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1 Einleitung

1.1 Solide Tumoren bei Kindern

Maligne Erkrankungen kommen im Kindesalter insgesamt selten vor. Die al-
tersstandardisierte Inzidenz lag in Deutschland zwischen 1980 und 2001 bei
13,9 Neuerkrankungen pro 100000 unter 15-jahrigen Kindern pro Jahr. In der
relativen Haufigkeit der Malignome bestehen bei Kindern und Erwachsenen
grundlegende Unterschiede. Sarkome des Weichteilgewebes und des Kno-
chens machen bei Kindern 6,5% und 4,6% der Neuerkrankungen aus, Nieren-
tumoren und Tumoren des sympathischen Nervensystems kommen mit einer
relativen Haufigkeit von 6,1% und von 8,6% vor. Sie treten damit bei Kindern
viel haufiger auf als bei Erwachsenen, bei denen die Karzinome tber 90% der
malignen Neuerkrankungen ausmachen [27].

Weichteiltumoren gehen von Muskeln, Sehnen, Bindegewebe, Fettgewebe,
Blutgefalien, Nerven oder Synovialgewebe aus. Zu den Weichteiltumoren z&h-
len Rhabdomyosarkome, Synovialsarkome, Tumoren der Ewing Familie und
Fibrosarkome. Rhabdomyosarkome (RMS), machen mit 65% den grof3ten An-
teil der Gruppe der Weichteilsarkome aus. Rhabdomyosarkome werden in
embryonale und alveolare RMS unterteilt. Aufgrund ihres unterschiedlichen bio-
logischen Verhaltens haben eRMS eine ginstigere Prognose als aRMS. Die
Familie der Ewing Tumoren umfasst typische und atypische Ewingsarkome und
periphere neuroektodermale Tumoren (PNET). PNET und Ewing-Tumoren tre-
ten in den Weichgeweben oder als Knochentumoren auf und weisen eine spe-
zifische genetische Veranderung auf Chromosom 22 auf [36]. Die am haufigs-
ten auftretende genetische Veranderung ist 1(11;22)(g24;912) und
t(11;22)(g24;912) [31]. Zur Gruppe der Knochentumoren gehdrt auch das
Osteosarkom. Embryonale Tumoren sind meist schon vorgeburtlich angelegt.
Hierzu gehoéren unter anderen das Neuroblastom und das Nephroblastom.

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten mit Weichteiltumoren, Knochen-
tumoren und embryonalen Tumoren in Abhangigkeit von der Art und dem Aus-

mald der Erkrankung auf ihre Serumspiegel von Insulin-&hnlichen Wachstums-
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faktoren und deren Bindeproteinen untersucht, denen nach neueren wissen-
schaftlichen Erkenntnissen eine biologische Rolle im Tumorwachstum nachge-
sagt wird [6] [25].

1.2 IGF-System

Die Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-1 und IGF-II bilden gemeinsam
mit ihren Bindeproteinen IGFBP-1 bis —6, ihren Rezeptoren und ihren spezifi-
schen Proteasen ein komplexes Netzwerk, das eine Schlisselrolle bei essen-
tiellen Zellfunktionen wie der Regulation von Proliferation, Differenzierung,
Chemotaxis, Migration und programmiertem Zelltod spielt. Veranderungen im
Gleichgewicht dieses Systems konnen einerseits schwere Folgen fur die Ent-
wicklung und das Wachstum haben und andererseits die Entstehung von Krebs
fordern [13] [8] [60]. Die mitogene Wirkung der IGFs wird Gber den IGF-Typ1-
Rezeptor (IGF-1-R) vermittelt und ihre biologische Aktivitat wird im Serum Uber
Komplexbildung mit den Bindeproteinen IGFBP-1 bis 6 und der Saurelabilen
Untereinheit (ALS) reguliert. Die Rolle des IGF-Il Rezeptors besteht vermutlich
in der Regulierung der IGF-Il Wirksamkeit durch dessen Internalisierung und
anschlieBendem lysosomalen Abbau. Eine Signaltransduktion Uber Phosphory-
lierungskaskaden ist jedoch nur fir den IGF-I Rezeptor nachgewiesen [30].
Gebunden im ternaren Komplex mit IGFBP-3 und ALS kénnen IGFs die Blut-
bahn nicht verlassen und haben eine vielfach héhere Halbwertszeit als unge-
bundene IGFs [53]. Spezifische Proteasen spalten die ternaren Komplexe je-
doch und setzen damit IGF bei erhbhtem Bedarf, z.B. wahrend der Schwanger-
schaft frei [5] [41].
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Abbildung 1.2.1
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Die wichtigsten Regulatoren des IGF-Systems sind das rhythmisch sekretierte
Wachstumshormon (hGH) und die Nahrungsaufnahme [3]. Bei der Interpretati-
on gemessener Serumspiegel muss unbedingt die Altersabhangigkeit der Se-
rumspiegel der IGFs und ihrer Bindeproteine insbesondere in der Pubertat be-
ricksichtigt werden. Behandlungsmethoden wie Chemotherapie oder Bestrah-
lung, die bei Tumorpatienten eine Rolle spielen, nehmen zudem Einfluss auf
dieses komplexe System [2] [48] [45] z.B. Uber die hypophysdre WH-
Produktion oder die Leber, bzw. die renale Ausscheidung. Hauptsyntheseort fur
IGF-I und IGFBP-3 ist die Leber, weshalb bei Patienten mit eingeschrankter
Leberfunktion geringere Serumspiegel dieser Faktoren gemessen werden [3].
IGF-II hingegen wird auch peripher, zum Beispiel in Zellen des Immunsystems

und in der Niere gebildet.
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1.3 Veranderungen des IGF-Systems bei malignen Erkr  ankungen

Es gibt zahlreiche klinische Hinweise, dass Stérungen im IGF-System eine we-
sentliche Rolle in der Entstehung und im Fortschreiten von Neoplasien spielen.
Diese werden durch die experimentelle Forschung am Zell- und Tiermodell bes-
tatigt. Verschiedene Studien belegen, dass Tumorzellen IGFs oder IGFBPs in
vitro und in vivo in veranderten Mustern exprimieren. Bei Neoplasien des Blu-
tes, der Prostata, der Brust, des Colons und insbesondere bei Weichteiltumo-
ren wurde z.B. eine erhdhte IGFBP-2 Expression und/oder erhéhte Serumspie-
gel fur IGFBP-2 nachgewiesen [8] [14] [15] [23] [29] [39] [56] [60]. IGFBP-2 ist
durch seinen Einfluss auf die Zellproliferation und Zelladhasion in der Lage, ein
Tumorwachstum zu beschleunigen [49] [17] [35]. Embryonale Tumoren wie
das Nephroblastom und das Rhabdomyosarkom exprimieren grof3e Mengen an
IGF-1l mRNA [51] [58] [10] [11] und erhdhte Mengen an IGF-Typl-Rezeptor
MRNA [10] [37]. Eine Relaxation der Pragung (loss of imprinting) des mutterli-
chen Allels des IGF-Il Gens oder ein Heterozygotieverlust (loss of heterozygosi-
ty) des véaterlichen Allels des IGF-Il Gens auf Chromosom 11p15.5, wie es bei
Rhabdomyosarkomen und Nephroblastomen gefunden wird, kann zu einer U-
berexpression des IGF-Il Gens fihren [60] [54] [59]. Eine Deletion des WT1
oder des WT2 Gens auf Chromosom 11p13 und 11p15, wie sie beim Neph-
roblastom gefunden werden, kbénnen Uber eine Deregulierung der IGF-I Rezep-
tor mRNA die Proliferationsrate von Zellen stark erhdéhen [36] [55]. Diese St6-

rungen der Genbalance fuhren hier wahrscheinlich zur Entstehung von Krebs.
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1.4 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte der Zusammenhang solider maligner Tumorer-

krankungen bei Kindern mit deren Serumspiegeln an Insulin-dhnlichen Wachs-
tumsfaktoren (IGF-I, IGF-II), deren Bindeproteinen (IGFBP-2, IGFBP-3) und der

saurelabilen Untereinheit (ALS) untersucht werden. Die Ergebnisse wurden vor

dem Hintergrund zuvor evaluierter altersabhéngiger Referenzwertebereiche bei

gesunden Kindern betrachtet und semiquantitativ ausgewertet.

Im Einzelnen wurden die Serumspiegel bei den Tumorpatienten unter folgen-

den Fragestellungen untersucht:

1.

Wie liegen die Serumspiegel der Tumorpatienten an IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2, IGFBP-3 und ALS im Vergleich zu den altersentsprechenden
Referenzwertbereichen des 5. bis 95. Perzentils?

Wie grol} ist die Fraktion an theoretisch ungebundenem und damit mito-
gen wirksamem IGF-I, die anhand des Verhdltnisses von IGF-lI zu
IGFBP-3 im Vergleich zu den altersentsprechenden Referenzwerten ab-

geschatzt wird?

Sind die Spiegel der im Serum gemessenen Parameter voneinander ab-
hangig? Dazu werden Korrelationen der Parameter untereinander be-

rechnet.

Sind die Serumspiegel eines Tumorpatienten von der Masse seines Tu-
mors abhangig? Um dies beurteilen zu kdnnen, werden die Serumspie-
gel von Patienten, bei denen ein makroskopisch identifizierbarer Tumor
vorliegt, mit den Serumspiegeln von Patienten, die eine komplette Re-

mission erreicht haben, verglichen.

Sind die Serumspiegel der gemessenen Parameter von der Zeitspanne
abhangig, die zwischen Probeentnahme und Diagnosestellung bzw. The-
rapiebeginn liegt? Und wie unterscheidet sich die Entwicklung der Se-
rumspiegel Uber einen Beobachtungszeitraum von Uber einem Jahr fir

Uberlebende Patienten, die eine Remission erreichen von denen, die
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keine Remission erreichen und weiterhin von den Patienten, die verstor-

ben sind?

6. Bestatigen sich die zu den vorigen Fragestellungen ermittelten
Ergebnisse bei vergleichender retrospektiver Betrachtung individueller
Krankheitsentwicklungen? Hier wurde die Entwicklung der Serumspiegel
an IGF-1 und IGFBP-2 von jeweils zwei Patienten mit gleicher Diagnose

aber unterschiedlichem Krankheitsverlauf betrachtet.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

In der Studie werden 64 Kinder, 32 Madchen und 32 Jungen mit verschiede-
nen soliden Tumoren betrachtet, die diesbeztglich im Olgahospital in Stuttgart
im Rahmen der kooperativen multizentrischen Therapieoptimierungsstudien der
Deutschen Gesellschaft fur Padiatrische Hamatologie und Onkologie (GPOH)
in den Jahren 1995 bis 2001 behandelt wurden. Solche Therapiestudien ma-
chen prazise Vorschriften fur Diagnostik und Therapie. Alle untersuchten Seren
sind daher Restseren der im Rahmen der arztlichen Betreuung abgenommenen
Blutabnahmen.

Die Messungen im Restserum minderjahriger Patienten sind mit dem Einver-
standnis der Eltern durchgefihrt und von der Ethikkommission der Universitat
Tldbingen genehmigt worden. Durch wiederholte Blutabnahmen zur Diagnostik
und Therapie der Patienten lagen innerhalb der Studie mehrere Blutseren pro
Patient fur die Messungen vor. In die Auswertung der Patientendaten gehen
von einem Patienten bis zu funf Messwerte je Parameter ein. Insgesamt wur-
den von den 64 Patienten 137 Werte fur die Parameter IGF-1, IGF-Il, IGFBP-2
und IGFBP-3 gemessen, fur den Parameter ALS wurden 123 Werte von 58
Patienten, 30 Madchen und 28 Jungen gemessen. Das Alter der Kinder und
jungen Erwachsenen liegt zwischen 10 Monaten und 22 Jahren. Die Diagnosen
der erkrankten Kinder wurden in den Jahren 1991 bis 1999 gestellt. Sie umfas-
sen aRMS, eRMS, PNET, Ewing-Sarkom und atypisches Ewing Sarkom, Oste-
osarkom, Synovialsarkom, Nephroblastom und Neuroblastom. Hieraus ergibt
sich ein heterogenes Patientenkollektiv mit unterschiedlichem Alter, unter-
schiedlicher Diagnose und unterschiedlicher Therapie. Von den 64 beobachte-
ten Patienten haben bis zum Ende des Beobachtungszeitraums im Méarz 2001,
24 Patienten eine komplette Remission erreicht, bei 40 Patienten trat ein Rezi-
div auf oder es war die ganze Zeit Gber ein Tumor makroskopisch identifizier-
bar. Dies bedeutet, dass zu jedem Untersuchungszeitpunkt die Tumormasse
mit Hilfe bildgebender Diagnostik (Rontgen, CT, MRT, bei OP) festgestellt wer-
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den konnte. Uberlebt haben bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes 47

Patienten, 17 Patienten sind verstorben. Die Daten der Patienten sind in Tabel-

le 2.1a aufgefuhrt.

Tabelle 2.1-a Ubersicht Patientendaten, gemessene Parameter IGF-1 , IGF-Il, IGFBP-2,
IGFBP-3
Patienten
mit makros-
Patienten- Anzahl Patienten
Diagnose Uberlebend | verstorben kopisch
zahl Messwerte ] mit CR
sichtbarem
Tumor
aRMS 7 19 4 3 4 3
eRMS 11 29 8 3 6 5
PNET 10 22 6 4 6 4
ES 3 7 2 1 1 2
atyp ES 3 10 3 0 3 0
Nephro-
6 7 6 0 5 1
blastom
Osteosar-
6 11 4 2 3 3
kom
Synovial-
3 7 2 1 1 2
sarkom
Neuro-
15 25 12 3 11 4
blastom
Summe 64 137 47 17 40 24
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Tabelle 2.1-b Ubersicht Patientendaten, gemessener Parameter ALS
Patienten
mit makros-
Patienten- Anzahl Patienten
Diagnose Uberlebend | verstorben kopisch
zahl Messwerte ] mit CR
sichtbarem
Tumor
aRMS 6 17 4 2 3 3
eRMS 11 29 8 3 6 5
PNET 8 17 6 2 4 4
ES 2 3 2 0 0 2
atyp ES 3 10 3 0 3 0
Nephro-
5 6 5 0 4 1
blastom
Osteosar-
6 11 4 2 3 3
kom
Synovial-
3 7 2 1 1 2
sarkom
Neuro-
14 23 12 2 9 4
blastom
Summe 58 123 41 15 34 24
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2.2 Methodisches Vorgehen bei der Auswertung

2.2.1 Gruppeneinteilungen der Patienten und ihrer Messwerte nach
verschiedenen Kriterien

Um die einzelnen Fragestellungen aus Kapitel 1.4 beantworten zu kdnnen,
wurden die Patienten und ihre Messwerte nach verschiedenen Kriterien in fur
die einzelnen Fragestellungen sinnvolle Gruppen eingeteilt. Im Folgenden wer-
den die verschiedenen Gruppeneinteilungen der Patienten und ihre Messwerte

genauer dargestellt.

1. Einteilung der Patienten nach Diagnose

Die 64 Patienten sind anhand ihrer Diagnose in neun Gruppen eingeteilt wor-
den (siehe Tabelle 2.1-a).

Patienten mit der Diagnose RMS wurden in die Gruppen alveolares RMS und
embryonales RMS aufgeteilt. Wobei sieben Patienten an einem aRMS und elf
Patienten an einem eRMS erkrankt sind. Mit der Diagnose ,peripherer neuroek-
todermaler Tumor* (PNET) wurden zehn Patienten in die Studie aufgenommen,
die Diagnose ,Ewing-Sarkom“ (ES) und ,atypisches Ewing Sarkom*® (atyp. ES)
kommen je dreimal in der Studie vor. An einem Nephroblastom leiden sechs
Patienten, an einem Osteosarkom ebenfalls sechs. An einem Synovialsarkom
sind 3 Patienten erkrankt. Ein Neuroblastom wurde bei fiinfzehn Patienten di-
agnostiziert.

So entstanden neun Diagnose-Gruppen, die unterschiedlich grof3 sind. Die Di-
agnose-Gruppen, die mehr als sechs Patienten beinhalten (aRMS, eRMS,
PNET und Neuroblastom) werden in den entsprechenden Tabellen gesondert
aufgefuhrt, die Gruppen ES, atypisches ES, Nephroblastom, Osteosarkom, Sy-
novialsarkom werden in den Tabellen wegen der kleinen GruppengrofRe als

,andere Tumoren“ zusammengefasst.
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2. Einteilung der Patienten nach Tumorstatus

Die Patienten wurden ferner nach ihnrem Tumorstatus in drei Gruppen unterteilt.
Patienten, die im Verlauf ihrer Krankheit bis zum Ende des Beobachtungszeit-
raumes Uberlebt hatten und eine komplette Remission (kein Tumor mehr
nachweisbar) erreicht hatten, bilden die erste Gruppe. Patienten, die bis zum
Ende des Beobachtungszeitraums Uberlebt hatten, bei denen aber am Ende
des Beobachtungszeitraumes ein Tumor mit bildgebenden Verfahren (Rontgen,
CT, MRT, bei OP) makroskopisch identifizierbar war, bilden die zweite Gruppe.
Auch Patienten, die im Verlauf ihrer Erkrankung eine komplette Remission er-
reicht hatten, die aber im weiteren Verlauf ein Rezidiv erlitten, gehdren in diese
Gruppe. Die dritte Gruppe bilden Patienten, die im Verlauf des Beobachtungs-

zeitraumes verstorben sind.

