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Pyruvatkinase-lsoenzyme in Tumoren

Einleitung

Tumoren kdénnen aufgrund der verschie-
densten dufleren Ursachen entstehen. Zu
den wichtigsten gehoren heute Chemikali-
en (kanzerogene Substanzen), ionisieren-
de und ultraviolette Strahlen sowie Viren.
Es wird diskutiert, inwieweit diese sehr
verschiedenen Faktoren eventuell iiber
dhnliche Mechanismen zur Tumorentste-
hung fithren konnen. Eine Moglichkeit
hierfiir wire unter anderem eine Aktivi-
tdtsinderung von sogenannten zelluldren
Onc-Genen, die in jeder normalen Zelle
vorhanden sind, deren physiologische
Funktion jedoch fiir die meisten dieser
Gene bisher nicht genau bekannt ist [1,
2].

Eine Anderung der Aktivitit von zelluli-
ren Onc-Genen bei der Tumorentstehung
kann man derzeit aber nur in einigen Fil-
len und nur mit sehr aufwendigen Metho-
den direkt messen [1-5]. Auch ist im re-
alen Untersuchungsfall die Angelegenheit
dadurch kompliziert, dafl es eine Anzahl
verschiedener Tumorgene gibt — bisher
sind ungefdhr 30 bekannt und es werden
sicherlich noch mehr Onc-Gene entdeckt
werden —, man aber nicht wei}, welches
Onc-Gen denn im Einzelfall nun durch ei-
ne duBere Einwirkung wie z. B. eine kan-
zerogene Substanz aktiviert wurde [1-5].
Daher werden zur Zeit mogliche kanzero-
gene Wirkungen meist mit indirekten Me-
thoden untersucht. Hierbei gilt es, zwei
Aufgaben gleichzeitig zu erfiillen. Es sol-
len zum einen moglichst alle kanzeroge-
nen Gefdahrdungen sicher erkannt werden,
zum anderen miissen aber die Untersu-
chungen vom Aufwand her praktikabel
sein und es sollen méglichst wenige Ver-

suchstiere hierfiir eingesetzt werden miis-
sen. Ein volliger Verzicht auf Versuchstie-
re ist derzeit nicht moglich, da krebserzeu-
gende Substanzen u.U. erst nach einem
Umbau des Mokekiils, wie er im Stoff-
wechsel des Tieres erfolgt, ihre tumorer-
zeugende Wirkung entfaltet. Solche Ver-
anderungen der Substanz im Stoffwechsel
eines Tieres lassen sich aber bisher nicht
sicher auBerhalb eines Organismus nach-
vollziehen. So sind Substanzen bekannt,
die sich zwar an die Erbsubstanz anlagern
oder sogar Verdnderungen im Erbgut ver-
ursachen — beides aullerhalb eines Tieres
mefbare Vorginge —, jedoch keine Tumo-
ren induzieren. Umgekehrt gibt es auch
chemische Verbindungen, die Tumoren
erzeugen, ohne dal} sie in einer solchen
Untersuchung ohne Einsatz von Ver-
suchstieren hierfiir einen Hinweis geben
wiirden. Daher muf3 das derzeit aktuelle
Ziel sein, die fiir solche Studien bendtigten
Tierzahlen zu senken. Dies geschieht am
besten, indem man Tests entwickelt, die
moglichst frith eine tumorerzeugende
Wirkung nachweisen konnen und gleich-
zeitig in der Lage sind, diese kanzerogene
Potenz unabhéngig von der einzelnen Ur-
sache fiir moglichst viele Tumoren anzu-
zeigen.

Hierfiir bietet sich die Untersuchung des
Zuckerstoffwechsels in Tumorzellen an.
Schon lange — seit den Veroffentlichungen
von Otto Warburg 1920 — ist bekannt, daB
Tumorzellen im Zuckerstoffwechsel alle
eine gleichartige Verdnderung gegeniiber
Normalzellen aufweisen. Die Interpretati-
on und Nutzbarmachung dieser Befunde
gelang allerdings nicht, solange sie unter
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dem Gesichtspunkt des Energiestoffwech-
sels gesehen wurden. Wichtig erscheint
heute eher, dal die Zuckerspaltung bei
der Verdnderung der Aktivititen be-
stimmter Kontrollenzyme verstiarkt fiir
den Baustoffwechsel benutzt werden
kann.

