine dem Zytoplasma zuzuordnende
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Immunreaktion sichern. Wir und andere vermuten, dass die GLUT-1 Expression auch
bei niedrigen Gliomen eine wichtige Rolle, sowohl nutritiv und als mutmafilich auch
pharmakologisch spielt (Tabernero et al, 2006). Insbesondere bei der maligen
Transformation, wenn ein erhéhter Energiebedarf der Tumorzelle besteht, kénnte ein
GLUT-1-Mangel zu einem intrazelluldren Glukosemangel fiihren (Blum et al, 2005;
Nishioka et al, 1992). Aus pharmakologischer Sicht konnte bei einer Erythroblastom-
Zelllinie gezeigt werden, dass GLUT-1 fir einen Membrantransport von Vincristin
verantwortlich ist (Martell et al, 1997). Entsprechend des guten Ansprechens auf
Chemotherapie bei anaplastischen Oligodendrogliomen mit einem LOH 1p (Cairncross
et al, 1998) =zeigt sich bei Overialkarzihomen eine Verbesserung des
progressionsfreien Intervalls, wenn keine GLUT-1 Expression besteht (Cantuaria et al,
2001). Jedoch erklaren unsere immunhistochemischen Ergebnisse nicht die erhdhte

FDG-Aufnahme bei den Patienten mit einem LOH 1p.

Aus klinischer Sicht bleibt festzuhalten, dass der prognostische Wert des FDG-PET bei
Gliomen in Frage gestellt werden sollte, da gerade oligodendrogliale Tumoren mit
prediktiv glinstigem LOH 1p/19q eine vermehrte Glukoseaufnahme zeigen, die sonst
mit schlechter Prognose assoziiert wurde (Padma et al, 2003). Aufgrund der
schlechten Sensitivitdt des FDG-PET bei potentiell niedriggradigen Tumoren bestehen
auch Einschrankungen hinsichtlich der Zielpunktbestimmung bei Biopsien. Pauleit und
Mitarbeiter haben gezeigt, dass das FET-PET eine wesentlich bessere Sensitivitat bei

der Erkennung von Gliomen zeigt als das FDG-PET (Pauleit et al, 2009).

FET-PET

Eine erhdhte GefalRdichte ist ein haufig beobachtetes Phdnomen, das mit einer
malignen Transformation eines Glioms in Verbindung gebracht wird (Stiver, 2004). Im

Gegensatz zu Endothelproliferation stellt die GefaRdichte kein Anaplasiekriterium in
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der WHO Kilassifikation dar (Louis et al, 2007). Gerade in Oligodendrogliomen zeigt
sich eine hohere Gefalddichte als in Astrozytomen (Kracht et al, 2003).
Interessanterweise hat aber die erhdhte GeféRdichte von Oligodendrogliomen keinen
Einflul auf die Prognose der Patienten (Vaquero et al, 2000). Andererseits stellt die
erhdhte GefalRdichte bei Astrozytomen ein unginstiges Prognosemerkmal dar
(Abdulrauf et al, 1998). Wir haben erstmals eine Korrelation zwischen FET-Aufnahmen
und der Gefalldichte bei diffusen Gliomen sowohl mit als auch ohne
Kontrastmittelaufnahmen zeigen kénnen (Stockhammer et al, 2010; Stockhammer et
al, 2008a). Vergleichbare Ergebnisse konnten in einer Studie von 21 Gliomen
verschiedener Malignitdtgrade gezeigt werden, bei denen die Aufnahmen von
Methionin (MET) mit der maximalen GefaRdichte korreliert hat (Kracht et al/, 2003). Wie
oben beschrieben, ist die MET Untersuchung aufgrund der kurzen Halbwertzeit des ''C

nur den Zentren mit Cyklotron vorbehalten.

Bei niedriggradigen Gliomen konnte eine erhéhte FET-Aufnahme mit einem
schlechteren Progression freien Intervall und einem schlechteren Uberleben in
Verbindung gebracht werden (Floeth et al, 2007). Zur malignen Progression von
Gliomen ist eine Neoangiogenese nétig (Plate et al, 1992). Wie bereits im Tiermodel
gezeigt werde konnte, vermag das FET-PET die Regionen mit einer Neoangiogenese

darzustellen (Wyss et al, 2007).