3. Einteilung der Messwerte der Patienten nach Tumo  rstatus

Um eine Aussage uber die Hohe der Serumspiegel der gemessenen Parameter
in Abh&ngigkeit vom Tumorstatus zu treffen, wurden die Messwerte der Patien-
ten in zwei Gruppen unterteilt.

Messwerte von Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der Probeentnahme ein
Tumor mit bildgebenden Verfahren (Rontgen, CT, MR oder auch bei OP)
nachweisbar war, wurden in die Gruppe ,makroskopisch identifizierbarer Tu-
mor* eingeteilt, Messwerte von Patienten, die zum Zeitpunkt der Probeentnah-
me eine komplette Remission erreicht hatten, wurden in die Gruppe ,komplette
Remission” eingeteilt.

Bei dieser Gruppeneinteilung wird also immer der Tumorstatus zu dem be-
stimmten Zeitpunkt der Probeentnahme betrachtet; es wird nicht die Gesamt-

entwicklung der Tumorerkrankung eines Patienten bericksichtigt.

4. Einteilung der Messwerte der Patienten nach Ther  apiedauer

Diagnosestellung und Therapiebeginn liegen bei den in die Studie aufgenom-
menen Patienten zeitlich sehr eng beieinander. Deshalb werden Diagnosestel-

lung und Therapiebeginn gleichgesetzt. Um einen zeitlichen Verlauf der ge-
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messenen Parameter beobachten zu kdnnen, wurden die Messwerte der Pati-
enten nach der Zeitspanne, die zwischen Diagnosestellung und Probeentnah-
me liegt, in vier Gruppen eingeteilt. Die erste Zeitgruppe enthalt Messwerte von
Patienten, bei denen die Probenentnahme innerhalb von drei Monaten nach
Diagnosestellung stattgefunden hat. Die zweite Zeitgruppe schliel3t die Mess-
werte ein, die in Seren gemessen wurden, die zwischen drei und sechs Mona-
ten nach Diagnosestellung abgenommen wurden. In der dritten Zeitgruppe fin-
den sich Messwerte aus den Proben, die zwischen sechs und zwdlf Monaten
nach Diagnosestellung abgenommen wurden und die vierte Zeitgruppe setzt
sich aus den Messwerten zusammen, die in Serumproben gemessen wurden,

die erst zwolf Monate nach Diagnosestellung abgenommen wurden.

2.2.2 Referenzwerte

Zum Vergleich der im Patientenserum gemessenen Parameter IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2, IGFBP-3 und ALS werden die altersentsprechenden Referenzwerte
von Ranke und Mitarbeitern [44] herangezogen. Sie wurden mit den gleichen
Radioimmunoassays gemessen, wie die in dieser Studie gemessenen Parame-
ter.

Die Referenzwerte fur die Saurelabile Untereinheit (ALS) bei Jungen und Mad-
chen stammen von Dr. Anders Juul aus Arhuus/Danemark und beziehen sich
somit auf ein anderes Referenzkollektiv von Probanden als die Referenzwerte
fur IGF-I, IGF-II, IGFBP-2 und IGFBP-3 [26].

2.2.3 Berechnung der verwendeten Parameter

Standard Deviation Score (SDS)

Zur Berechnung der standardisierten Normabweichung (,Standard Deviation
Score”, SDS) der gemessenen Parameter IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3 und
ALS wurden Referenzwerte nach Ranke und Elmlinger [44] und Juul verwendet
[26]. Da in die Berechnung der SDS neben den Standardwerten auch die Al-
tersabhangigkeit der Parameter einfliel3t, hat die Transformation der Absolut-
werte in SD-Scores den Vorteil, dass Parameter von Patienten unterschiedli-

chen Alters miteinander verglichen werden kénnen.
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Zur Berechnung der SD-Scores wird der Mittelwert der Verteilung eines Para-
meters fur das jeweilige Alter vom aktuellen Messwert subtrahiert und die sich
daraus ergebende Differenz durch die Standardabweichung dividiert.

Fur die SDS ergibt sich somit die Formel:

SDS = (X-Xm) / SD [SDS]

X = gemessener Serumspiegel eines Parameters
Xm = Mittelwert der Serumreferenzwerte in der entsprechenden Altersklasse
SD = Standardabweichung der Referenzwerte in der entsprechenden Alters-

klasse

SDS-Werte geben somit die Abweichung von dem gemessen Serumspiegel
eines Patienten und dem zu erwartenden Serumspiegel eines Kindes oder Ju-
gendlichen im entsprechenden Alter als Standardabweichungen an.

Ein Wert von +2 SD entspricht ungefahr dem Bereich zwischen dem 97,5%
Perzentil und dem 2,5% Perzentil (95% Bereich), £1,65 SD entsprechen unge-
fahr dem Bereich zwischen dem 95% Perzentil und dem 5% Perzentil (90%
Bereich). Ein Wert von SDS = 1,65 liegt auf dem 95% Perzentil, ein Wert von
SDS = -1,65 liegt auf dem 5% Perzentil.

IGF/IGFBP-Ratio

Um das Verhaltnis von zwei im Serum gemessenen Parametern zueinander zu
bestimmen, wird die Ratio, also der Quotient aus den beiden betreffenden Pa-

rametern nach folgender Formel berechnet:

Ratio = Parameter A [ng/ml] / Parameter B [ng/ml]

Die Ratio ergibt einen einheitslosen Wert, der zahlenmé&Rig das Verhaltnis
zweier Parameter zueinander angibt.
In der vorliegenden Studie wird das Verhéltnis des Serumspiegels von IGF-I

eines Patienten zum Serumspiegel von IGFBP-3 der gleichen Serumprobe des
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gleichen Patienten bestimmt. Hieraus lasst sich die theoretische Menge des
ungebundenen und damit mitogen wirksamen IGF-I im Serum ermitteln. IGF-I
liegt im Serum gesunder Kinder zu ca. 98% im Komplex mit IGFBP-3 und ALS
gebunden vor, zu ca. 2% liegt es in freier Form vor. Es besteht ein Fliessgleich-

gewicht zwischen gebundener und freier Form des IGF-I.

[98%)] - [2%]
[IGF-I/IGFBP-3/ALS] < [IGF-I] + [[GFBP-3] + [ALS]

Schon bei geringer Abnahme des IGFBP-3 Spiegels verschiebt sich dieses
Gleichgewicht stark zugunsten der freien Form von IGF-I, welches dann mito-
gen wirksam werden kann.

Um eine Aussage uber die Abweichung der Ratio fur IGF-I zu IGFBP-3 eines
Tumor-Patienten zu der eines gesunden Kindes im entsprechenden Alter zu
treffen, werden die errechneten Werte des Tumor-Patienten mit dem altersent-

sprechenden Referenzwert eines gesunden Kindes verglichen.

2.2.4 Statistische Analysen

Die statische Auswertung und die graphischen Darstellungen sind mit Hilfe des
Computerprogramms Microsoft® Excel, Version 2000, tber Tabellenkalkulation

erstellt worden.

Korrelation

Mit Hilfe der Regressionsanalyse, die in Microsoft[] Excel zur Berechnung des
Korrelationskoeffizienten ,r* und des Bestimmtheitsmal3es ,R* kann untersucht
werden, ob sich zwei Messreihen gleich entwickeln, d. h. ob hohe Werte des
einen Datensatzes mit hohen Werten des anderen zusammenhangen (positive
Korrelation), ob niedrige Werte des einen Datensatzes mit hohen Werten des
anderen zusammenhangen (negative Korrelation) oder ob zwischen den Wer-
ten der beiden Datensatze kein Zusammenhang besteht [16]. Der Korrelations-
koeffizient macht also eine Aussage daruber, wie eng der lineare statistische

Zusammenhang zwischen zwei GroRRen ist [21]. Der Korrelationskoeffizient ,r*
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kann nur Werte zwischen +1 und —1 annehmen und wird als genauer Zahlen-
wert angegeben.

Wenn man den Korrelationskoeffizienten quadriert erhalt man das Bestimmt-
heitsmald ,R", das Werte zwischen Null und Eins annehmen kann [21].

Das Bestimmtheitsmal3 ,R* wird in den entsprechenden Tabellen und Abbil-
dungen zusammen mit dem Korrelationskoeffizienten ,r* als genauer Zahlen-

wert angeben.

Signifikanz

Die Signifikanz gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein beobachteter Effekt
grof3er ist als die zufallsbedingte Streuung der Messwerte [21]. Die als Signifi-
kanzniveau bezeichnete Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“ ist mit der Funktion der
Regressionsanalyse, die in Microsoftl] Excel zur Verfigung steht, ermittelt wor-
den. Die Funktion liefert neben dem Zahlenwert des Korrelationskoeffizienten
o und dem Zahlenwert des BestimmtheitsmalRes ,R* den Wert der Irrtums-
wahrscheinlichkeit ,p“. Ein Unterschied gilt definitionsgem&l dann als signifi-
kant, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit ,p“ nicht groRer als p = 0.05 ist. Als
sehr signifikant gilt ein Unterschied wenn p < 0.01 ist, als hochsignifikant gilt der
Unterschied, wenn p < 0.001 ist. Die Signifikanz wird als p < 0,01 oder p <
0,001 angegeben.

2.3 Radioimmunoassay zur Messung von IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2 und
IGFBP-3

Mit Radioimmunoassays (RIA) kénnen Proteine wie IGFs und IGFBPs mit ho-
her Sensitivitat und Spezifitat quantitativ nachgewiesen werden. Grundlage die-
ser Methode ist eine Antigen-Antikdrper-Reaktion, bei der eine unbekannte
Menge Antigen mit einer bekannten Menge radioaktiv markierten Antigens um
die Bindungsstelle am Antikdrper konkurriert (kompetetiver Radioimmunoassay,
RIA). Anhand der gemessenen Radioaktivitdt lasst sich reziprok auf die
gesuchte Proteinmenge zurtickrechnen. Fir die Messung von IGF-I, IGF-II
IGFBP-2 und IGFBP-3 wurden kommerzielle Radioimmunoassays von der Fir-

ma Mediagnost Reutlingen verwendet.
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Die Impréazision aller Assays betrug <9% CV. Die minimale Konzentration der

Proteine (Nachweisgrenze), die durch die hier genutzten Assays bestimmt wer-
den konnte, betragt fur IGF-I 0,1 ng/ml, fur IGF-Il und IGFBP-1 0,3 ng/ml, fur
IGFBP-2 ng/ml und fur IGFBP-3 0,5 ng/ml.

Im gebrauchsfertigen Analysen-Kit sind enthalten:

Assaypuffer, 2-fach Konzentrat

Testpuffer

Antikdrper (anti-hIGFBP-2, anti-hIGFBP-2, bzw. anti-hiGF-1, oder anti-
hiG-I1)

Tracer (**I-IGFBP-3, bzw '®IIGFBP-2, ' I-IGF-I, oder I-IGF-II)
(<1,30 uCi oder <50 kBq)

Kaninchen-Immunglobulin fur die Bestimmung der unspezifischen Bin-
dung (NSB — non specific binding)

Peptid-Standards

Kontrollseren (humanes Serum)

Antikdrper (anti-Kaninchen-Immunglobulin)

Préazipitationsreagenz

Probenvorbereitung:

Assayspezifische Verdiinnung der Proben mit Assaypuffer:

IGF-I: 1:100
IGF-II: 1:100
IGFBP-2: 1:50

IGFBP-3 1:600
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Testdurchfiihrung:
Fur IGF-I wurden die Puffer A und B verwendet, bei IGFBP-2 und IGFBP-3
wurde der Assaypuffer verwendet.

Die Proben werden nach folgendem Schema pipettiert:

Messwert A Probe B C D E
pl pl pl ul ul pl

Total 200 100
NSB 100 100 100 500
BO 100 100 100 500
Standards 100 100 100 500
Kontrolle 1 100 100 100 500
Kontrolle 2 100 100 100 500
Probe 100 100 100 500
verdinnt

A = Assaypuffer

B = Kaninchen IgG gelést in A

C = 1. Antikorper (Kaninchen-anti-IGFBP-3, -anti-IGFBP-2, -anti-IGF-I, -anti-
IGF-II)

D =125 I-IGFBP-3, bzw. Tracer fur IGFBP-2, IGF-I, IGF-II

E = 2. AK = Schaf-anti-Kaninchen-lgG-Serum 1:350 in kaltem 4% PEG ver-
dunnt

Total = maximale Bindung

NSB = unspezifische Bindung

BO = Menge, die vom 1. Antikdrper maximal gebunden werden kann.

(Zusammensetzung der Puffer siehe Anhang, Seite 79.)
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Die Proben und Standards werden als Doppelwerte pipettiert. Zwei Testrohr-
chen enthalten nur Tracer und 200 ml Assaypuffer, diese Réhrchen werden bis
zur Messung beiseite gestellt. Alle Proben werden nun mit dem Vortex-Mixer
geschuttelt und tUber mindestens 24 h, aber maximal 48 h bei 4C inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wird L6sung E dazu pipettiert und erneut mit dem Vor-
tex-Mixer geschuttelt. Der 2. AK, geldst in 4% PEG fuhrt wahrend einer weite-
ren Stunde Inkubation bei 4C zur Bildung von Immun komplexen. Anschlie3end
werden die Proben fur 15 Minuten bei ca. 3100 x g zentrifugiert, wobei die ge-
bildeten Immunkomplexe prazipitieren. Nach vorsichtigem Absaugen des Uber-
standes erfolgte die Zugabe von 1ml kaltem Wasser und erneute Zentrifugation
bei ca. 3100 x g fir 5 Minuten. Nach Absaugen des Uberstandes wird die Ra-
dioaktivitdt des Pellets im Gammacounter 1 Minute lang gezahlt. Es wird eine
Standardkurve  ermittelt, anhand welcher die Bestimmung der

Probenkonzentrationen erfolgt.

2.4 ELISA zur Messung von ALS

Testprinzip:

Die Proben, Standards und Kontrollen werden in vorgefertigte Mikrotiterplatten
pipettiert, die mit ALS-Antikérper beschichtet sind. Nach Inkubation bilden sich
Immunkomplexe, an die sich ein nun zugefugter enzymmarkierter zweiter ALS-
Antikdrper anlagern kann. Das Zufligen eines Substrates, welches sich an das
Enzym bindet, ergibt einen Farbstoff, der genau photometrisch quantifizierbar
ist. Der hier verwendete ACTIVE™ Total ALS-ELISA-Kit stammt von der Firma
Diagnostic Systems Labaratories (DSL, Sinsheim). Alle Reagenzien sind im
Analysen-Kit enthalten.

Die Sensitivitdt des ELISAs liegt bei 0,07 pg/ml, der Intraassaykoeffizient be-
tragt 3,8% CV, der Interassaykoeffizient betragt 8,9% CV.
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Probenvorbereitung:

Zur Verdunnung der Proben auf 1:101 werden je 10ul Probe auf den Boden
eines Polypropylenréhrchens pipettiert und 1 ml Assaypuffer zugegeben. Diese
Mischung wird gut gemischt und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Standards und Kontrollen werden nicht verdinnt.

Testdurchfiihrung:

Alle Proben werden als Doppelwerte pipettiert. Zwanzig pl Standard, Kontrolle
oder verdinnte Probe werden nach Pipetierschema in die entsprechende Ver-
tiefung pipettiert, dann 100 pl ALS-Assaypuffer mit einem halbautomatischen
Dispenser (Hamilton) in jede Vertiefung gegeben und die Mikrotiterplatte auf
einem Horizontalschattler bei 500-700 rpm fur 1 Stunde bei 22-28<T inkubiert.
Danach wird die Losung in den Vertiefungen abgesaugt und insgesamt 5x im
Mikrotiterplatten-Wascher mit der Waschlésung gewaschen. Anschliel3end
werden die Mikrotiterplatten auf Flie3papier trockengeklopft.

Als nachstes wird das Antikorper-Enzym-Konjugat frisch hergestellt. Dazu wird
ein Teil Antikdrper-Enzym-Konjugat mit 50 Teilen Assaypuffer verdinnt. Von
diesem Konjugat werden nun mit dem halbautomatischen Dispenser 100 pl in
jede Vertiefung gegeben und wieder bei Schitteln mit 500-700 rpm fur 1 Stun-
de bei 22-28<T inkubiert, wobei sich Immunkomplexe bilden. Die L6sung in den
Vertiefungen wird erneut abgesaugt und insgesamt 5x im Mikrotiterplatten-
Wascher mit der Waschlésung gewaschen und anschlieBend auf Fliel3papier
trockengeklopft.

Jetzt wird, wieder mit halbautomatischem Dispenser, je 100 ul der Tetramethyl-
benzidinldsung zugegeben und diesmal nur fur 10 min inkubiert. Die dabei
stattfindende Farbreaktion wird durch Zugabe von 100 pl 0,2 M Schwefelsaure
gestoppt. Die Absorption der Losung sollte innerhalb von 30 min bei 450 nm
gemessen werden. Die Berechnung der Werte erfolgt nach Erstellen der Stan-

dardkurve.
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3 Ergebnisse

3.1 Serumspiegel von IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2, IGFBP- 3 und ALS im Ver-
gleich zu Referenzwerten gesunder Kinder

In den Blutseren des Patientenkollektivs wurden die Parameter IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2, IGFBP-3 und ALS mittels Radioimmunoassay ermittelt.