Wir untersuchen besonders intensiv das
letzte der Kontrollenzyme der Zucker-
spaltung (Glykolyse), die Pyruvatkinase.
Durch die Bestimmung sehr &hnlicher
aber nicht identischer Pyruvatkinase-En-
zyme, sogenannter Isoenzyme, kann hier
noch eine weitergehende Information er-
halten werden, als dies bei einer Untersu-
chung ohne Beriicksichtigung des Auftre-
tens von Isoenzymen méglich wire [6, 12,
14].

Gleichzeitig lassen diese Isoenzyme die
vielversprechende Méglichkeit offen, daB
Verdnderungen in ihrem Muster schon im
Blut erkennbar sein kénnten. Sie sind im
Zytoplasma der Zelle geldst und werden
bei Zellschiddigungen, wie sie in Tumoren
héufig auftreten, leicht in das Blutplasma
abgegeben, wo sie nachgewiesen werden
konnen. Damit erdffnet sich prinzipiell
die Moglichkeit, kanzerogene Verdnde-
rungen zu erkennen, ohne das Versuchs-
tier zum Tumornachweis toten und sezie-
ren zu mussen bzw. beim Menschen ope-
rieren und Biopsiematerial entnehmen zu
miussen.

Ergebnisse

Unsere Untersuchungen zeigten, daB in
allen Tumorgeweben, die von Zellen aus-
gehen, welche das Isoenzym der Pyruvat-
kinase Typ M, enthalten, der Gehalt an
diesem Isoenzym gesteigert ist [7-20]. Es
besteht ein Zusammenhang zwischen dem
Gehalt an Pyruvatkinase Typ M, und der
Malignitdt der Tumoren [8, 10, 15, 16, 20].
Je bosartiger ein Tumor ist, desto hdher
ist sein Gehalt an Pyruvatkinase Typ M,
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(Abb.1 u. 2) [8, 10, 11, 16, 20]. Diese sta-
tistisch signifikante positive Korrelation
zwischen Malignitdt eines Tumors und
seinem  M,-Pyruvatkinase-Gehalt  gilt
nicht nur beim Vergleich verschiedener
Tumorarten (Abb. 1), sondern auch inner-
halb einer Tumorart (Abb. 2). Dies gilt fir
biologisch so weit voneinander entfernte
Tierarten wie Huhn, Hund und Ratte, so
daB eine weite Verbreitung dieses Phédno-
mens unter den Warmbliitern bis hin zum
Menschen angenommen werden kann [9,
15,19, 26].

Unsere Untersuchungen zeigten aber
auch, daB sich die Pyruvatkinase Typ M,
aus Tumoren (Tumor-M,-Pk) in ihren
immunologischen Eigenschaften von Py-
ruvatkinase Typ M, aus normaler Lunge
unterscheidet [9]. So lassen sich Tumorzel-
len in der Lunge mit monoklonalen Anti-
koérpern gegen Tumor-M,-Pk sehr deut-
lich und spezifisch darstellen, obwohl das
Lungengewebe selbst reich an normaler
M,-Pyruvatkinase ist, die aber von dem
monoklonalen AntikOrper nicht erkannt
wird (Abb. 3) [10, 20].

Wir haben daher dieses Enzym aus Rat-
ten- und Hilhnertumoren gereinigt und
seine Eigenschaften mit dem Lungenen-
zym verglichen. Das Enzym aus Tumoren
war bei normaler Konzentration seines
Substrates Phosphoenolpyruvat sehr viel
weniger aktiv als das Lungenenzym. Es
konnte durch Kohlenhydratstoffwechsel-
Zwischenprodukte und durch Aminosau-
ren sehr viel stdrker aktiviert oder inakti-
viert werden als normale M,-Pk [9, 11,
15]. Bei der Umwandlung von normalen
Zellen zu Tumorzellen wird sie in Virus-
transformierten Fibroblasten durch ein
Onc-Gen-Produkt, die pp60'*-Kinase,
zusitzlich durch Phosphateinbau inakti-
viert [7, 17, 18, 27]. Gleichzeitig nimmt
aber dic Menge des Enzymproteins sehr
stark zu. Mit diesen Befunden lassen sich
die Steigerung des M,-Pk-Gehaltes in
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Abb. 1: M,-Pk-Gehalt von benignen und malignen Tumoren der Ratte (Mittelwert + Standarabweichung);
PE-KA = Plattenepithelkarzinom; FI-SA = Fibrosarkom; AD-KA = Adenokarzinom der Mamma; FI-AD
= Fibroadenom der Mamma; FI = Fibrom; AD = Adenom der Mamma.