Neben den Gliomen ohne Kontrastmittelaufnahme stellen die nicht-
kontrastmittelaufnehmenden Tumoranteile bei maligen Gliomen eine weitere
Herausforderung an bildgebende Verfahren dar. Wir konnten zeigen, dass das FET-
PET unabhangig von der Kontrastmittelaufnahme im MRT den infiltrierenden
Tumoranteil maligner Gliome darstellt (Stockhammer et al, 2009). Wir konnten auch
einen Grenzwert der relativen Tyrosinaufnahmen der 1,37 ermitteln, welcher mit einer

intraoperativen 5-ALA-Fluoresezenz und folglich mit infiltrierendem Tumor assoziiert ist
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(Hefti et al, 2008; Stummer et al, 1998b). Interessanterweise stellt die Neoangiogenese
ein frlhes Phanomen bei der Tumorinfiltration von Glioblastomen dar (Winkler et al,
2009), so dass das FET-PET gerade fiur die Detektion der infiltrativen, nicht-

kontrastmittelaufnahmenden Tumoranteile pradestiniert zu sein scheint.

Aber auch unter den kontastmittelaufnehmenden hochgradigen Tumoren besteht eine
enge Korrelation zwischen FET-Aufnahme und GefaRdichte (Stockhammer et al,
2010). Auf diese Weise vermag das FET-PET kontrastmittelaufnehmende Tumoren mit
hoher und niedriger Gefalidichte zu unterscheiden und stellt so korrespondierend zu
einer erhdhten GefalRdichte einen prognostisch unginstigen Marker dar (Floeth et al,

2006; Floeth et al, 2007; Popperl et al, 2006a).

Dem entgegen steht unsere Beobachtung, dass eine erhéhte FET Aufnahme eher
einen gunstigen Verlauf unter einer metronomischen Chemotherapie vorhersagt
(Stockhammer et al, 2010). Die Erklarung fiir diesen Widerspruch liegt darin, dass die
metronomische Chemotherapie unter anderem eine antiangiogene Wirkung hat und
insbesondere bei gefalreichen Tumoren mit einem gilnstigeren Verlauf

vergesellschaftet ist (Kurzen et al, 2003; Tuettenberg et al, 2005).

Somit hat eine erhdhte FET Aufnahme bei maligen Gliomen mdoglicherweise einen
unglnstigen prognostischen, aber glinstigen prediktiven Charakter in Abhanigkeit von
der applizierten Therapie. Diese Hypothese wird in folgenden prospektiven Studien

weiter untersucht werden muissen.

Neben der GefélRdichte zeigte sich bei auch fir die Zelldichte eine Korrelation mit der
FET-Aufnahme. Ein vergleichbarer Befund ist auch flir das MET-PET bei
Oligodendrogliomen gezeigt worden (Derlon et al, 1997). Eine Erkldrung dafir kbénnte
die erhdhte Zelldichte der Oligodendrogliome im Vergleich zu den astrozytaren

Gliomen sein (De Witte et al, 2001; Ribom et al, 2001).
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Wie bereits diskutiert, konnten wir bei den diffusen Gliomen in unseren Arbeiten keine
Verbindung zwischen WHO Grad und der statischen FET Aufnahme zeigen. Hingegen
war es anderen Arbeitsgruppen maéglich, durch kinetische FET-PET Untersuchungen
zwischen hoch- und niedriggradigen Gliomen zu differenzieren (Popperl et al, 2006b;
Weckesser et al, 2005). In diesen Studien wurden jedoch Uberwiegend Patienten
untersucht, bei denen eine Kontrastmittelaufnahme im MRT beschrieben war. Diese
Schrankenstérung scheint offensichtlich einen Einflul auf die Aufnahmekinetik des
FET zu haben. Dazu passt, dass in der Subgruppe der nicht
kontrastmittelaufnehmenden Tumoren die FET-Aufnahmekinetik nicht zwischen den

WHO Graden zu differenzieren vermochte (Weckesser et al, 2005).

Wir stellen also fest, dass derzeit durch das FET-PET bei nicht-
kontrastmittelaufnehmenden Tumoren der WHO Grad offensichtlich nicht vorhergesagt
werden kann. Diese Hypothese steht im Einklang mit anderen Studien (Ogawa et al,

1993; Pauleit et al, 2005).

Fur die klinische Anwendung bieten unsere Arbeiten wertvolle Aspekte. Wir haben
gelernt, dass vermutlich die Neoangiogenese fir die FET-Aufnahme verantwortlich ist.
Dieser Aspekt kénnte auch dann eine erhdhte FET-Aufnahme erwarten lassen, wenn
z.B. eine priméar vaskulare nicht-tumorale L&sion vorliegt. Zum andern unterstreichen
unsere Ergebnisse die Notwendigkeit der histologischen Diagnosesicherung. Weiter
zeigen unsere Ergebnisse, dass weder FDG- noch FET-PET eine Ethiologie oder
einen WHO Grad mit ausreichender Sicherheit vorherzusagen vermégen. Hingegen
scheint das FET-PET bei der Detektion infiltrativer Tumoranteile maligner Gliome eine
hohe Sensitiviat zu haben, die der Kontrastmittelaufnahmen im MRT Uberlegen ist.
Zukinftig sollte in Erwdgung gezogen werden, dass das FET-PET bei der
postoperativen  Resektionskontrolle insbesondere nach fluoreszenzgestitzter