Diese Werte werden unabhangig vom Tumortyp, und unabhéngig vom Ge-
sundheitszustand des Patienten mit altersentsprechenden Referenzwerten ge-
sunder Kinder im Alter von 0 bis 20 Jahren verglichen (Referenzwerte fir IGF-I,
IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3 aus Schweizer, 1998 [50], Referenzwerte ALS mann-
lich und weiblich aus Juul 1998 [26]). Die Referenzwerte der gesunden Kinder
liegen als Perzentilenkurven des 5., 50. und 95. Perzentils vor, die Werte der
erkrankten Kinder werden als Einzelpunkte in Beziehung zu den Referenzwer-
ten gesetzt. In den Abbildungen 1a)-f) ist auf der x-Achse das Alter der Kinder
in Jahren, auf der y-Achse der Serumspiegel der gemessenen Parameter in
ng/ml aufgetragen. Zu jedem gemessenen Einzelwert lasst sich die Abwei-
chung vom altersentsprechenden Referenzwert ermitteln.

Um zu einer reprasentativen Aussage Uber die Verteilung der Werte innerhalb
der Gruppe eines Tumortyps zu gelangen, werden die vier Tumortypen, von
denen Uber 15 Messwerte vorliegen, zur Beschreibung herausgegriffen. Dazu
zéhlen das aRMS mit 19 Messwerten, das eRMS mit 29 Messwerten, der
PNET mit 22 Messwerten und das Neuroblastom mit 25 Messwerten.

Die Anteile, welche die verschiedenen Tumortypen in der Gruppe der Werte
ausmachen, die unter dem 5. Perzentil oder Uber dem 95. Perzentil liegen, sind
aufgrund verschiedener Gruppengro3en nicht reprasentativ. Deshalb werden
die Anteile der Werte innerhalb der Gruppe eines Tumortyps angegeben, die
unter dem 5. Perzentil oder Gber dem 95. Perzentil liegen.

Da von einem Patienten in den meisten Fallen mehr als ein Messwert vorliegt,
unterscheidet sich die Patientenzahl von der Messwertezahl. Bei der Betrach-
tung der Patienten wird angegeben, wie viele Patienten tuberlebt haben und wie
viele Patienten verstorben sind. Bei der Betrachtung der Messwerte wird ange-

geben, bei wie vielen Messwerten zum Zeitpunkt der Probenentnahme ein
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makroskopischer Tumor vorlag oder eine komplette Remission erreicht war.
Siehe Abbildungen 3.1a-f und Tabelle 3.1a-e.

Tabelle 3.1-a

Anteil der Serumwerte in

Prozent

<5. Perzentil

< 50. Perzentil

>50. Perzentil

>05. Perzentil

Referenzgruppe

5%

50%

50%

5%

IGF-I

30%

80%

20%

2%

IGF-1I

28%

60%

39%

10%

IGFBP-2

3%

28%

2%

19%

IGFBP-3

27%

7%

23%

2%

ALS

M: 60,0%
W: 38%
Ges: 50 %

M: 83%
W: 57%
Ges: 70%

M: 27%
W: 43%
Ges: 30%

M: 3%
W: 37%
Ges: 20%

Prozentualer Anteil der IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2, IGFBP-3 und ALS Serumwerte
gesunder Kinder (=Referenzgruppe in erster Zeile) und erkrankter Kinder (Zeile
2 bis 6) unter dem 50., bzw. dem 5. Perzentil und Gber dem 50., bzw. dem 95.
Perzentil, angegeben in Prozent. Fir die Serumspiegel der ALS ist das Patien-

tenkollektiv in mannliche (M) und weibliche (W) Patienten aufgeteilt.

IGF-I: Vergleich der IGF-I Serumwerte der erkrankten Kinder mit den Refe-
renzwerten. Die gemessenen Werte der Tumorpatienten liegen insgesamt
deutlich niedriger als die altersentsprechenden Referenzwerte. Es finden sich
80% der Werte der Tumorpatienten unterhalb des 50. Perzentils. Das sind 30%
mehr im Vergleich zur Referenzgruppe.

Unterhalb des 5. Perzentils liegen in der Patientengruppe 30% der Werte, was
den Anteil der Referenzgruppe, der definitionsgemaf 5% betragt, um den Fak-
tor sechs ubersteigt.

Oberhalb des 50. Perzentils liegen in der Patientengruppe 20% der Werte, was

weniger als einem Funftel der Referenzwertgruppe entspricht. Oberhalb des 95.
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Perzentils finden sich in der Patientengruppe 2% der Werte, in der Referenz-
gruppe liegen hier 5% der Werte.

Da die bei den Patienten gemessenen Werte zu 30% unter dem 5. Perzentil
liegen, soll ihre Zusammensetzung im Folgenden genauer betrachtet werden:
Von den Messwerten der aRMS liegen 47% unter dem 5. Perzentil. Bei eRMS
sind es 31%, bei PNET 23% bei Neuroblastomen 36% und bei allen anderen
Tumoren 22% die unter dem 5. Perzentil liegen. Das zeigt, dass bei RMS und
Neuroblastomen ein auffallig hoher Prozentsatz besonders niedrige Werte fur
IGF-I aufweist. Von den 32 Patienten, von denen IGF-I Werte unter dem 5.
Perzentil gefunden werden, sind 13 verstorben. Auffallig ist, dass alle verstor-
benen Patienten mit aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom IGF-1 Werte unter
dem 5. Perzentil zeigen. Siehe Tabelle 3.1b und Abbildung 3.1a.

Abbildung 3.1.1-a und -b
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Vergleich der gemessenen Serumwerte aller in die Auswertung einbezogenen
Tumorpatienten fur IGF-1 und IGF-1I angegeben in ng/ml und dargestellt als
Einzelpunkte, mit altersentsprechenden Referenzwerten [26] [50]

dargestellt als Linien des 5., 50. und 95. Perzentils.

IGF-II: Die IGF-Il Serumwerte der Patientengruppe weichen weniger als die

gemessenen IGF-1 Werte von den Werten der Referenzgruppe ab. Es liegen
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61% aller Patientenmesswerte unter dem 50. Perzentil und 39% utber dem 50.
Perzentil. In der Referenzgruppe liegen hier jeweils 50% der Werte. Innerhalb
der Werte der Patientengruppe zeigt sich eine Verteilung zugunsten sehr nied-
riger Werte. Ferner liegen 28% unterhalb des 5. Perzentils. Das heil3t, der An-
teil der Werte der Patientengruppe unter dem 5. Perzentil ist ca. sechsmal so
grof3 wie der Anteil der Werte der Referenzgruppe. Mit 39% ist der Anteil der
Werte der Patientengruppe Uber dem 50. Perzentil um 11% niedriger als der
Anteil der Referenzwerte. Innerhalb des Anteils der Werte der Patientengruppe
Uber dem 50. Perzentil liegen jedoch mit 10% doppelt so viele Werte tiber dem
95. Perzentil, wie in der Referenzgruppe. Siehe Abbildung 3.1b.

Fur IGF-II ergibt sich eine Verteilung der Werte innerhalb der vier grof3ten Tu-
morgruppen wie folgt: 87% aller IGF-Il Messwerte bei Neuroblastomen liegen
unter dem 5. Perzentil, sowie 26% der aRMS, 24% der eRMS, 18% der PNET
und 48% aller anderen Tumoren. Fir die Neuroblastome zeigt sich hier somit
eine sehr aufféllige Verteilung. Fir tberlebende und verstorbene Patienten,
sowie beim Vorliegen eines makroskopisch identifizierbaren Tumors oder bei
kompletter Remission ergibt sich fur IGF-II hier keine Auffalligkeiten bei der

Verteilung. Siehe Tabelle 3.1c.
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Tabelle 3.1-b
Gesamt- % aller
IGF-I % % % % % | Andere |
zahl anderen
<5. aller | aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller Tumo-
<5. Tumo-
Perzentil | Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren
Perzentil ren
Patienten-
h 32 50% 6 86% 7 64% 4 40% 7 47% 8 38%
zal
Uberlebende 19 47% 3 75% 4 50% 0 0% 4 33% 8 47%
Verstorbene 13 76% 3 100% 3 100% 4 100% | 3 |100% 0 0%
Messwerte-
hi 41 30% 9 47% 9 31% 5 23% 9 36% 9 21%
zal
makroskop
- 30 30% 7 44% 6 25% 5 38% 6 38% 6 20%
u
CR 9 31% 2 67% 3 60% 0 0% 2 50% 2 20%
Status
2 0 0 0 1 1
unbekannt

Anteil der IGF-1 Werte unter dem 5. Perzentil. Die vier héufigsten Diagnosen
aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln aufgefthrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.
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Tabelle 3.1-c
Gesamt- % aller
IGF-II % % % % % | Andere |
zahl anderen
<5, aller |aRMS | aller |eRMS | aller | PNET | aller | Nbl | aller Tumo-
<5. Tumo-
Perzentil | Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren
Perzentil ren
Patienten-
h 30 47% 3 43% 7 64% 4 40% | 9 | 60% 7 33%
zal
Uberlebende 20 43% 2 50% 5 63% 1 16% | 6 | 50% 6 35%
100
Verstorbene 10 59% 1 33% 2 66% 3 75% | 3 o 1 25%
0
Messwerte-
hi 39 28% 5 26% 7 24% 4 18% | 13 | 87% 10 24%
zal
makroskop
- 29 29% 4 25% 4 17% 4 31% | 9 | 56% 8 27%
u
CR 7 24% 1 33% 3 60% 0 0% 2 | 50% 1 10%
Status
3 0 0 0 2 1
unbekannt

Anteil der IGF-Il Werte unter dem 5. Perzentil. Die vier haufigsten Diagnosen
aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln aufgefthrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.

IGFBP-2: IGFBP-2 liegt im Serum des betrachteten Patientenkollektivs generell
wesentlich héher als bei der Referenzgruppe, insbesondere bei Patienten unter
5 Jahren. Uber dem 50. Perzentil liegen hier mit 72% der Werte 22% mehr
Werte als in der Referenzgruppe, was mal3geblich durch den hohen Anteil der
Werte oberhalb des 95. Perzentils zustande kommt. Oberhalb des 95. Perzen-
tils liegen 19% aller Werte der Patientengruppe und somit ist der Anteil der
Werte hier fast viermal groRer als in der Referenzgruppe. In der Referenzgrup-
pe befinden sich nur 5% der Werte Gber dem 95. Perzentil. Unter dem 50. Per-
zentil betragt der Anteil der Werte der gesamten Patientengruppe insgesamt

28%, wovon 3% unter dem 5. Perzentil liegen. Siehe Abbildung 3.1c.
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Abbildung 3.1-c und -d
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Vergleich der gemessenen Serumwerte aller in die Auswertung einbezogenen
Tumorpatienten fur IGFBP-2 und IGFBP-3 angegeben in ng/ml und dargestellt
als Einzelpunkte, mit altersentsprechenden Referenzwerten [50] [26] dargestellt

als Linien des 5., 50. und 95. Perzentils.

Da bei den IGFBP-2 Werten der Anteil der Werte Uber dem 95. Perzentil sehr
hoch ist, wurden diese genauer betrachtet. In den grof3en Tumorgruppen liegen
bei den aRMS 16%, bei den eRMS 14%, bei den PNET 23% und bei den Neu-
roblastomen 28% Uber dem 95. Perzentil. Von allen anderen Tumorgruppen
liegen insgesamt 17% uber dem 95. Perzentil. Zu vermerken ist, dass finf von
sieben Messwerten beim Nephroblastom tGber dem 95. Perzentil liegen. Auffal-
lig ist auch, dass von den Werten in den groRen Tumorgruppen, die in diesem
niedrigen Bereich gefunden werden, relativ viele Patienten verstorben sind.
Siehe Tabelle 3.1d.

IGFBP-3: IGFBP-3 wurde im Serum des Patientenkollektivs im Vergleich zu der
Referenzgruppe in geringerer Konzentration gemessen. Es liegen 77% der
Werte der Patientengruppe unter dem 50. Perzentil. Damit entspricht der Antell
der Werte zwischen dem 5. und dem 50. Perzentil mit 50% fast dem der Refe-

renzwerte, der Anteil unter dem 5. Perzentil liegt mit 27% entsprechend hoch.
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Uber dem 50. Perzentil finden sich nur 23% der Werte. Nach oben hin diinnen
sich die Werte aus. Uber dem 95. Perzentil liegen nur zwei Messwerte, was
einem Anteil von 2% der Gesamtwerte der Patientengruppe entspricht.

In dem groRen Anteil der Werte (27%) unter dem 5. Perzentil fallt keine der
Gruppen, die mit tber 15 Werten an den Gesamtwerten beteiligt sind, beson-
ders ins Gewicht. Sie sind alle mit ca. 30% ihrer Werte in diesem Bereich ver-
treten. Es fallt aber auf, dass in allen Tumorgruppen viele Patienten, von denen
Werte unter dem 5. Perzentil gemessen wurden, verstorben sind. Siehe Abbil-
dung 3.1d und Tabelle 3.1e.
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Tabelle 3.1-d
G ) % aller
esamt-
IGFBP-2 i % % % % % Andere | ande-
za
>05. 95 aller | aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller | Tumo- ren
>05,
i Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren Tumo-
Perzentil Perzentil
ren
Patienten-
H 23 36% 3 43% 3 27% 4 40% 6 40% 7 33%
zal
Uberleben-
d 16 34% 2 50% 1 13% 2 33% 4 33% 7 41%
e
Verstorbe-
7 41% 1 33% 2 67% 2 50% 2 67% 0 0%
ne
Messwer-
26 19% 3 16% 4 14% 5 23% 7 47% 7 17%
tezahl
makroskop
- 18 18% 1 6% 4 16% 3 23% 5 31% 5 17%
u
CR 3 10% 2 66% 0 0% 0 0% 0 0% 1 10%
Status
5 0 0 2 2 1
unbekannt

Anteil der IGFBP-2 Werte tber dem 95. Perzentil. Die vier haufigsten Diagno-

sen aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln aufgefuhrt. In der ers-

ten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spalte jeweils

der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen Gruppe

ausmachen, eingetragen.
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Tabelle 3.1-e
G . % aller
esamt-
IGFBP-3 i % % % % % Andere | ande-
zal
<5, s aller |aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller | Tumo- ren
<5.
Perzentil | Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren Tumo-
Perzentil
ren
Patienten-
i 30 47% 4 57% 7 64% 5 50% 7 47% 7 33%
zal
Uberleben-
d 16 34% 2 50% 4 50% 1 17% 5 42% 4 24%
e
Verstorbe- 100 100
14 82% 2 66% 3 4 2 66% 3 75%
ne % %
Messwerte-
N 37 27% 6 32% 7 24% 8 36% 8 32% 8 19%
zal
makroskop
T 25 26% 5 31% 5 21% 7 54% 4 25% 5 17%
u
CR 6 21% 1 33% 2 40% 0 0% 1 25% 2 20%
Status
5 0 0 1 3 1
unbekannt

Anteil der IGFBP-3 Werte unter dem 5. Perzentil. Die vier haufigsten Diagnosen
aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln aufgefuhrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.

ALS: Die Serumwerte fur die Acid-labile-subunit werden in méannliche und weib-
liche Patienten aufgeteilt, da die Referenzwerte aus der Literatur geschlechts-
abhangig vorlagen.

Die Werte der mannlichen Patienten liegen mit 83% unter dem 50. Perzentil
und mit 64% unter dem 5. Perzentil niedriger als die Werte der weiblichen Pati-
enten, bei denen sich 57% unter dem 50. Perzentil und davon 39% unter dem

5. Perzentil finden. In beiden Gruppen Ubersteigt der Anteil der Messwerte un-
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ter dem 50. Perzentil den der Referenzwerte. Werden beide Gruppen gemein-
sam betrachtet liegen 70% unter dem 50. Perzentil. Bei mannlichen und weibli-
chen Patienten findet sich ein Grossteil der Messwerte aul3erhalb der Perzenti-
lenkurven, wobei bei der Gruppe der ménnlichen Patienten die hohen Werte
Uber dem 95. Perzentil mit nur 3% vertreten sind. Bei der Gruppe der weibli-
chen Patienten liegt dieser Anteil mit 39% sehr hoch.

Betrachtet man die Messwerte der weiblichen Patienten (bei den mé&nnlichen
Patienten liegen hier nur zwei Messwerte) Uber dem 95. Perzentil genauer,
zeigt sich, dass hier insgesamt 22 Messwerte von 12 Patientinnen liegen. Von
diesen Patientinnen haben 10 tberlebt und zwei sind verstorben. An den ins-
gesamt Uberlebenden machen die zehn uber dem 95. Perzentil gemessenen
Werte einen Anteil von 38% aus. Die zwei Werte der Verstorbenen, die tber
dem 95. Perzentil gemessen wurden, machen an den insgesamt Verstorbenen
einen Anteil von 67% aus.

(Bei diesen geringen Messewertzahlen kann hier dennoch nicht von einem sig-
nifikanten Unterschied zugunsten der Verstorbenen gesprochen werden.)

Die Messwerte von aRMS sind mit 71% aller ihrer Messwerte tUber dem 95.
Perzentil vertreten, eRMS mit 60% aller ihrer Messwerte, PNET mit 64% aller
ihrer Messwerte, Neuroblastome mit 21% und andere Tumore mit 17% aller
ihrer Messwerte.