Spontantumoren ebenso verstehen wie die
immunologische Unterscheidbarkeit von
normaler M,-Pk. Der monoklonale Anti-
korper konnte z. B. eine phosphorylierte,
Tumor-Pk-spezifische Region auf dem
Molekiil erkennen.

Tumorzellen enthalten somit eine grofie
Menge eines Pyruvatkinasetyps, der unter
physiologischen Bedingungen inaktiv ist,
aber bei Sauerstoffmangel sofort voll re-
aktiviert werden kann. Dies erlaubt zum
einen eine optimale Bereitstellung von

Kohlenhydratstoffwechsel-Zwischenpro-
dukten fiir die Zellbausteinsynthese und
zum anderen eine optimale Bereitstellung
von Energie durch die Glykolysekette bei
Sauerstoffmangel. Es gibt Hinweise, daBl
die von Tumorzellen in Anwesenheit von
Sauerstoff abgegebene Milchsdure nicht
nur aus Glukose stammt, sondern aus der
Aminosidure Glutamin, die in allen Kor-
pergeweben in hohen Konzentrationen
vorkommt. Dieser Stoffwechselzustand
bevorteilt Tumorzellen gegeniiber norma-
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Abb. 2: Korrelation zwischen M,-Pk-Gehalt von Adenokarzinomen der Mamma und deren Malignitdtsgrad.

Abb. 3: Immunhistologischer Nachweis von “tumor-  Abb.4: Verlust von Pyruvatkinase Typ L (heller
spezifischer” M,-Pyruvatkinase. Wahrend die Tu-  Herd) in einer Tumorvorstufe (préneoplastischer
morzellen einer Fibrosarkommetastase in der Lunge ~ Herd) in der Rattenleber.

stark reagieren, ist das Lungengewebe, das viel “nor-

male” M,-Pyruvatkinase enthélt, negativ.
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Abb. 5: Schematische Darstellung des Zuckerabbaues in Lebertumoren und ihren Vorstufen (links) sowie in
Tumoren, die von M ,-Pyruvatkinase enthaltenden Zellen ausgehen (rechts). Dicke Pfeile geben die Hauptstoff-
wechselwege an. Bekannte Aktivititsinderungen von Enzymen sind mit + bzw. — gekennzeichnet. In der Ab-
bildung links gilt der oberhalb des Glukose 6-Phosphats eingezeichnete Zustand fiir die Tumorvorstufen,
wihrend in den eigentlichen Tumoren eine dhnliche Situation vorliegt, wie sie in der Abbildung rechts einge-
zeichnet ist. Im Bereich der Pyruvatkinase unterscheiden sich beide Schemata dadurch, daB in der Abbildung
links eine Abnahme der Pyruvatkinase (Typ L) eingetragen ist, wihrend in der Abbildung rechts mehr Pyruvat-
kinasemolekiile (Typ M,) vorliegen als in Normalzellen, diese jedoch durch Phosphateinbau — auBer im Sauer-

stoffmangel — weitgehend inaktiviert sind.

len Zellen und fiihrt dazu, daB sie sich
auch bei schlechter BlutgefdBversorgung
und unter wechselnder Nahrstoffversor-
gung weiterteilen oder zumindest iiberle-
ben kénnen {6, 11, 14, 15].

Eine dhnliche Stoffwechselsituation wird
auch in Lebertumoren, deren Ausgangs-
zellen keine M ,-Pk sondern das Isoenzym
Typ L enthalten, durch einen etwas ande-
ren Vorgang hergestellt. In den Lebertu-
moren sowie in ihren Vorstufen findet sich
mit verschiedenen Methoden nachweisbar
ein starker Abfall des Gehaltes an Pyru-

vatkinase Typ L (Abb.4) (16, 21-25, 28].
Dies ist inzwischen in ersten biochemi-
schen Untersuchungen auch fiir Lebertu-
moren des Menschen gezeigt worden.

Das Fehlen von Pyruvatkinase Typ L
fihrt dhnlich wie eine durch Tumorgen-
Produkte inaktivierte Pyruvatkinase Typ
M, zu einer Verminderung der Glyko-
lyse und zu einer optimalen Bereitstellung
von Kohlenhydratestoffwechsel-Zwi-
schenprodukten zur Zellbausteinsynthese.
Da abweichend von anderen Tumortypen
hier jedoch keine Reaktivierung erfolgen
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kann, ist zu erwarten, dal} diese Leberzell-
tumoren gegentiiber Sauerstoffmangel we-
sentlich empfindlicher sind.