Resektion eingesetzt wird.
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Zusammenfassung

Die metabolische Darstellung hirneigener Tumoren durch Positronenemmissionstomo-
graphie (PET) ist eine viel praktizierte Diagnostik. Jedoch ist der zellulare
Mechanismus der Tracer Aufnahmen noch nicht entschlisselt, so dass zu
diagnostischen Aussagen der Untersuchung im Wesentlichen empirische Daten
vorliegen. In den vorliegenden Arbeiten wurden die géngigen Tracer Desoxy-Glukose
(FDG) und Fluoro-Ethyl-Tyrosin (FET) untersucht. Ein Fokus galt den Gliomen, die im
MRT keine Kontrastmittelaufnahmen zeigen. Sie stellen eine heterogene Gruppe dar,
da es sich bei bis zu 45% um anaplastische Gliome handelt. Wir haben nach
Verbindungen zwischen den Tracer-Aufnahmen und histologischen  bzw.

molekulargenetischen Aspekten gesucht.

Wir konnten zeigen, dass sowohl FDG als auch FET keine Ruckschlisse auf den
WHO Grad der Tumore zulassen. Das FDG zeigte eine erhéhte Aufnahme bei
oligodendroglialen Tumoren insbesondere dann, wenn ein kombinierter Allelverlust auf
den chromosomalen Armen 1p und 19q (LOH 1p/19q) vorliegt. Da letzterer mit einer
besonders guten Prognose und einem zu erwartenden Ansprechen auf eine adjuvante
Behandlung vergesellschaftet ist, ist durch das FDG-PET auch eine prognostische
Aussage nicht zuldssig. Um diese Abhangigkeit der FDG-Aufnahmen von der
Tumorgenetik zu ergrinden, haben wir mit einem Tissue Array ausgewahlte
Glukosetransporter immunhistochemisch dargestellt und eine Korrelation zwischen
einer Minderexpression des Glukosetransporter 1 und einem LOH 1p/19q gefunden.
Diese Ergebnisse stellen eine interessante Erklarung fiir den glinstigeren klinischen
Verlauf dar, beantworten jedoch nicht die vermehrte FDG-Aufnahme, so dass hier

weitere Untersuchungen erfolgen miissen.
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Fir eine erhdhte FET-Aufnahme konnten wir zeigen, dass diese sowohl mit einer
erhdhten Zell- als auch Gefalidichte der Tumoren assoziiert ist. Folglich zeigten einige
Gliome mit niedriger Gefalidichte praktisch keine erhéhte FET-Aufnahme, selbst wenn
histologisch ein anaplastischer Tumor diagnostiziert werden konnte. Aufgrund dessen
ist dem FET-PET auch eine eingeschrankte Sensitivitdt bei der Gliomdetektion zu
attestieren. Die Neovaskularisation ist jedoch bei der Invasion maligner Gliome von
Bedeutung und stellt einen Pradiktor fur die Wirksamkeit antiangiogener Therapien dar.
Wir haben deshalb die Tumorausdehnung im FET-PET mir der intraoperativen
Darstellung der Tumorgrenzen durch die fluoreszenzgestitzte Resektion mit 5-
Aminolévulinséure verglichen. Wir fanden eine groRe Ubereinstimmung zwischen einer
mindestens um das 1,37fachen gesteigerten Tyrosinaufnahme und einer 5-ALA-
induzierten Fluoreszenz. Des Weiteren haben wir zeigen kdnnen, dass eine erhéhte
FET-Aufnahme bei rezidivierenden Glioblastomen mit einem glinstigen Verlauf unter
einer metronomischen Chemotherapie korreliert ist. Wie zuvor bei den nicht-
kontrastmittelaufnehmenden Gliomen konnte auch bei den Glioblastomrezidiven eine

Korrelation zwischen FET-Aufnahme und GefaRdichte zeigt werden.

Zusammengefasst hat unserer Meinung nach das FDG-PET bei der Beurteilung
hirneigener Tumoren keinen diagnostischen Wert mehr. Das FET-PET scheint ein
vaskularer Marker zu sein und vermag effektiv die Ausdehnung maligner Gliome
darzustellen. Méglicherweise ist das FET-PET ein Préadiktor fur Gliomtherapien mit

antiangiogener Wirkung.
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