Von den 22 gemessenen Werten uber dem 95. Perzentil liegt bei 15 Werten
zum Zeitpunkt der Messung ein makroskopisch sichtbarer Tumor vor, was 32%
aller Werte mit makroskopisch sichtbarem Tumor zum Zeitpunkt der Messung
entspricht. Eine komplette Remission liegt bei sieben Werten zum Zeitpunkt der
Messung vor, was 50% aller Werte mit kompletter Remission zum Zeitpunkt der
Messung entspricht. Bei aRMS und eRMS lag bei keiner Patientin zum Zeit-
punkt der Messung eine komplette Remission vor. Ein makroskopisch sichtba-
rer Tumor lag zum Zeitpunkt der Messung bei aRMS mit einem Anteil von 83%
und bei eRMS mit einem Anteil von 75% aller Werte mit makroskopisch sicht-
barem Tumor zum Zeitpunkt der Messung vor.

Bei der Betrachtung der Messwerte unter dem 5. Perzentil liegen hier 24

Messwerte (=39% aller gemessen Werte) von 15 Patientinnen (=50% aller Pa-
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tientinnen) und 38 Messwerte (=64% aller gemessenen Werte) von 23 Patien-
ten (=82% aller Patienten). Von den weiblichen Patienten haben 14 Uberlebt,
was einen Anteil von 54% aller tGberlebenden weiblichen Patienten ausmacht
und eine Patientin ist verstorben, was einen Anteil von 33% aller weiblichen
verstorbenen Patienten ausmacht. Von den mannlichen Patienten haben 11
Uberlebt, was einem Anteil von 61% aller Giberlebenden mannlichen Patienten
entspricht und neun Patienten sind verstorben, was 82% aller mannlichen ver-
storbenen Patienten entspricht.

Bei den ménnlichen Patienten ist das Neuroblastom mit 89% aller seiner ge-
messen Werte und das aRMS mit 80% aller seiner gemessenen Werte beson-
ders haufig vertreten. Bei den weiblichen Patienten ist ebenfalls das Neu-
roblastom mit 50% aller seiner gemessenen Werte am haufigsten vertreten.
Eine Abhangigkeit der Tiefe der Messwerte vom Vorhandensein eines
makroskopisch sichtbaren Tumors besteht lediglich bei der Gruppe der Neu-
roblastome bei weiblichen Patienten. Bei sieben Messwerten konnte hier ein
makroskopisch sichtbarer Tumor festgestellt werden, was einem Anteil von
54% aller Messwerte, bei denen zum Zeitpunkt der Messung ein Tumor
makroskopisch sichtbar war, entspricht. Siehe Abbildungen 3.1e , 3.1f und Ta-
bellen 3.1f, 3.1g und 3.1h.
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Abbildung 3.1-e und -f
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Vergleich der gemessenen Serumwerte aller in die Auswertung einbezogenen
Tumorpatienten flr ALS angegeben in ng/ml und dargestellt als Einzelpunkte,
mit altersentsprechenden Referenzwerten [50] [26] dargestellt als Linien des 5.,

50. und 95. Perzentils.
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Tabelle 3.1-f
% aller
ALS Gesamt- ’
.. % % % % % Andere | ande-
mannl zahl
s aller | aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller | Tumo- ren
<5.
<5 b il Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren Tumo-
; erzenti
Perzentil ren
Patienten-
h 23 82% 3 75% 7 88% 2 100% 6 100% 5 63%
zal
Uberleben-
4 11 61% 2 66% 4 50% 0 0% 4 100% 1 33%
e
Verstorbe-
9 82% 1 100% 2 100% 2 100% 1 100% 3 60%
ne
Messwer-
38 64% 8 80% 13 62% 3 50% 8 89% 6 43%
tezahl
makroskop
- 29 69% 7 88% 10 59% 3 100% 5 83% 4 50%
u
CR 9 60% 1 50% 3 75% 0 0% 3 100% 2 33%
Status
3 1 1 1
unbekannt

Anteil der ALS-Werte der mannlichen Patienten unter dem 5.Perzentil. Die vier
haufigsten Diagnosen aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln
aufgefuhrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.
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Tabelle 3.1-g
% aller
ALS Gesamt- ’
. % % % % % Andere | ande-
weibl zahl
. aller | aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller | Tumo- ren
<5. <5.
5 | Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren Tumo-
Perzentil | Perzentil
ren
Patienten-
hi 15 50% 1 50% 1 50% 1 17% 4 50% 8 67%
zal
Uberleben-
d 14 54% 1 100% 1 50% 1 20% 3 43% 8 73%
e
Verstorbe-
1 33% 0 0% 0 0% 0 0% 1 100% 0 0%
ne
Messwer- R
24 39% 1 14% 1 20% 2 18 % 7 50% 13 54%
tezahl
makroskop
- 20 43% 0 0% 0 0% 2 50% 7 54% 11 55%
u
CR 4 29% 1 100% 1 100% 1 14’ % 0 0% 1 25%
Status
1
unbekannt

Anteil der ALS-Werte der weiblichen Patienten unter dem 5.Perzentil. Die vier
haufigsten Diagnosen aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln
aufgeflhrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.
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Tabelle 3.1-h
% aller
ALS Gesamt- ’
. % % % % % Andere | ande-
weibl zahl
9 95 aller | aRMS | aller | eRMS | aller | PNET | aller Nbl aller | Tumo- ren
>05, >05,
5 | Werte aRMS eRMS PNET Nbl ren Tumo-
Perzentil Perzentil
ren
Patienten-
hi 12 40% 1 50% 1 50% 4 67% 3 38% 3 25%
zal
Uberleben-
d 10 38% 0 0% 1 50% 4 80% 3 43% 2 18%
e
Verstorbe-
2 67% 1 100% 0 0% 0 0% 0 0% 1 100%
ne
Messwer-
22 36% 5 71% 3 60% 7 64% 3 21% 4 17%
tezahl
makroskop
- 15 32% 5 83% 3 75% 2 50% 2 15% 3 15%
u
CR 7 50% 0 0% 0 0% 5 71% 1 100% 1 25%
Status
1
Unbekannt

Anteil der ALS-Werte der weiblichen Patienten Uber dem 95.Perzentil. Die vier
haufigsten Diagnosen aRMS, eRMS, PNET und Neuroblastom sind einzeln
aufgeflhrt.

In der ersten Spalte ist jeweils die absolute Zahl der Werte, in der zweiten Spal-
te jeweils der Anteil, den diese Messwerte an der Gesamtzahl der jeweiligen

Gruppe ausmachen, eingetragen.
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3.2 Verhaltnis von IGF-I und IGFBP-3 im Serum erkra nkter und gesunder
Kinder

Aus den im Serum gemessenen Werten der Parameter IGF-I und IGFBP-3 wird
deren Verhéltnis zueinander bestimmt. Dazu wird der Quotient aus dem in einer
Serumprobe gemessenen IGF-I Wert und dem aus der gleichen Probe be-
stimmten IGFBP-3 Wert berechnet. Hieraus lasst sich die theoretische Menge
des ungebundenen und damit mitogen wirksamen IGF-l im Serum abschéatzen.
IGF-I liegt im Serum bekanntlich zu ca. 98% im Komplex mit IGFBP-3 und ALS
gebunden vor, zu ca. 2% liegt es in freier Form vor. Es besteht ein Gleichge-

wicht zwischen gebundener und freier Form des IGF-I.

[98%] - [2%]
[IGF-I/IGFBP-3/ALS] « [IGF-I] + [IGFBP-3] + [ALS]

Schon bei geringer Abnahme des IGFBP-3 Spiegels verschiebt sich dieses
Gleichgewicht entsprechend zugunsten der freien Form von IGF-I, welches
dann mitogen wirksam werden kann.

Zur Auswertung des gemessenen Verhdltnisses von IGF-I zu IGFBP-3 wird
wiederum der Vergleich mit den altersentsprechenden Referenzwerten ange-
stellt. Wie in den Ergebnissen unter 3.1 gezeigt, liegen sowohl IGF-I als auch
IGFBP-3 bei erkrankten Kindern im Serum in niedrigerer Konzentration vor, als
bei gesunden Kindern. Der Serumspiegel an IGF-I ist bei erkrankten Kindern im
Vergleich zu den Referenzwerten noch niedriger als der Serumspiegel an
IGFBP-3 im Vergleich zu den Referenzwerten. Daraus ergibt sich, was auch die
Berechnung des Quotienten IGF-I/IGFBP-3 zeigt: im Serum erkrankter Kinder
ist das Verhaltnis von IGF-I zu IGFBP-3 niedriger als im Serum gesunder Kin-
der. Siehe Tabelle 3.2a.
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Tabelle 3.2-a

Quotient IGF-I/IGFBP-3

<5. Perzentil

<50. Perzentil

>50. Perzentil

>95. Perzentil

Anteil der Serumwerte in %

Referenzwerte

5%

50%

50%

5%

Patientenkollektiv

18%

71%

29%

4%

Prozentualer Anteil des IGF-I/IGFBP-3 Quotienten im Serum gesunder Kinder

(=Referenzgruppe in erster Zeile) und erkrankter Kinder (in zweiter Zeile) unter

dem 50., bzw. dem 5. Perzentil und Uber dem 50., bzw. dem 95. Perzentil, an-

gegeben in Prozent.

Bei den Tumorpatienten liegen 71% des errechneten IFG-I/IGFBP-3 Verhalt-

nisses unter dem 50. Perzentil und somit nur 29% oberhalb des 50. Perzentils.

Unterhalb des 5. Perzentils liegen 18% der errechneten Werte. Mit 4% ober-

halb des 95. Perzentils entspricht der Anteil der Werte bei erkrankten Kindern

nahezu dem Anteil der Werte der Referenzgruppe. Die Serumspiegel von IGF-I

liegen also im Serum erkrankter Kinder im Verhéltnis niedriger als die Serum-

werte von IGFBP-3.
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Abbildung 3.2
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Fraktion an rechnerisch ungebundenem und damit mitogen wirksamem IGF-I
als Quotient der Serumwerte von IGF-1 und IGFBP-3 aller in die Auswertung
einbezogenen Tumorpatienten im Vergleich mit altersentsprechenden Refe-

renzwerten (5.-95. Perzentil) [50].

3.3 Korrelation der gemessenen Parameter im Serum u  ntereinander

Um die Abhangigkeit der im Serum gemessenen Parameter IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2 und IGFBP-3 rechnerisch zu bestimmen, werden die Parameter mit-
einander korreliert und das Bestimmtheitsmal3 berechnet. Dabei wird auch der
Korrelationskoeffizient r, das BestimmtheitsmaR R? und die Signifikanz p ange-
geben.

Besonderes Interesse gilt der Abhangigkeit zwischen der Héhe der Konzentra-
tionen an IGF-I und IGFBP-3 im Serum. Diese beiden Parameter sind im Se-
rum der Tumorpatienten hochsignifikant (p <0,001) positiv miteinander korreliert
(r=0,6918, R?" 0,4786). Das heifl3t, bei hohem IGF-I Spiegel im Serum wird mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch ein hoher IGFBP-3 Spiegel gefunden. IGF-
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I und IGFBP-2 sind hingegen auf einem Signifikanzniveau von p <0,001 negativ
miteinander korreliert (r = -0,5755, R%= 0,3312). Das bedeutet, dass bei hohem
IGF-I Spiegel im Serum mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit ein niedriger IGFBP-

2 Spiegel gefunden wird und umgekehrt. Siehe Tabelle 3.3a und Abbildung

3.3a und 3.3b.
Tabelle 3.3-a
IGF-I/IGF-II IGF-I/IGFBP-2 | IGF-I/IGFBP-3 | IGF-I/IGFBP-2 | IGF-II/IGFBP-3 |IGFBP-2/IGFBP-3
r 0,6515 -0,5755 0,6918 -0,5509 0,6159 -0,5038
R? 0,4244 0,3312 0,4786 0,3035 0,3793 0,2538
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Korrelationskoeffizient r, Bestimmtheitsmal? R2 und Signifikanz p fur die im Se-
rum gemessenen Parameter IGF-1, IGF-1I, IGFBP-2 und IGFBP-3.
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Abbildung 3.3-a und -b
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Gegenseitige Abhangigkeit der gemessenen Serumwerte fur a) IGFBP-3 und
IGF-I, b) IGFBP-2 und IGF-I in ng/ml.
Angegeben ist die Gleichung der Trendlinie, das Bestimmtheitsmal3 R? der Kor-

relationskoeffizient r und die Signifikanz p.
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3.4 Serumspiegel der gemessenen Parameter in Abhang  igkeit vom Tu-
morstatus

Die Serumproben aller in die Auswertung einbezogenen Patienten wurden nach
dem Kriterium makroskopisch identifizierbarer Tumor (makroskop. Tumor) oder
komplette Remission (CR) in zwei Gruppen eingeteilt. Durch Gegeniberstel-
lung der in diesen beiden Gruppen ermittelten Werte der Parameter IGF-I, IGF-
II, IGFBP-2 und IGFBP-3 kann theoretisch eine Abhangigkeit der Serumspiegel
der einzelnen Parameter vom Vorhandensein eines makroskopisch feststellba-

ren Tumors festgestellt werden. Siehe Abbildung 3.4.
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Abbildung 3.4

Vergleich der gemessenen Parameter bei
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Abhéangigkeit der Serumspiegel von IGF-I, IGF-II, IGFBP-2 und IGFBP-3 vom
Tumorstatus. Die linke Gruppe zeigt die gemessenen Parameter bei Patienten
mit makroskopisch identifizierbarem Tumor, die rechte Gruppe bei Patienten mit
kompletter Remission. Die Werte sind als Abweichung des jeweils altersent-
sprechenden Referenzwerts in SDS dargestellt. Der altersentsprechende Refe-
renzwert liegt bei y=0, die im Serum gemessenen Werte der Patienten sind als

Einzelpunkte im Diagramm eingetragen.

Die Einzelwerte der Serumspiegel werden als Abweichung vom altersentspre-
chenden Referenzwert in Standard Deviation Scores (SDS) betrachtet. Der al-

tersentsprechende Referenzwert liegt in Abbildung 3.4 definitionsgemald bei
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Null, die Abweichung vom jeweiligen Referenzwert ist als positiver oder negati-
ver Wert eines Einzelpunktes auf der y-Achse abzulesen. Da bei dieser Eintei-
lung der Serumproben die Gruppengroéf3e verschieden ist und die gemessenen
Serumspiegel weder unabhangige noch abhéngige Stichproben darstellen, wird
auf einen Vergleich der jeweiligen Gruppenmittelwerte oder der Mediane ver-
zichtet. In der vorliegenden Stichprobe zeigt sich kein unterschiedliches Verhal-
ten der Serumspiegel der gemessenen Parameter in Abh&ngigkeit vom Vor-
handensein eines makroskopisch identifizierbaren Tumors oder bei kompletter

Remission.

3.5 Serumspiegel der gemessenen Parameter in Abhdng  igkeit von der
Therapiedauer

Die Patienten wurden nach ihrem individuellen Krankheitsverlauf in drei Grup-
pen unterteilt: Uberlebende Patienten mit kompletter Remission, Uberlebende
Patienten bei denen ein Tumor makroskopisch identifizierbar ist und bereits
verstorbene Patienten.

Die Serumproben dieser Patienten wurden dann innerhalb der ersten Grup-
peneinteilung nach der Zeitdauer, die seit Diagnosestellung bis zur Probenent-
nahme vergangen ist, in vier Untergruppen eingeteilt. Fir die Untergruppen
wurden die Zeitraume ,null bis drei Monate*, ,drei bis sechs Monate®, ,sechs bis
zwolf Monate” und ,uber zwolf Monate” nach Diagnosestellung gewabhit.

Bei allen Patienten wurde innerhalb der ersten 3 Monate mit der Therapie be-
gonnen. Abbildung 3.5a bis 3.5d zeigt die Entwicklung der im Patientenserum
gemessenen Parameter IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2 und IGFBP-3 Uber den Zeitver-
lauf von Diagnosestellung bis langer als zwdolf Monate. Die Messwerte der Pa-
rameter sind als Abweichung von den altersentsprechenden Referenzwerten
als Einzelpunkte in die Abbildungen eingetragen. Der jeweilige altersentspre-
chende Referenzwert liegt definitionsgemald bei y = 0. Die Abweichung eines
Messwertes von seinem Referenzwert ist auf der y-Achse in SDS abzulesen.
Uberlebende Patienten mit kompletter Remission, liberlebende Patienten mit
makroskopisch identifizierbarem Tumor und verstorbene Patienten sind durch

verschieden strukturierte Symbole gekennzeichnet. Auf der x-Achse sind von
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links nach rechts die vier Untergruppen aufgetragen, die nach dem Zeitpunkt
seit Diagnosestellung festgelegt wurden.

IGF-I: Bei den Uberlebenden Patienten mit kompletter Remission bleiben die
IGF-1 Werte Uber den gesamten Zeitverlauf stets niedriger als die altersent-
sprechenden Referenzwerte. Sie liegen zu 63%, 100%, 72% und 90% unter
den Referenzwerten. Es ist im Zeitverlauf kein nennenswerter Abfall oder An-
stieg der IGF-1 Werte zu verzeichnen.

In der Gruppe der Uberlebenden Patienten mit makroskopisch identifizierbarem
Tumor liegen in den ersten drei Gruppen zwischen 86% und 80% unter den
Referenzwerten, in der vierten Gruppe liegen alle Werte niedriger als die Refe-
renzwerte.