Leberzellen sind aufgrund ihrer viel-
schichtigen Bedeutung fiir den Korper in
ihren Stoffwechselfunktionen vielseitiger
als viele M,-Pk-haltige Zellen. Um den
gleichen Stoffwechselzustand zu errei-
chen, wie man ihn z. B. in transformierten
Fibroblasten findet, miissen einige strate-
gisch wichtige Enzyme des Kohlenhydrat-
stoffwechsels in den Leberzellen an- oder
abgeschaltet werden. Diese Enzyme ha-
ben wir in Lebertumoren bestimmt und
tatsachlich verdndern sie sich so im Ver-
gleich zur normalen Leber, daB} der glei-
che Stoffwechselzustand wie in M ,-Pyru-
vatkinase-haltigen Tumoren entsteht
(Abb. 5).

Diskussion

Die Untersuchung der Pyruvatkinase-
Isoenzyme in Tumorzellen ist besonders
erfolgversprechend, da durch die Pyruvat-
kinase ein zentraler Punkt eines Stoff-
wechselweges gesteuert wird, der in prak-
tisch allen Tumorzellen verdndert ist. Der
Fortschritt im Verstdndnis dieser Abwei-
chung vom normalen Stoffwechsel resul-
tiert daraus, daB3 die Zuckerspaltung nicht
mehr nur unter dem Gesichtspunkt der
Energiegewinnung gesechen wurde, son-
dern daB} die bei der Zuckerspaltung ent-
stehenden Bruchstiicke als Bausteine zum
Aufbau neuer, fiir eine Tumorzelle we-
sentlicher Bestandteile betrachtet wurden
(Abb.5). Die breite biologische Bedeu-
tung dieser Beobachtungen ergibt sich
daraus, dall so weit entfernte Tierarten
wie Huhn und Ratte gleichartige Verdn-
derungen aufwiesen. Hieraus ist abzulei-
ten, dal3 diese Stoffwechselmechanismen
auch beim Menschen ablaufen. Tatsich-
lich sind biochemische Untersuchungen
menschlicher Tumoren bekannt, die unse-
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re Befunde bestitigen [6]. In jingster Zeit
konnten wir entsprechende Befunde auch
immunhistologisch an menschlichen Tu-
moren erhalten [26].

Diese Ergebnisse sind nicht nur in der Un-
tersuchung kanzerogener Wirkungen ver-
wendbar, sondern sie sind auch fiir die
Unterscheidung zwischen gutartigen und
bosartigen Tumoren in der klinischen
Diagnostik von Bedeutung. Die statistisch
signifikante Korrelation zwischen Mali-
gnitdtsgrad und M,-Pk-Gehalt innerhalb
einer Tumorart 1dBt zudem eine differen-
ziertere Prognose zu. Auch fir die Tumor-
therapie lassen sich hilfreiche Schliisse aus
dem Zustand des Zuckerstoffwechsels zie-
hen, da dieser auch fiir die Entgiftung der
dabei eingesetzten Zytostatika von we-
sentlicher Bedeutung ist. Der Nachweis
der Pyruvatkinase-Isoenzyme 148t sich al-
so sowohl experimentell, d.h. zur Erken-
nung kanzerogener Gefahren durch unbe-
kannte Stoffe, als auch klinisch zur Tu-
mordiagnostik verwenden. Er ist sowohl
am lebenden Organismus — Tier oder
Mensch — als auch in der Gewebekultur,
die den Tierversuch soweit wie moglich er-
setzen soll, anwendbar und weist direkt
Kanzerogenitdt unabhingig von dem
Entstehungsmechanismus des Tumors
nach [8, 10, 11, 16, 21, 25].

Hierin liegt auch ein Vorteil dieses Tests
gegeniiber der Untersuchung der Bindung
von chemischen Substanzen an die Nukle-
insduren (Erbinformationstrager) und
Proteine isolierter Zellen. Letztere kann
nur einen Verdacht in Richtung kanzero-
gener Wirkungen belegen, jedoch eine sol-
che weder beweisen noch ausschlieBen. Ei-
ne nicht chemisch bedingte Tumorinduk-
tion — z. B. durch Strahlung oder Viren —
kann damit nicht erfal3t werden.