Fur die Gruppe der verstorbenen Patienten ist ebenfalls keine wesentliche An-
derung der IGF-1 Werte Uber den gesamten Zeitraum zu erkennen. Hier liegen
72% der Werte zwischen null und drei Monaten tiefer als die Referenzwerte,
zwischen drei und sechs Monaten sind 70%, zwischen sechs und zwo6If Mona-
ten 100% und Uber zwolf Monate 73% niedriger als die Referenzwerte anzutref-
fen. Siehe Abbildung 3.5a.
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Abbildung 3.5-a

IGF-I Werte Uberlebender und verstorbener Patienten Uber einen
Zeitraum von > 12 Monaten nach Diagnosestellung
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Zeitrdume in Monaten

Abhangigkeit der Serumspiegel fur IGF-1 von Tumorstatus und Krankheitsver-
lauf nach 3, 6 und 12 Monaten Therapie bzw. Diagnosestellung. Die Werte sind
als Abweichung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS dargestellt.
Die Gruppen sind eingeteilt in:

A 1. iberlebende Patienten mit kompletter Remission

A > uberlebende Patienten mit makroskopisch identifizierbarem Tumor

A 3. verstorbene Patienten

IGF-II: Die Serumspiegel von IGF-II fallen bei den Uberlebenden Patienten mit
kompletter Remission Uber den Zeitverlauf von Gber einem Jahr leicht ab. Sie
sind in der Wertegruppe von null bis drei Monate und der Wertegruppe drei bis
sechs Monate um die altersentsprechenden Referenzwerte verteilt, bei den
Werten zwischen sechs und zwolf Monaten liegen 55% der Werte niedriger als
die Referenzwerte, in der Wertegruppe uber zwolf Monaten liegen 77% der

Werte niedriger als die Referenzwerte.
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Die IGF-Il Serumspiegel der Uberlebenden Patienten mit makroskopisch identi-
fizierbarem Tumor liegen in den ersten drei Zeitgruppen zu 57% bis 60% unter
den Referenzwerten, in der Gruppe uber zwd6lf Monate nach Diagnosestellung
liegen 78% unter den altersentsprechenden Referenzwerten. Ein leichter Abfall
der Serumspiegel ist hier festzustellen.

Die IGF-Il Werte der verstorbenen Patienten liegen zu 72%, 60%, 83% und bei
mehr als zwolf Monaten seit Diagnosestellung nur noch zu 52% unter den Re-
ferenzwerten. Bei dieser Patientengruppe ist im Gegensatz zu den beiden an-
deren Gruppen ein leichter Anstieg der IGF-Il Serumspiegel zu beobachten.
Siehe Abbildung 3.5b.
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Abbildung 3.5-b

IGF-1l Werte Uberlebender und verstorbener Patiente  n Uber einen
Zeitraum von > 12 Monaten nach Diagnosestellung
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Zeitrdume in Monaten

Abhangigkeit der Serumspiegel fir IGF-II von Tumorstatus und Krankheitsver-
lauf nach 3, 6 und 12 Monaten Therapie bzw. Diagnosestellung. Die Werte sind
als Abweichung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS dargestellt.
Die Gruppen sind eingeteilt in:

A 1. {iberlebende Patienten mit kompletter Remission

A 2 uberlebende Patienten mit makroskopisch identifizierbarem Tumor

A 3. verstorbene Patienten

IGFBP-2: Bei Betrachtung der IGFBP-2 Serumspiegel fallt auf, dass fast alle
Werte der drei Patientengruppen in allen Zeitraumen Uber den Referenzwerten
liegen. Dabei ist in der Gruppe der Uberlebenden Patienten mit kompletter Re-
mission ein Anstieg zu finden. Hier liegen 62%, 100%, 73% und 100% Uber den

altersentsprechenden Referenzwerten. Siehe Abbildung 3.5c.
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Abbildung 3.5-c

IGFBP-2 Werte Uiberlebender und verstorbener Patient  en Uber
einen Zeitraum von > 12 Monaten nach Diagnosestellu  ng
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Zeitraume in Monaten

Abhangigkeit der Serumspiegel fur IGFBP-2 von Tumorstatus und Krankheits-
verlauf nach 3, 6 und 12 Monaten Therapie bzw. Diagnosestellung. Die Werte
sind als Abweichung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS darge-
stellt.

Die Gruppen sind eingeteilt in:

A 1. iberlebende Patienten mit kompletter Remission

A > uberlebende Patienten mit makroskopisch identifizierbarem Tumor

A 3. verstorbene Patienten

Die Gruppe der Uberlebenden Patienten mit makroskopisch identifizierbarem
Tumor zeigt von 69% im ersten Zeitraum tber 57% im zweiten und 70% im drit-
ten Zeitraum bis zu 78% im vierten Zeitraum keinen wesentlichen Anstieg.

Die IGFBP-2 Serumspiegel der verstorbenen Patienten liegen im ersten Zeit-
raum mit 73% hdoher als die Referenzwerte, im zweiten Zeitraum ist der grol3ere

Anteil der Werte aber unter den Referenzwerten zu finden. Im Zeitraum sechs
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bis zwoIf Monate liegen alle gemessenen IGFBP-2 Werte hoher als die Refe-
renzwerte und im letzten Zeitraum sind es 68%, die Uber den Referenzwerten
liegen. Hier ist wie in der zweiten Patientengruppe weder ein Anstieg noch ein
Abfall der Serumspiegel erkennbar.

IGFBP-3: Fur IGFBP-3 liegen die Serumspiegel der drei Patientengruppen ins-
gesamt tiefer als die altersentsprechenden Referenzwerte. Bei den Uberleben-
den Patienten mit kompletter Remission fallt ein leichter Abfall der Serumspie-
gel von 62%, die im ersten Zeitraum unter den Referenzwerten liegen auf 80%,
die im letzten Zeitraum unter den Referenzwerten zu finden sind. In den beiden
anderen Patientengruppen (Uberlebende Patienten mit makroskopisch identifi-
zierbarem Tumor und verstorbene Patienten) ist weder ein Anstieg noch ein
Abfall der Werte zu verzeichnen. Bei ihnen liegen die gemessenen IGFBP-3
Serumspiegel in allen Zeitraumen zu 70% bis 90% unter den Referenzwerten.
Siehe Abbildung 3.5-d.
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Abbildung 3.5-d

IGFBP-3 Werte Uiberlebender und verstorbener Patient  en Uber
einen Zeitraum von > 12 Monaten nach Diagnosestellu  ng
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Zeitraume in Monaten

Abhangigkeit der Serumspiegel fur IGFBP-3 von Tumorstatus und Krankheits-
verlauf nach 3, 6 und 12 Monaten Therapie bzw. Diagnosestellung. Die Werte
sind als Abweichung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS darge-
stellt.

Die Gruppen sind eingeteilt in:

A 1. iberlebende Patienten mit kompletter Remission

A > uberlebende Patienten mit makroskopisch identifizierbarem Tumor

A 3. verstorbene Patienten

3.6 Einzelverlaufe der Serumkonzentrationen bei Pat  ienten mit eRMS
und PNET

Von vier Patienten werden exemplarisch die Verlaufe der gemessenen Serum-
spiegel gezeigt. Die Patienten wurden so ausgewahlt, dass die Werte von je-
weils zwei der Patienten miteinander vergleichbar sind. Im ersten Beispiel ist

die Diagnose in beiden Fallen ein ,embryonales Rhabdomyosarkom®, bei bei-
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den Patienten ist zu allen Messzeitpunkten makroskopisch ein Tumor identifi-
zierbar. Patient A ist verstorben, Patient B lebt. Von beiden Patienten wurden in
jeweils funf Proben die Parameter IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2, und IGFBP-3 be-
stimmt. Siehe Tabelle 3.6a und 3.6b.

Tabelle 3.6-a
Patient A Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4 Wert 5
IGF-1 [SDS] -3,31 -2,23 -2,10 -0,83 -4,74
IGF-II [SDS] -0,35 -1,11 -0,20 0,29 -1,43
IGFBP-2 [SDS] -0,53 -0,68 -1,17 -0,54 1,24
IGFBP-3 [SDS] -0,84 -0,81 -0,59 -1,45 -1,86
Tabelle 3.6-b
Patient B Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4 Wert 5
IGF-1 [SDS] -2,56 -2,49 -2,23 -1,14 -1,87
IGF-II [SDS] -1,60 -0,45 1,12 0,20 0,44
IGFBP-2 [SDS] 1,35 1,08 0,68 -1,12 0,06
IGFBP-3 [SDS] -0,13 -0,03 -0,93 -0,04 -0,28

Tabelle 3.6a und 3.6b: IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2 und IGFBP-3 Werte von zwei

Patienten mit ,eRMS" die im Verlauf ihrer Krankheit bestimmt wurden.

Die IGF-1 Werte beider Patienten zeigen einen ahnlichen Verlauf. Sie liegen bei
allen finf Messwerten unter den Referenzwerten. Bei beiden Patienten steigen
sie bis zum vierten Messwert leicht an. Beide Patienten zeigen bei Ende der
Beobachtung einen Abfall der IGF-1 Werte. Bei dem Uberlebenden Patienten A
ist der Abfall des IGF-I Spiegels von —0,83 SDS auf —4,74 SDS sehr deutlich,
bei dem verstorbenen Patienten B ist nur ein leichter Abfall des IGF-I Spiegels
zu verzeichnen. Siehe Abbildung 3.6a. Die IGF-Il Spiegel der beiden Patienten
zeigen einen weniger einheitlichen Verlauf. Zu Beginn liegen die Werte beider
Patienten unter den Referenzwerten. Patient A Uberschreitet den Referenzwert
bei Wert vier, bei Patient B ist ein Gipfel der Serumspiegel bei Wert drei er-

reicht.
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Abbildung 3.6-a

Abweichung der IGF-I Werte von altersentsprechenden
Referenzwerten in SDS

Abbildung 3.6-b

Abweichung der IGFBP-2 Werte von altersentsprechenden
Referenzwerten in SDS
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Betrachtung der Serumspiegel von IGF-I und IGFBP-2 fur zwei Patienten mit

gleicher Tumorart bei individueller Krankheitsentwicklung.

Um eine vergleichende Betrachtung zu ermdglichen, sind die Werte als Abwei-

chung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS dargestellit.
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Bei Betrachtung des Verlaufs der IGFBP-2 Serumspiegel fallt auf, dass die
Werte bei Patient B zwar anfangs hoher liegen, als die Werte des Patienten A,
aber beim letzten Messwert steigt bei beiden Patienten der Serumspiegel an
IGFBP-2 deutlich an. Siehe Abbildung 3.6b. IGFBP-3 zeigt bei dem verstorbe-
nen Patienten A einen deutlichen Abfall der Serumspiegel bei Wert vier und
funf. Bei Patient B liegen, wie auch bei Patient A, alle finf Messwerte unter den
Referenzwerten. Es ist ein negativer Gipfel bei Wert 3 und ein leichter Abfall

des IGFBP-3 Spiegels bei Wert 5 zu verzeichnen.

Patientin C und Patient D sind beide an einem ,PNET" erkrankt. Patientin C hat
einen gunstigen Verlauf mit kompletter Remission, sie lebt. Patient D ist ver-
storben, bei ihm war bis zu seinem Tod ein Tumor makroskopisch nachweisbar.
Bei beiden Patienten wurden in vier Serumproben die Parameter IGF-I, IGF-II,
IGFBP-2 und IGFBP-3 bestimmt. Siehe Tabelle 3.6c und 3.6d.

Tabelle 3.6-c
Patient C Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4
IGF-I [SDS] -0,18 0,84 -0,99 1,73
IGF-II [SDS] 0,68 1,39 0,96 0,93
IGFBP-2 [SDS] -0,26 -0,25 0,29 -1,39
IGFBP-3 [SDS] 1,13 0,05 1,10 0,67
Tabelle 3.6-d
Patient D Wert 1 Wert 2 Wert 3 Wert 4
IGF-I [SDS] 0,84 -1,40 -2,53 -0,99
IGF-II [SDS] -0,51 0,58 -1,01 0,82
IGFBP-2 [SDS] 0,40 0,46 0,13 0,29
IGFBP-3 [SDS] -1,69 -1,89 -1,71 -1,96

Tabelle 3.6c und 3.6d: IGF-I, IGF-II, IGFBP-2 und IGFBP-3 Werte von zwei

Patienten mit ,PNET" die im Verlauf ihrer Krankheit bestimmt wurden.
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Abbildung 3.6-c

Abweichung der IGF-I Werte von altersentsprechenden
Referenzwerten in SDS

Abbildung 3.6-d

Abweichung der IGFBP-2 Werte von
altersentsprechenden Referenzwerten in SDS
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Betrachtung der Serumspiegel von IGF-I und IGFBP-2 fur zwei Patienten mit

gleicher Tumorart bei individueller Krankheitsentwicklung.

Um eine vergleichende Betrachtung zu ermdglichen, sind die Werte als Abwei-

chung vom altersentsprechenden Referenzwert in SDS dargestellit.
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Die IGF-I Serumspiegel beider Patienten zeigen bei ihrem dritten Messwert ei-
nen Tiefpunkt und steigen beide beim vierten Messwert wieder an, wobei die
Uberlebende Patientin ab Messwert zwei stets hohere IGF-I Serumspiegel zeigt.
Bei ihr steigt der letzte Messwert auf +1,73 SDS Uber den Referenzwert an. Bei
Patient D steigt dieser letzte Messwert von —2,53 SDS auf —0,99 SDS an, bleibt
damit aber unter dem Referenzwert. Siehe Abbildung 3.6c. Die IGF-Il Serum-
spiegel von Patientin C zeigen eine geringe Variationsbreite zwischen +0,68
und +0,93 SDS. Bei Patient D hingegen ist ein steiler Anstieg von einem steilen
Abfall bei Wert drei und wiederum einem steilen Anstieg bei Wert vier gefolgt.
Fur IGFBP-2 ist bei beiden Patienten beim letzten Wert ein Abfall der Serum-
spiegel unter den Referenzwert zu messen. Bei Patient D lag der IGFBP-2-
Serumspiegel zuvor leicht Uber den Referenzwerten und fiel nur in geringem
Mal3e ab, Patientin C lag bei Wert eins und zwei leicht unter den Referenzwer-
ten, bei Wert drei leicht dariber und fiel bei Wert vier stark nach unten ab. Sie-
he Abbildung 3.6d. IGFBP-3 bleibt bei Patientin C mit einer Variationsbreite von
ca. 1 SDS bei allen vier Messwerten tber den Referenzwerten. Bei Patient D
lagen alle vier Messwerte ohne nennenswerten Anstieg oder Abfall zwischen —
1,5und -2,0 SDS.
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4 Diskussion

Bei Tumorerkrankungen liegen als Begleiterscheinung haufig Veranderungen
im Gleichgewicht des IGF-Systems vor, die im Serum nachgewiesen werden
konnen. Da maligne Erkrankungen im Kindesalter selten vorkommen, ist bei
kindlichen Tumoren, im Gegensatz zu Tumoren des Erwachsenenalters, bisher
wenig Uber Veranderungen der Serumspiegel der Komponenten des IGF-
Systems bei Vorliegen einer Tumorerkrankung bekannt. Bei Nephroblastomen,
Leuk&mien, Non-Hodgkin-Lymphomen und verschiedenen soliden Tumoren
wird in der Literatur von niedrigen IGF-I, IGF-1l und IGFBP-3 Spiegeln und er-
hohten IGFBP-2 Spiegeln berichtet [14] [12] [39] [38]. Uber die Rolle der ALS
bei Tumorerkrankungen ist bisher fast nichts bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Restserumproben von Kindern mit ver-
schiedenen soliden Tumoren auf ihre Serumspiegel der verschiedenen Kom-
ponenten des IGF-Systems untersucht, um weitere Zusammenhange zwischen
Tumorerkrankungen und Verdnderungen der Serumspiegel der Komponenten

des IGF-Systems erkennen zu kénnen.

4.1 Abweichungen der gemessenen Parameter von den R eferenzwerten
gesunder Kinder

In dieser vorliegenden retrospektiven Studie wurden bei Kindern mit unter-
schiedlichen soliden Tumoren die Serumspiegel von IGF-I, IGF-II, IGFBP-2,
IGFBP-3 und ALS gemessen und mit Referenzwerten gesunder Kinder vergli-
chen. Da die Diagnosen der Kinder neun verschiedene Tumortypen einschlie-
Ben, ergibt sich eine relativ heterogene Untersuchungsgruppe, die zunéchst als
Gesamtheit und spater unterteilt nach Diagnosen betrachtet wird.

Betrachtet man die Gesamtheit der Gruppe der Kinder mit verschiedenen soli-
den Tumoren, lasst sich Folgendes feststellen: Die Serumspiegel von IGF-I,
IGFBP-3 und ALS liegen deutlich niedriger, als die Referenzwerte gesunder
Kinder. Die fur IGF-Il gemessenen Serumspiegel der an Tumoren erkrankten
Kinder liegen nur geringfligig niedriger als die Referenzwerte gesunder Kinder.
IGFBP-2 wurde im Serum der Tumorpatienten im Vergleich zu den Referenz-

werten gesunder Kinder deutlich erhoht gemessen. Dies steht im Einklang mit
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Studien, in denen bei Kindern mit Leukéamie, Non-Hodgkin Lymphomen und
anderen soliden Tumoren, unabhéngig vom Tumortyp, niedrige Serumspiegel
far IGF-1, IGF-1l und IGFBP-3 und deutlich erhdhte Spiegel an IGFBP-2 gemes-
sen wurden [38] [39]. Im Gegensatz dazu wurden bei anderen Tumoren erhdh-
te Serumspiegel an IGF-l1 nachgewiesen, wie z.B. bei Prostata-Karzinom [7],
Mammakarzinom [20] und Lungenkrebs [34], bei denen die Serumspiegel zum
Teil sogar positiv mit dem Tumorstatus korreliert waren.

Dies zeigt, dass bislang keine einheitliche Aussage Uber die Veranderungen
der Parameter des IGF-Systems im Serum bei Tumorerkrankungen getroffen
werden kann, sondern dass diese Veranderungen 1.) fur verschiedenartige
Tumoren unterschiedlich ausfallen, 2.) bei Kindern anders als bei Erwachsenen
ausgelenkt sind und 3.) vermutlich von weiteren Faktoren abhéangig sind.

Um Aussagen uber die Veranderungen des IGF- Systems im Zusammenhang
mit den vorliegenden Tumorerkrankungen treffen zu kénnen, wurden die vier
grol3ten der untersuchten Tumorgruppen (eRMS, aRMS, Neuroblastom und
PNET) herausgegriffen und die Abweichung der Messwerte innerhalb dieser
Gruppen von den entsprechenden Referenzwerten gemessen.

IGF-I: Bei aRMS, eRMS und Neuroblastomen wurden in der vorliegenden Stu-
die besonders haufig niedrige Serumspiegel fur IGF-I gemessen. Dies steht im
Einklang mit den oben angefiihrten Studien [38] [39], widerspricht aber in ge-
wissem Male der Kenntnis, dass Neuroblastomzellen auf IGF-I als Wachs-
tumsfaktor ansprechen und vermutlich in der Lage sind, IGF-1 und IGF-Il mMRNA
in erhdhtem Malfl3e zu exprimieren und sich damit selbst, d.h. autokrin/parakrin
zum Wachstum anzuregen [57] [19]. Méglicherweise war die von den Neu-
roblastomzellen selbst produzierte Menge an IGF-I aber nur zu gering, als dass
sie sich in messbar erhéhten Serumspiegeln feststellen lie3. Auffallig war, dass
von 76% aller verstorbenen Patienten der vorliegenden Studie IGF-I Werte un-
ter dem 5. Perzentil gemessen wurden, wohingegen nur von 47% der Uberle-
benden Patienten IGF-I Serumspiegel unter dem 5. Perzentil lagen.

Bei den verstorbenen Patienten zeigen sich also auffallig haufig niedrige IGF-I
Serumspiegel. Insbesondere bei Patienten, die an einem aRMS, eRMS, PNET

oder Neuroblastom verstorben sind, lagen die Serumspiegel an IGF-1 sehr nied-
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rig. Von allen bei an dieser Erkrankung verstorbenen Patienten lag mindestens
ein Messwert unter dem 5. Perzentil. Das bedeutet, die Hohe der IGF-I1 Serum-
spiegel kann mit der Schwere der Erkrankung, bzw. der Malignitat des Tumors
zusammenhangen.

Ob die Hohe der IGF-I Serumspiegel nicht nur von der Schwere der Erkran-
kung, sondern auch von der Tumormasse abhangt, konnte hier nicht bestatigt
werden. Betrachtet man die Messwertezahl der Patienten, deren IGF-I Serum-
spiegel unter dem 5. Perzentil lagen, so zeigte sich keine unterschiedliche Ver-
teilung der Werte in Abh&ngigkeit vom Vorliegen eines makroskopischen Tu-
mors oder einer kompletten Remission zum Zeitpunkt der Serumgewinnung. In
beiden Gruppen lagen ca. 30% der gemessenen IGF-I Serumwerte unter dem
5. Perzentil.

IGF-II: Die IGF-II Serumspiegel der Gesamtheit der Tumorpatienten lagen nur
geringfugig niedriger als die Serumspiegel fur IGF-Il der gesunden Referenz-
gruppe. Bei der Gruppe der Neuroblastome und der eRMS fielen aber gehauft
deutlich niedrigere IGF-Il Serumspiegel auf. Bei den Neuroblastompatienten
zeigen vor allem die Verstorbenen unter den Patienten niedrige Werte. Bei den
eRMS l&sst sich kein Unterschied zwischen verstorbenen und tberlebenden
Patienten feststellen. Die niedrig gemessenen IGF-1I Serumspiegel bestéatigen
die Ergebnisse friherer Studien, in denen bei kindlichen Tumoren ebenfalls
niedrige IGF-1l Serumspiegel gemessen wurden, sie widersprechen damit aber
zahlreichen anderen Studien, in denen erhtéhte Serumspiegel fur IGF-II bei
dem Vorliegen einer Tumorerkrankung nachgewiesen wurden. Dies waren al-
lerdings Tumoren, die im Erwachsenenalter auftreten. Beispielsweise lagen bei
Brustkrebspatientinnen erhéhte IGF-1l Serumspiegel vor, die mit der Tumorgro6-
Be korrelierten, und sogar ein deutlicher Abfall der IGF-II Serumspiegel nach
operativer Entfernung des Tumors [24]. Bei Vorliegen eines kolorektalen Karzi-
noms zeigten sich in einer Studie ebenfalls deutlich erhéhte IGF-II Serumspie-
gel, allerdings nur bei niedrigmalignen Stadien der Erkrankung [47].
Widersprtchlich zu dem Ergebnis der vorliegenden Studie ist auch das Ergeb-
nis einer Studie mit Weichteiltumoren, in der an RMS-Zellen gezeigt wurde,

dass diese in der Lage sind, IGF-Il mRNA in erh6htem Mal3e zu exprimieren,
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wobei die Expression an IGF-Il mRNA je héher war, desto weniger differenziert
die Zelle war [58]. Bei erhohter Expression an IGF-II mRNA ist auch eine
erhdhte Sekretion an IGF-1I ins Blut anzunehmen, wodurch es zu erhohten IGF-
[l Serumspiegeln kommen musste.

Auch fur Neuroblastomzellen, Rhabdomyosarkomzellen und Nephroblastomzel-
len wurde in anderen Studien nachgewiesen, dass sie in erhohtem Mal3e IGF-II
MRNA exprimieren [10] [11] [51].

In der vorliegenden Studie fiel bei insgesamt niedrigen IGF-Il Serumspiegeln
der Tumorpatienten auf, dass bei den Werten von Patienten mit einem eRMS,
bei denen zum Zeitpunkt der Messung eine komplette Remission vorlag, ge-
hauft auffallig niedrige IGF-Il Spiegel gemessen wurden. Dieses Ergebnis steht
wiederum im Einklang mit den oben angefuhrten Studien und der Annahme,
dass IGF-Il von Tumorzellen selbst produziert und in das Serum sezerniert wird
und dass somit bei kompletter Remission weniger IGF-II im Serum zirkuliert, als
bei Vorhandensein eines Tumors.

In der vorliegenden Studie, wie auch in zahlreichen anderen Studien, wurden
also widerspruchliche Ergebnisse fur die Hohe der IGF-1I Serumspiegel bei Vor-
liegen einer Tumorerkrankung gefunden. Dies spricht daftir, dass die IGF-I Se-
rumspiegel, ahnlich wie die IGF-1I Serumspiegel nicht mafigeblich von der Tu-
mormasse abhangen, sondern dass andere Faktoren einen grofReren Einfluss
auf die beobachteten Veranderungen nehmen. Eine weitere Erklarung fur kont-
rare Ergebnisse ware, dass die bisher durchgefiihrten Studien zu kleine Fall-
zahlen oder zu heterogene Untersuchungsgruppen aufwiesen.

IGFBP-2: Fiur IGFBP-2 wurden bei den erkrankten Kindern wesentlich héhere
Serumspiegel gemessen, als in der Referenzgruppe gesunder Kinder. 19 %
aller Werte lagen hier Gber dem 95. Perzentil. Hohe IGFBP-2 Serumspiegel bei
Vorliegen einer Tumorerkrankung wurden auch in zahlreichen anderen Studien
gesehen. Beispielsweise wurden beim Lungenkarzinom [32], Prostatakarzinom
[8], Kolonkarzinom [47] und auch bei kindlichen Tumoren wie ALL, Non Hodg-
kin Lymphom, Nephroblastom [61] und anderen soliden Tumoren [38] erhdhte
IGFBP-2 Serumspiegel gemessen. Zum Tell zeigte sich eine positive Korrelati-
on zwischen der Hohe der IGFBP-2 Spiegel und dem Tumorstadium [8] [28]
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[47]. Die positive Korrelation zwischen Tumormasse und IGFBP-2 Serumspie-
gel liel3 sich in der vorliegenden Studie nicht bestétigen. Zwar wurden insge-
samt bei Vorliegen eines Tumors, im Gegensatz zum Vorliegen einer komplet-
ten Remission, gehéauft erhohte Werte fir IGFBP-2 gemessen, bei den aRMS
traten jedoch gehéuft hohe IGFBP-2 Werte bei Vorliegen einer kompletten Re-
mission auf. Bei PNET und Neuroblastomen ist jeweils kein Unterschied der
Hohe der IGFBP-2 Serumspiegel in Abh&ngigkeit von der Tumormasse festge-
stellt worden.

Bei Betrachtung der Herkunft der Werte der vorliegenden Studie, die Gber dem
95. Perzentil liegen, fallt auf, dass bei Patienten mit einem Neuroblastom auffal-
lig hohe Werte gemessen wurden. Dieses Ergebnis passt zu der Kenntnis, dass
Neuroblastom- sowie Nephroblastomzellen vermehrt IGFBP-2 mRNA exprimie-
ren [46] [61] und zu der Kenntnis, dass auch bei anderen Tumorzellen wie z.B.
leukamischen Zellen oder malignen lymphatischen Zellen eine erhdhte Expres-
sion an IGFBP-2 gefunden wurde [15] [38].

IGFBP-3: Die Serumspiegel fur IGFBP-3 liegen bei den in der vorliegenden
Studie untersuchten Tumorpatienten, unabhangig vom Tumortyp, deutlich nied-
riger als die Referenzwerte gesunder Kinder. Dieses Ergebnis steht im Einklang
mit den schon oben angefiihrten Studien, in denen bei Vorliegen von malignen
Erkrankungen ebenfalls niedrige Serumspiegel fur IGFBP-3 gemessen wurden
[38] [28] [39] [7]. In einer weiteren Studie, in der versucht wurde das Risiko fur
Kinder an einer Leukadmie zu erkranken abzuschatzen, zeigte sich bei Vorliegen
erhohter IGFBP-3 Serumspiegel ein geringeres Erkrankungsrisiko [40].

Das heil3t, erhdhte IGFBP-3 Serumspiegel konnten durch das Binden des mito-
genen IGF-I und IGF-II vor einer malignen Erkrankung schiitzen, sowie niedrige
IGFBP-3 Serumspiegel dazu pradisponieren kdnnten.

Andererseits ist bekannt, dass IGFBP-3 mdoglicherweise Uber einen IGF-
unabhéngigen Mechanismus die Apoptose von Zellen induziert und Uber diesen
Weg das Tumorwachstum hemmt [42] [43]. In der vorliegenden Studie zeigte
sich kein Unterschied der Hohe der gemessenen IGFBP-3 Serumspiegel in Ab-

hangigkeit vom Vorliegen eines Tumors oder kompletter Remission.
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Die unter dem 5. Perzentil gemessenen IGFBP-3 Werte stammen auffallig h&u-
fig, unabhangig vom Tumortyp, von verstorbenen Patienten, weshalb die Er-
gebnisse vermuten lassen, dass das Risiko an der Tumorerkrankung zu ver-
sterben bei niedrigen IGFBP-3 Serumspiegeln erhdht ist.

ALS: Die Serumspiegel der Acid-labile-subunit, der an Tumoren erkrankten
Kinder der vorliegenden Studie, lagen zum Grof3teil in den extremen Bereichen
Uber dem 95. Perzentil und unter dem 5. Perzentil. Die Annahme, dass hohe
ALS-Serumspiegel, zum Beispiel tUber Erhdéhung der Bindungsaffinitdt von
IGFBP-3 gegenuber IGF-I und IGF-II [1], vor raschem Tumorwachstum schiitzt,
kann in der vorliegenden Studie nicht eindeutig bestétigt werden. Unter den
Werten, die Uber dem 95. Perzentil lagen, war bei einem groReren Anteil der
PNET und der Neuroblastome zum Zeitpunkt der Serumgewinnung eine kom-
plette Remission eingetreten, als dass ein Tumor makroskopisch nachweisbar
war. Bei den eRMS und aRMS war hingegen haufiger ein makroskopisch sicht-
barer Tumor nachweisbar, als dass eine komplette Remission eingetreten war.
Bei den Werten unter dem 5. Perzentil zeigte sich kein wesentlicher Unter-
schied in Abh&ngigkeit vom Vorliegen eines Tumors oder einer kompletten
Remission. Ob die ALS-Serumspiegel von verstorbenen oder Uberlebenden
Patienten stammen, zeigte ebenfalls keinen wesentlichen Unterschied in der
Hohe der gemessenen Werte. Zu extremen Werten in der Tabelle 3.1g kommt
es durch sehr geringe Fallzahlen, wodurch sich keine Aussage ableiten l&sst.
Insgesamt liegt eine zu geringe Anzahl an Messwerten vor, um ein statistisch
verlassliches Ergebnis zu erzielen. In der Literatur ist bisher wenig tber die ALS
im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen bekannt. Weitere Studien mit gro-
Beren Fallzahlen waren winschenswert um diesen Zusammenhang weiter auf-

zuklaren.

4.2 Gegenseitige Abhangigkeit der Parameter des IGF  -Systems

Um festzustellen, ob auch bei den an malignen Tumoren erkrankten Kindern
die bekannten Abhangigkeiten der Serumspiegel der IGF’s und ihrer Bindepro-
teine besteht, wurden in der vorliegenden Arbeit die Korrelationen der Parame-
ter IGF-I, IGF-II, IGFBP-2 und IGFBP-3 zueinander ermittelt.
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Wie erwartet sind signifikant positiv miteinander korreliert: IGF-I zu IGFBP-3,
IGF-Il zu IGFBP-3 und IGF-I zu IGF-Il. Signifikant negativ korreliert sind IGF-I
zu IGFBP-2, IGF-Il zu IGFBP-2 und IGFBP-3 zu IGFBP-2. Diese Ergebnisse
bestétigen, dass Wachstumshormon in den untersuchten Serumproben ein we-
sentlicher Regulator der Parameter des IGF-Systems ist. Durch die vorliegen-
den Tumorerkrankungen zeigte sich keine Anderung dieser bekannten Korrela-

tionen.

4.3 Biologische Verfugbarkeit von IGF-I

Unter Punkt 4.1 wurde diskutiert, dass erhdhte IGFBP-3 Serumspiegel vor dem
Erkranken an einer malignen Erkrankung schitzen koénnen, oder aber
erniedrigte IGFBP-3 Serumspiegel dazu pradisponieren. Da die biologische
Verfuigbarkeit von IGF-I und IGF-II durch ihre Bindeproteine, vor allem IGFBP-
3, bestimmt wird, liegt die Frage nahe, welche Rolle das Verhaltnis von IGF-1 zu
IGFBP-3 im Serum im Bezug auf das Entstehen einer malignen Erkrankung
spielt.

Um die Menge an freiem und damit potentiell mitogen wirksamem IGF-1 abzu-
schatzen, wurde das IGF-I/IGFBP-3 Verhaltnis bestimmt. Hierbei ergab sich fur
den Grol3teil der Messwerte ein Verhaltnis, das deutlich niedriger liegt, als die
Ratio der Referenzwerte. Dies ergibt sich daraus, dass die IGF-I Serumspiegel
der Tumorpatienten im Vergleich zu ihren Referenzwerten etwas niedriger lie-
gen, als die IGFBP-3 Serumspiegel der Tumorpatienten zu ihren Referenzwer-
ten.

Zu erwarten gewesen ware jedoch eine, im Vergleich zu den Referenzwerten
gesunder Kinder, erhohte IGF-I/IGFBP-3 Ratio, die besagt, dass mehr freies
IGF-I zur Rezeptorbindung zur Verfigung steht und somit mitogen wirken kann.
Das Ergebnis der vorliegenden Studie steht im Einklang mit dem Ergebnis einer
Studie, welche die IGF-I/IGFBP-3 Ratio bei einem Tumor der Ewing-Sarkom-
Familie untersuchte; sie zeigte bei metastasiertem Tumor eine niedrigere IGF-
I/IGFBP-3 Ratio, als bei nicht metastasiertem Tumor [52]. Ebenfalls der Erwar-
tung aus den experimentellen Erkenntnissen entsprechend, zeigten unter die-

sen Patienten jene mit den hdheren IGFBP-3 Spiegeln, bzw. niedrigeren IGF-I
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Spiegeln ( = niedrige IGF-I/IGFBP-3 Ratio) den Trend zu einer besseren Uber-
lebensrate [52], was sich in der vorliegenden Studie nicht bestatigte: 88% der
verstorbenen Patienten zeigen hier bei mindestens der Halfte ihrer Messwerte
eine IGF-I/IGFBP-3 Ratio unter dem 50. Perzentil.

Inzwischen ist bekannt, dass auch IGFBP-6 eine hohe Bindungsaffinitat zu IGF-
| und vor allem IGF-II besitzt und damit ebenso wie IGFBP-3 Einfluss auf die
freie Verfugbarkeit von IGF-1 und IGF-Il und damit auf ihre mitogenen Eigen-
schaften nimmt [22]. Das IGF-I/IGFBP-3 Verhéltnis ist allein also nicht aussa-
gekraftig genug. IGFBP-6 wurde in der vorliegenden Studie aber mangels eines

zuverlassigen Assays nicht gemessen.

4.4 Abhangigkeit der Serumspiegel des IGF-Systems v on der Tumor-
masse

Die Ergebnisse aus friheren Studien, dass einige Tumorzelllinien in der Lage
sind, Faktoren des IGF-Systems zu exprimieren [15] [19] [58] [11] [57] und dass
bei einzelnen Tumoren eine Korrelation der Serumspiegel der Komponenten
des IGF-Systems mit der Tumormasse festgestellt wurde [24], fUhrten zu der
Annahme, dass auch in der vorliegenden Arbeit die Tumormasse mit der Hohe
der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems korreliert. Um dies zu unter-
suchen, wurden die Messwerte der Patienten in zwei Gruppen eingeteilt. Die
eine Gruppe beinhaltete Messwerte, bei denen zum Zeitpunkt der Probenent-
nahme bei dem Patienten ein makroskopisch sichtbarer Tumor nachweisbar
war. Die andere Gruppe beinhaltete die Messwerte von Patienten, die sich in
kompletter Remission befanden, d.h. bei denen zum Zeitpunkt der Probeent-
nahme keine Tumormasse mehr im Kérper nachzuweisen war.

Im Vergleich dieser beiden Gruppen zeigten die untersuchten Serumspiegel fur
IGF-I, IGF-Il, IGFBP-2 und IGFBP-3 keine Unterschiede. Dieses Ergebnis ist
bei Betrachtung der Messwerte zwar offensichtlich (Abb.3.4), muss aufgrund
der zugrunde liegenden Daten jedoch rein deskriptiv bleiben. Da es sich um
eine retrospektive Studie mit Restseren handelt, wurde eine grofl3ere Anzahl der
Serumproben zu einem Zeitpunkt abgenommen, zu dem bei dem jeweiligen

Patienten ein Tumor nachweisbar war, als zu dem Zeitpunkt, als eine komplette
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Remission eingetreten war. Viele Patienten haben nie eine komplette Remissi-
on erreicht. So kommen beim Vergleich unterschiedliche Gruppengréf3en zu-
stande, in die jeweils unterschiedlich viele Messwerte eines Patienten einge-
hen. Bei dieser Gruppenzusammensetzung durfen keine statistischen Aussa-
gen Uber die Werte getroffen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Annahme nicht, dass die
Serumspiegel mit der Tumormasse korrelieren. Dies deutet zwar nicht darauf
hin, dass die untersuchten Tumoren die Faktoren des IGF-Systems selbst pro-
duzieren, schliel3t es aber auch nicht aus. Die produzierte Menge eines Para-
meters des IGF-Systems kann so gering sein, dass sie sich nicht auf den ge-
samten Serumspiegel auswirkt, aber dennoch Uber autokrine und parakrine
Mechanismen in der Lage ist, das Tumorwachstum zu stimulieren. Im Hinblick
auf IGF-1l kommen hier ,Pro” IGF-Il Formen in Betracht, die durch geringere
Bindungsaffinitat zu den Bindeproteinen eine héhere biologische Wirksamkeit
zeigen [14].

Weiterhin wurde bei der Auswertung der Daten in der vorliegenden Studie die
Tumorgréf3e nicht bertcksichtigt, von welcher die Menge der mdoglicherweise
produzierten Komponenten des IGF-Systems ebenfalls stark abhangen kann.
Andererseits unterliegen die Serumspiegel der Komponenten des IGF-Systems
vielen Einflissen wie Wachstumshormonkonzentration, Ernahrungsstatus, Le-
ber- und Nierenfunktion und Nebenwirkungen der Tumortherapie, die letztlich
eine starkere Auswirkungen auf den Serumspiegel haben kénnen, als die ver-

mehrte Produktion der Parameter selbst.

4.5 Zusammenhang der Serumspiegel des IGF-Systems m it dem Krank-
heitsverlauf

Da keine Abhangigkeit der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems mit
der Tumormasse festgestellt werden konnte, sollte untersucht werden, ob sie
eine Abhangigkeit vom Krankheitsverlauf zeigen.

Hierzu wurden die Patienten der vorliegenden Studie in drei Gruppen mit unter-
schiedlichem Krankheitsverlauf eingeteilt und Gber einen Zeitraum von mehr als

12 Monate beobachtet. Die Gruppen waren 1.) uberlebende Patienten, die bis
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zum Ende des Beobachtungszeitraumes eine komplette Remission erreicht
haben, 2. ) Uberlebende Patienten, bei denen am Ende des Beobachtungszeit-
raumes ein Tumor makroskopisch identifizierbar war und 3.) Patienten, die am
Ende des Beobachtungszeitraumes verstorben waren.

In der Gruppe der Uberlebenden Patienten, die Uber den Beobachtungszeit-
raum eine komplette Remission erreicht haben, zeigten sich die meisten Ver-
anderungen der gemessenen Serumspiegel: ein leichter Anstieg der IGFBP-2
Serumspiegel, ein leichter Abfall der IGFBP-3 Serumspiegel und ein deutlicher
Abfall der IGF-II Serumspiegel.

Bei den verstorbenen Patienten stiegen die IGF-1I Serumspiegel an. Ansonsten
waren keine eindeutigen Veranderungen der Serumspiegel festzustellen. Bei
dieser Betrachtungsform fallt vor allem der Gesundheitszustand des Patienten
ins Gewicht.

Objektive Daten Uber Leber- und Nierenfunktion, Wachstumshormonspiegel,
Ernahrungsstatus oder Ausmald an weiteren Nebenwirkungen der Therapie
wurden in der vorliegenden Studie nicht erhoben. Bei schlechtem Gesundheits-
zustand mit kataboler Stoffwechsellage, die aufgrund der malignen Erkrankung
und der intensiven Therapieblocke haufig besteht, kann sich eine Resistenz
gegenuber Wachstumshormon ausbilden, woraus niedrige Serumspiegel an
IGF-I, IGF-II, IGFBP-3 und ALS resultieren [9] [33] [4]. Durch Beeintrachtigung
der Leber und der Nierenfunktion mittels der eingesetzten Chemotherapeutika
oder direkte Bestrahlung von Kérperpartien oder der betroffenen Organe resul-
tiert eine geringere Syntheseleistung der Hauptsyntheseorte fur die Komponen-
ten des IGF-Systems [18], was bei schwerer kranken Patienten, bei denen eine
intensivere Therapie notwendig wird, starkere Auswirkungen zeigt, als bei Pati-
enten, die auf die Chemotherapie ansprechen und bei denen es zu einer kom-
pletten Remission der Tumorerkrankung kommt.

Der deutliche Abfall der IGF-1I Serumspiegel bei den Uberlebenden Patienten,
die eine komplette Remission wahrend des Beobachtungszeitraums erreichten,
spricht aber stark dafir, dass IGF-1I durch den Tumor selbst produziert wird.
Daher sind auch erhdhte IGF-II Serumspiegel bei Vorliegen eines Tumors zu

messen und diese Spiegel sind bei Eintreten einer Remission ricklaufig. Die-
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ses Ergebnis stinde mit den anfangs zitierten Studien, die fir eine Produktion
von IGF-II durch den Tumor selbst sprechen [10] [11] [51] [58] im Einklang. Es
widerspricht jedoch den unter Punkt 3.1 und 3.4 erhobenen Ergebnissen der
vorliegenden Studie. Dort wurden niedrigere IGF-Il Serumspiegel bei erkrank-
ten Kindern im Vergleich zur Referenzgruppe gemessen und bei den stark er-
niedrigten Werten (< 5. Perzentil) keine Abhangigkeit der Serumspiegel vom
Tumorstatus gesehen. Weiterhin muss beachtet werden, dass der Abfall der
IGF-Il Serumspiegel, der unter Punkt 3.5 gemessen wurde, von anfangs schon
niedrigen IGF-1l Serumspiegeln ausgeht. Es kann also nicht von einer Normali-
sierung der Werte gesprochen werden.

Der bei den verstorbenen Patienten auftretende Anstieg der IGF-Il Serumspie-
gel Uber den Beobachtungszeitraum kann bei angenommenem Wachstum des
Tumors, damit einhergehender Verschlechterung des Gesundheitszustandes
und schliel3lich Tod des Patienten ebenfalls als Anzeichen fur eine Produktion
von IGF-1l durch den Tumor gesehen werden. Doch auch hier muss beachtet
werden, dass bereits zu Beginn der Messung niedrige und nicht erhohte IGF-II
Serumspiegel vorlagen und es im Verlauf eher zu einer Normalisierung als zu
einem tatsachlichen Anstieg der Serumspiegel fur IGF-1l kommt. Eine Abhan-
gigkeit der IGF-Il Serumspiegel vom Wachstum des Tumors ist also sehr wenig
wahrscheinlich.

Eine Abhangigkeit der IGF-Il Serumspiegel vom Gesundheitszustand der Pati-
enten ist nicht anzunehmen, da sich bei besserer Organ- und somit Synthese-
funktion fur IGF-11, ausgeglichenerem Wachstumshormonspiegel und besserem
Ernahrungsstatus eine Normalisierung der IGF-II Serumspiegel bei den Uberle-
benden Patienten, die eine komplette Remission erreicht haben, einstellen
misste und sich ein Abfall der IGF-II Serumspiegel bei den verstorbenen Pati-
enten zeigen musste. Dies ist in der vorliegenden Studie genau umgekehrt der
Fall.

Der leichte Abfall der IGFBP-3 Serumspiegel bei Uberlebenden Patienten, die
wahrend des Beobachtungszeitraums eine komplette Remission erreicht ha-
ben, steht im Widerspruch zu den aus friheren Studien gewonnenen Kenntnis-

sen, die zeigten, dass bei Vorliegen einer Tumorerkrankung erniedrigte IGFBP-
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3 Serumspiegel gemessen wurden und dass hohe IGFBP-3 Serumspiegel e-
ventuell sogar vor einer Tumorerkrankung schiutzen kénnen [28] [38] [39] [7]
[40]. Unter Punkt 3.1 wurden bei dem vorliegenden Patientenkollektiv insge-
samt niedrigere IGFBP-3 Serumspiegel als bei der Referenzgruppe gemessen.
Ein weiterer Abfall der schon zu Beginn des Beobachtungszeitraums niedrigen
IGFBP-3 Serumspiegel bei den Uberlebenden Patienten, die eine komplette
Remission erreichten (also vermutlich im Verlauf zu einem besseren Gesund-
heitszustand gelangten) spricht also weder fur den angenommenen Zusam-
menhang der niedrigen IGFBP-3 Serumspiegel bei Vorliegen eines Tumors,
noch fur den wesentlichen Einfluss des Gesundheitszustandes auf die IGFBP-3
Serumspiegel.

Der leichte Anstieg der IGFBP-2 Serumspiegel bei Uberlebenden Patienten, die
Uber den Beobachtungszeitraum eine komplette Remission erreichten, wider-
spricht ebenfalls den an friherer Stelle bereits zitierten Studien [15] [46], die
zeigen konnten, dass IGFBP-2 vom Tumor selbst produziert wird und wider-
spricht auch der Kenntnis, dass sich in vereinzelten Studien sogar eine positive
Korrelation der IGFBP-2 Serumspiegel mit der Tumormasse zeigten [8] [28]
[47]. Dieses Ergebnis widerspricht auch den zuvor unter Punkt 3.4 und Punkt
3.1 gewonnenen Ergebnissen der vorliegenden Studie, in der sich zwar keine
positive Korrelation der IGFBP-2 Serumspiegel mit der Tumormasse zeigte,
jedoch deutlich héhere IGFBP-2 Serumspiegel bei den erkrankten Patienten im
Vergleich zu der gesunden Referenzgruppe festzustellen waren.

Der Anstieg der IGFBP-2 Serumspiegel konnte hier mit dem besseren Gesund-
heitszustand der Patienten, bei dem auch eine bessere Syntheseleistung fur
IGFBP-2 zu erwarten ist, erklart werden.

Die unter Punkt 3.5 gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Studie kdnnen
somit weder eindeutig die Theorie bestétigen, dass die Serumspiegel von der
Produktion durch den Tumor selbst messbar beeinflusst werden, noch kdnnen
sie eindeutig die Theorie bestéatigen, dass sie im Wesentlichen vom Gesund-

heitszustand des Patienten abhangen.
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4.6 Einzelverlaufe padiatrischer Tumorpatienten

Um die unterschiedlichen Entwicklungen der Serumspiegel der gemessenen
Parameter an Beispielen zu beobachten, wurden vier Patienten ausgewahlt,
von denen jeweils ein verstorbener und ein Uberlebender Patient mit gleicher
Tumorart verglichen wurden.

IGF-I: Bei beiden Patienten mit eRMS lagen alle Messwerte fur IGF-I, wie auf-
grund der vorhergehenden Ergebnisse von Punkt 3.1 erwartet, unter den Refe-
renzwerten.

Zunachst glichen sie sich von niedrigen Werten ausgehend den Referenzwer-
ten an, was moglicherweise durch eine Besserung des Gesundheitszustandes
erklarbar ist. Der massive Abfall des IGF-I Serumspiegels bei dem verstorbe-
nen Patienten vom vorletzten Messwert, wo ein Rezidiv festgestellt wurde, zum
letzten Messwert, spricht fir die Theorie, dass es zu einem Abfall der IGF-1 Se-
rumspiegel durch eine Verschlechterung des Gesundheitszustandes und nicht
zu einem Anstieg der IGF-I Serumspiegel durch Tumorwachstum kommt. Die-
ser Trend wurde bei der Betrachtung der gesamten Gruppe der verstorbenen
Patienten unter Punkt 3.5 nicht beobachtet. Hier zeigten sich keine wesentli-
chen Veranderungen der IGF-I Serumspiegel in Abhangigkeit des Verlaufs der
Tumorerkrankung. Fir an eRMS verstorbenen Patienten wurden unter Punkt
3.1 jedoch besonders haufig niedrige IGF-I Serumspiegel gesehen. Insofern
passt der Verlauf der IGF-I Serumspiegel (<5. Perzentil) des verstorbenen Pati-
enten zu der zuvor gewonnenen Erkenntnis von Punkt 3.1.

Fur die beiden Patientinnen, die an einem PNET erkrankt sind, zeigte sich ein
anderes Bild. Bei der Uberlebenden Patientin mit kompletter Remission stieg
der IGF-1 Serumspiegel beim letzten Wert steil an, bei der verstorbenen Patien-
tin fiel der IGF-I Serumspiegel zunachst deutlich unter die Referenzwerte ab
und naherte sich beim letzten gemessenen Wert wieder den Referenzwerten.
Der initiale Abfall und die weiterhin niedrigen IGF-I Serumspiegel bei der ver-
storbenen Patientin sind auch hier mit einer Verschlechterung des Gesund-
heitszustandes und geringerer IGF-I Produktion vor allem durch die Leber
erklarbar. Fur an PNET verstorbene Patienten wurden unter Punkt 3.1 ebenfalls

besonders haufig niedrige IGF-1 Serumspiegel (<5. Perzentil) gemessen. Der
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steile Anstieg des IGF-I1 Serumspiegels der tGberlebenden Patientin beim letzten
gemessenen Wert Uber die Referenzwerte hinaus ist so jedoch nicht erklarbar.
IGF-1I: Fir die IGF-Il Werte des an eRMS erkrankten tberlebenden Patienten
wurde zunachst ein steiler Anstieg der Serumspiegel beobachtet. Im Verlauf
wurde, wie fur die IGF-I Serumspiegel eine Annaherung der Werte an die Refe-
renzwerte gesehen.

Bei dem verstorbenen Patienten zeigte sich zunachst ebenfalls ein Anstieg der
IGF-Il Serumspiegel, dann aber, kurz nachdem ein Rezidiv festgestellt wurde,
ein massiver Abfall der Werte. Diese Entwicklung der gemessenen Serumspie-
gel passt zu der Aussage friherer Studien, in denen bei Vorliegen einer Tu-
morerkrankung erniedrigte IGF-1I Serumspiegel gemessen wurden [38] [39] und
konnte mit dem Einfluss des schlechteren Gesundheitszustandes erklarbar
sein. Eine vermehrte Produktion von IGF-1I durch den Tumor liegt hier nicht
messbar vor. Diese Beobachtung widerspricht den vorangegangenen Ergeb-
nissen von Punkt 3.5, wo sich bei der Gruppe aller an verschiedenen Tumorer-
krankungen verstorbenen Patienten ein Anstieg der IGF-II Serumspiegel im
zeitlichen Verlauf zeigte. Fir an eRMS erkrankten Patienten wurde unter Punkt
3.1 bei den besonders niedrigen IGF-II Serumspiegeln (<5. Perzentil) kein we-
sentlicher Unterschied fur verstorbene oder Uberlebende Patienten gesehen.
Ahnlich wie bei dem an eRMS erkrankten iberlebenden Patienten naherte sich
der IGF-Il Serumspiegel der an einem PNET erkrankten Uberlebenden Patien-
tin den Referenzwerten im Verlauf an. Bei dieser Patientin zeigten sich auch
schon hohe Ausgangswerte. Bei der an PNET erkrankten und verstorbenen
Patientin zeigten sich sehr uneinheitliche Werte fir die IGF-1I Serumspiegel, so
dass hier keine Aussage Uber ihre Entwicklung gemacht werden kann. Der letz-
te gemessene Wert zeigte einen deutlichen Anstieg des IGF-1I Serumspiegels.
Ginge man davon aus, dass sich dieser Trend fortsetzt, wirde dies zu den un-
ter Punkt 3.5 gewonnenen Erkenntnissen passen und kénnte eventuell durch
IGF-II Produktion durch den Tumor verursacht sein. Unter Punkt 3.1 wurden fur
an PNET erkrankten und verstorbenen Patienten jedoch widersprichlich dazu
haufiger niedrige IGF-1l Serumspiegel (< 5. Perzentil) gemessen als bei tberle-

benden Patienten.
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IGFBP-2: Fur den an eRMS erkrankten und Uberlebenden Patienten wurden
zunachst von hohen Ausgangswerten der IGFBP-2 Serumspiegel steil abfal-
lende Werte, bis unter die Referenzwerte, gemessen. Beim letzten Messwert
zeigte sich wieder eine Anndherung an die Referenzwerte.

Bei dem verstorbenen Patienten zeigte sich von zunachst niedrigen Ausgangs-
werten bei Eintreten des Rezidivs ein steiler Anstieg der IGFBP-2 Serumspiegel
uber die Referenzwerte.

Dieser Anstieg der IGFBP-2 Serumspiegel im zeitlichen Verlauf wurde bei der
Gruppe aller an verschiedenen Tumorerkrankungen verstorbenen Patienten
nicht beobachtet. Unter Punkt 3.5 lieRen sich keine wesentlichen Verédnderun-
gen der IGFBP-2 Serumspiegel in Abhangigkeit des Verlaufs der Erkrankung
feststellen. Speziell fir eRMS wurden unter Punkt 3.1 jedoch etwas haufiger
erhohte IGFBP-2 Serumspiegel (> 95. Perzentil) gemessen. Bei Vorliegen ei-
nes eRMS konnten die erhéhten IGFBP-2 Serumspiegel also mit einer Produk-
tion durch den Tumor erklarbar sein.

Bei der an einem PNET erkrankten Uberlebenden Patientin kam es, bei zu-
nachst im Bereich der Referenzwerte liegenden IGFBP-2 Serumspiegeln, beim
letzten Messwert zu einem steilen Abfall des IGFBP-2 Serumspiegels. Bei der
an einem PNET erkrankten verstorbenen Patientin fallen die IGFBP-2 Serum-
spiegel im Verlauf ebenfalls, aber nur leicht, ab. Hier liegt also keine messbare
Produktion von IGFBP-2 durch den Tumor vor. Fur an PNET erkrankte und
verstorbene Patienten wurden unter Punkt 3.1 ebenfalls nicht wesentlich haufi-
ger erhthte IGFBP-2 Serumspiegel (> 95. Perzentil) gemessen als bei an
PNET erkrankten tberlebenden Patienten. Fir einen wesentlichen Einfluss des
Gesundheitszustandes sprechen die Verlaufe dieser beiden Patienten somit
ebenfalls nicht.

IGFBP-3: Bei dem an einem eRMS erkrankten tberlebenden Patienten wurde
bei einem Messwert ein Abfall der IGFBP-3 Serumspiegel beobachtet, die Wer-
te glichen sich jedoch rasch wieder den Referenzwerten an. Dieser Verlauf ent-
spricht dem unter Punkt 3.5 gewonnenen Ergebnis. Hier wurde ebenfalls kein

wesentlicher Anstieg oder Abfall der IGFBP-3 Serumspiegel fur Uberlebende
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Patienten mit bis zum Ende des Beobachtungszeitraums fortbestehendem
makroskopisch identifizierbarem Tumor beobachtet.

FUr den an einem eRMS erkrankten verstorbenen Patienten wurde von anfangs
schon niedrigen Ausgangswerten ein steiler Abfall der IGFBP-3 Serumspiegel
gemessen. Diesmal trat der Abfall der Serumspiegel schon bei Messwert drei,
also vor dem Feststellen des Rezidivs ein. Unter Punkt 3.5 wurde keine wesent-
liche Anderung der IGFBP-3 Serumspiegel im zeitlichen Verlauf fiir alle an un-
terschiedlichen Tumoren verstorbenen Patienten gemessen. Speziell fur eRMS
zeigten sich aber unter Punkt 3.1 besonders haufig niedrige IGFBP-3 Serum-
spiegel (< 5. Perzentil).

Bei der an einem PNET erkrankten Uberlebenden Patientin bewegten sich die
gemessenen Werte der IGFBP-3 Serumspiegel im Bereich der Referenzwerte.
Es war kein nennenswerter Anstieg oder Abfall zu verzeichnen. Bei der an ei-
nem PNET erkrankten verstorbenen Patientin liegen alle gemessenen Werte
der IGFBP-3 Serumspiegel deutlich unter den Referenzwerten, ebenfalls ohne
nennenswerten Anstieg oder Abfall. Unter Punkt 3.1 wurden auch fir an PNET
erkrankte und verstorbene Patienten besonders héaufig niedrige IGFBP-3 Se-
rumspiegel gemessen.

Die Werte der IGFBP-3 Serumspiegel der unter Punkt 3.6 beobachteten
Patienten stimmen mit den in vorhergehenden Studien gewonnenen
Erkenntnissen tUberein, dass bei Vorliegen einer Tumorerkrankung haufig nied-

rige IGFBP-3 Serumspiegel gemessen werden [38] [39] [28] [7].
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5 Schlussfolgerungen

1.)

Die bei Kindern mit soliden Tumoren gemessenen Serumspiegel der Parameter
des IGF-Systems (IGF-I, IGF-II, IGFBP-2, IGFBP-3 und ALS) weichen von den
altersentsprechenden Referenzwerten gesunder Kinder ab.

IGF-I, IGF-Il, IGFBP-3 und ALS Serumspiegel liegen niedriger als die Refe-
renzwerte, IGFBP-2 Serumspiegel liegen hdher als die Referenzwerte. Dieses
Muster zeigte sich einheitlich fur die einzeln ausgewerteten Tumortypen eRMS,
aRMS, PNET und Neuroblastom. Dies spricht gegen eine Produktion an bedeu-
tenden Mengen von IGF-I oder IGF-Il, wohl aber von IGFBP-2 durch solide

Tumoren.

2.)

Die ermittelten Korrelationen zeigten die bereits bekannten Zusammenhange
der Parameter des IGF-Systems im Serum: positive Korrelation von IGF-I und
IGF-Il, IGF-I und IGFBP-3 und negative Korrelation von IGF-I1 und IGFBP-2,
IGF-Il und IGFBP-2 und IGFBP-2 und IGFBP-3. Dies spricht fur die weiterhin
funktionierende Regulation durch das hypophysar ausgeschuttete Wachstums-
hormon. Durch das Vorliegen einer Tumorerkrankung kam es zu keiner Ande-

rung dieses Zusammenspiels.

3)

Es wurden anhand des molekularen Verhaltnisses keine erhohten Mengen an

freiem und damit mitogen wirksamen IGF-I nachgewiesen.

4.)

Bei der Gesamtheit der Patienten zeigten die Serumspiegel der Parameter des
IGF- Systems keinen direkten Zusammenhang mit der Tumormasse. Bei Pati-

enten mit nachweisbarer Tumormasse lagen keine héheren Serumspiegel der
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Parameter des IGF-Systems vor als bei Patienten ohne nachweisbare Tumor-

masse.

5.)

Bei der Einzelauswertung der Tumortypen eRMS, aRMS, PNET und Neu-
roblastom zeigten sich uneinheitiche und zum Teil gegensatzliche
Abhé&ngigkeiten der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems in
Abhangigkeit von der Tumormasse, was der Grund dafur sein kann, dass bei
der Gesamtheit der Patienten mit unterschiedlichen Tumoren keine
Abhangigkeit der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems von der

Tumormasse festgestellt werden kann.

6.)

Bei verstorbenen Patienten wurden besonders héufig niedrige IGF-1 und
IGFBP-3 Serumspiegel gemessen, was fur eine Abhangigkeit dieser beiden

Serumspiegel von der Schwere der Erkrankung spricht.

7))

Die Veranderungen der Serumspiegel der gemessenen Parameter Uber den
Zeitraum von langer als 12 Monaten liel3en sich jedoch weder durch wesentli-
chen Einfluss des Gesundheitszustandes der Patienten noch durch Produktion

der Parameter durch den Tumor erklaren.

8.)

Bei Betrachtung der Einzelverlaufe zweier an eRMS und PNET erkrankten Pa-
tienten bestatigten sich die zuvor gewonnen Erkenntnisse, dass IGF-1 und IGF-
[l nicht in Mengen produziert wurden, welche im Serum messbar waren und
dass, wie haufig bei anderen Tumorerkrankungen, erniedrigte IGFBP-3 Serum-
spiegel auftreten. Niedrige IGF-I und IGF-1I Serumspiegel scheinen in einem

direkten Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung zu stehen. Eine Pro-
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duktion von IGFBP-2 durch den Tumor scheint bei eRMS vorzuliegen, bei

PNET bestétigte sich diese Annahme nicht.

9)

Die Regulierung der Serumspiegel des IGF-Systems ist sehr komplex und
hangt von vielen verschieden Faktoren ab. Sie ist bei den verschiedenen soli-
den Tumoren nicht einheitlich.

Die Heterogenitat und geringe Gro3e der untersuchten Gruppe, bzw. der Un-
tergruppen, lie3 aber keine statistische Auswertung der Ergebnisse zu.

Um eine genauere und reprasentative Aussage Uber die Veranderungen der
Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems bei Erkrankungen an soliden
Tumoren im Kindesalter treffen zu kdnnen, missten die verschiedenen Tumor-

typen gesondert und bei gré3erer Gruppengrol3e untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Da die Parameter des IGF-Systems eine Schlisselrolle bei essentiellen Zell-
funktionen spielen, sind sie auf der Zellebene eng mit der Entstehung von
Krebs verknlpft. Tumorzellen produzieren Parameter des IGF-Systems haufig
in verdnderter Menge, was sich in Veranderungen der Serumspiegel dieser Pa-
rameter im Vergleich zu den Referenzbereichen gesunder Population wieder-
spiegelt. In dieser Studie wurden die Serumspiegel von IGF-I, IGF-II, IGFBP-2,
IGFBP-3 und ALS bei Kindern, die an soliden malignen Tumoren erkrankt sind,
gemessen und mit Referenzwerten gesunder Kinder verglichen. Diese sind die
im Serum am starksten vertretenen Komponenten des IGF-Systems. Hier wur-
de festgestellt, dass die Serumspiegel an IGF-I, IGF-II, IGFBP-3 und ALS nied-
riger und die IGFBP-2 Serumspiegel deutlich hdher als die altersentsprechen-
den Referenzwerte lagen. Bei Kindern, die an einem Neuroblastom erkrankt
waren, fielen im Vergleich zu Kindern mit anderen soliden malignen Tumoren
besonders die niedrigen IGF-I, IGF-1l und hohen IGFBP-2 Spiegel auf. Diese
Ergebnisse sprechen gegen eine mdgliche Produktion von IGF-I und IGF-II
durch den Tumor. Fir IGFBP-2 kann eine vermehrte Produktion durch den
Tumor aufgrund der erhéhten Serumspiegel aber angenommen werden.

Bei den meisten Tumortypen fielen erhdhte IGFBP-2 Serumspiegel bei Vorlie-
gen eines makroskopisch nachweisbaren Tumors auf, aul3er bei aRMS. In der
Gesamtbetrachtung der Gruppen zeigte sich jedoch keine Abhéangigkeit der
Serumspiegel der Komponenten des IGF-Systems von der Tumormasse. Zu
diesem Ergebnis kann es durch gegenséatzliche Veranderungen der Serum-
spiegel des IGF-Systems bei den verschiedenen Tumortypen kommen.

Bei Patienten, die innerhalb des Beobachtungszeitraumes verstorben sind,
wurden unabhéngig vom Tumortyp besonders haufig niedrige IGF-I, IGF-1I und
IGFBP-3 Serumspiegel, nicht aber erhohte IGFBP-2 Serumspiegel beobachtet,
was fur eine Abhangigkeit der Serumspiegel von der Schwere der Erkrankung
spricht. Diese Abhangigkeit konnte in der anschlielBenden Betrachtung der
Entwicklung der Serumspiegel des IGF-Systems Uber einen langeren Zeitraum

leider nicht bestatigt werden.
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Diese Veranderungen der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems sind
bei den untersuchten Tumortypen nicht einheitlich. Da die Gruppengrol3e der
einzelnen Tumortypen relativ klein war, kdnnen in dieser Studie nur Trends be-
schrieben, aber keine reprasentative Aussage abgeleitet werden. Weitere Stu-
dien mit groReren Patientengruppen sind zur Aufklarung der Veradnderungen
der Serumspiegel der Parameter des IGF-Systems bei den verschiedenen soli-

den malignen Tumorerkrankungen im Kindesalter notwendig.
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7 Anhang

7.1 Puffer, Losungen und Antikorper

Radioimmunoassay

Puffer zur Ansauerung der Zelliiberstande
0,5 M Ortho-Phosphorsaure

1% BSAl

1% Triton X-100

0,1% NaN3

1 mM PMSF

Assaypuffer

0,05 M Natriumphosphat (7,1g/l NaHPO,4 x 2 H,0, 1,35 g/l NaH,PO,4 x H,0)
0,1 M NacCl (5,83 g/l)

0,05% NaN3

0,2% fettsaurefreies BSA

0,1% Triton X-100

pH = 7,4 (mit NaOH eingestellt)

Puffer A

20 mM Phosphatpuffer, pH = 2,8 (mit konz. HCI eingestellt)
2,5926 mM Ortho-Phosphorsaure

16,409 mM NaH,PO4 x H,O

5 mM EDTA

120 mM NacCl

0,02% NaN3

0,2% BSA fettfrei

0,1% Triton X-100
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Puffer B

100 mM Phosphatpuffer, pH = 7,8
75,55 mM Na,; HPO4 x 2H,0
24,45 mM NaH,PO4 x H,0O

40 mM NacCl

0,02% NaN3

0,2% BSA fettfrei

0,1% Triton X-100

4 kaltes deionisiertes Wasser

4% Polyethylenglycol 6000

IgG: Kaninchen-Gammaglobulinlésung: 50 mg Lyophylisat/10 ml Assaypuffer
(wird zur unspezifischen Bindung 1:100 eingesetzt)

1. Antikorper: polyklonal, aus Kaninchen, durch Immunisierung mit rekombinan-
tem IGF-I, IGF-II, IGFBP-2 bzw. IGFBP-3 gewonnen.

2. Antikorper: polyklonal, Ziege-Anti-Kaninchen-Immunglobulin-Serum 1:160

mit 4C kaltem 4% Polyethylenglycol 6000-Losung ver dunnt (frisch hergestellt)

Die rekombinanten humanen Proteine IGF-l, IGF-Il, IGFBP-2 und IGFBP-3

wurden von der Firma Mediagnost (Reutlingen, Deutschland) bezogen.

ALS-ELISA

Anti-ALS-1gG beschichtete Mikrotiterplatten

Total-ALS-Standards (A-F), lyophilisiert

Total-ALS-Kontrollen, lyophilisiert

ALS-Assaypuffer

Total-ALS-Antikdrper-Enzym-Konjugat, an Meerrettichperoxidase gekoppelt, in
Proteinpuffer (BSA) und Konservierungsmittel
TMB-Chromogen-L6sung:Mischung aus Tetramethylbenzidin (TMB) in Zitrat-
puffer mit Wasserstoffperoxid

Waschkonzentrat: gepufferte NaCl-Losung mit einem nichtionischen Detergenz
ALS-Probenpuffer
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Stopp-Losung: 0,2 M Schwefelséure

7.2 Gerate

Vortex-Mixer: Multi-Tube-Vortexer (Baxter Scientific Products)

Pipettiermaschine: Hamilton Microlab 2200 (Hamilton Company)

Zentrifuge: Rotixa 50 RS (Hettich)

Gammacounter: LB 2111 (Berthold Technologies GmbH&Co0.KG)
ELISA-Reader: Mikroplatten Reader MRX-II (Dynex Technology)

7.3 Verwendete Abklrzungen

ALS
aRMS
eRMS
CR
CWS
EDTA
ELISA
HDC
hGH
IGF
IGFBP
IGF-I-R
IGF-II-R
KMT
LOH
LOI
makroskop. Tumor
MRNA
NSB
NMR

Acid Labile Subunit
alveolares Rhabdomyosarkom
embryonales Rhabdomyosarkom
Complete Remission

Cooperative Weichteilsarkom Studie
Ethylendiamintertraessigsaure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Hochdosis Chemotherapie
human Growth Hormone
Insulin-like Growth Factor
Insulin-like Growth Factor Binding Protein
Insulin.like Growth Factor-I-Rezeptor
Insulin-like Growth Factor-lI-Rezeptor
Knochenmark Transplantation
Loss of Heterozygosity
Loss of Imprinting
makroskopischer Tumor
messenger Ribonucleic Acid
Non Specifc Binding

Nuclear Magnetic Resonance
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p Irrtumswahrscheinlichkeit

PEG Polyethylenglykol

PR Partial Remission

r Korrelationskoeffizient

R Bestimmtheitsmal3

SDS Standard Deviation Score

VGPR Very Good Partial Remission

WT1, WT2

Wilms-Tumor Gen 1,2
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