Da ,,tumorspezifische” Anteile an einem
Isoenzym mit monoklonalen Antikérpern
nachweisbar sind, ist der Test sehr spezi-
fisch. Bei diesen ,,tumorspezifischen* Ver-



dnderungen konnte es sich z. B. um phos-
phorylierte Bereiche des Enzyms handeln.
So ist von einem Onc-Gen-Produkt, der
pp60'~°°-Kinase, bekannt, dall sie den
Phosphorylierungsgrad eines  Pyruvatki-
nase-Isoenzyms erh6ht. Hier ist der Kreis
zur Onc-Gen-Forschung geschlagen, der
Tumorstoffwechselverdnderungen  mit
Onc-Genaktivitidtswechseln in  Zusam-
menhang bringt.

All diese Ergebnisse wurden erzielt, ohne
dal3 von unserer Arbeitsgruppe auch nur
ein einziges Tier mit Kanzerogenen be-
handelt worden ist. Es wurden ausschlieB-
lich Spontantumoren und von anderen
Arbeitsgruppen fiir deren eigene Untersu-
chungen induzierte experimentelle Tumo-
ren verwandt. Schon allein durch diese ge-
meinsame Verwendung experimentell er-
zeugter Tumoren 148t sich die Zahl der
Tierversuche in der Krebsforschung ver-
mindern.

Perspektiven

Es muf} ein moglichst breites Spektrum an
Tumoren auf Veridnderungen des Pyru-
vatkinase-Isoenzymgehaltes  untersucht
werden, um die Sicherheit der Methode zu
belegen. Nach den bisherigen Ergebnissen
ist zu erwarten, daB durch den Nachweis
der Pyruvatkinase-Isoenzyme praktisch
alle Tumoren erfaBt werden. Dadurch hat
dieser Test gegeniiber anderen Tumor-
markern wie CEA, TPA usw. den groBBen
Vorteil, daB er nicht nur fir einen Tumor-
typ bzw. ein eingeschrianktes Tumorspek-
trum verwendbar ist. Dieser Vorteil be-
ruht darauf, daB} eine Stoffwechselsituati-
on nachgewiesen wird, wie sie in allen Tu-
moren vorkommt, unabhingig von der
Entstehungsart und unabhingig von dem
entstandenen Tumortyp.

Durch die Erzeugung weiterer monoklo-
naler Antikérper gegen den ,,Tumortyp*

des Pyruvatkinase-Isoenzyms M, wird es
moglich sein, neben dem immunhistologi-
schen Nachweis von Tumoren schon im
Frihstadium einen Test zur Erkennung
solcher ,, Tumor-Isoenzyme* im Blut auf-
zubauen. Ein entsprechender Test fiir das
L-Isoenzym der Pyruvatkinase konnte be-

reits entwickelt werden, da hierfir inzwi-

schen genligend verschiedene monoklona-

le Antikorper isoliert und charakterisiert
werden konnten.

Da die weite Verbreitung des beschriebe-
nen Stoffwechselzustandes durch die eige-
nen vergleichenden Untersuchungen an
Huhn und Ratte sowie durch die Befunde
anderer Arbeitsgruppen inzwischen belegt
ist, werden Untersuchungen am Huhn an
Interesse verlieren. Im Vordergrund kiinf-
tiger Studien werden die Ratte als wichti-
ges Versuchstier zur Ermittlung kanzero-
gener Wirkungen und der Mensch als letz-
ten Endes betroffener Patient stehen. Der
Nachweis eines entsprechenden ,,tumor-
spezifischen* Isoenzyms der Pyruvatkina-
se Typ M, wie bei Huhn und Ratte kénnte
ebenso wie die Demonstration von Aus-
fillen der Pyruvatkinase Typ L bei der Le-
bertumorentstehung im Menschen we-
sentlich zu einer Frithdiagnostik und zur
Therapiekontrolle bei menschlichen Tu-
morerkrankungen beitragen.

Durch das Ansprechen auf die verschie-
densten kanzerogenen Wirkungen ist der
Test auch fiir derzeit noch nicht iibliche
Untersuchungen gut geeignet. So wird
wahrscheinlich die Frage des Zusammen-
wirkens verschiedener kanzerogener Ur-
sachen in Zukunft an Bedeutung gewin-
nen. Unter natiirlichen Bedingungen ist
ein Organismus einer kombinierten Wir-
kung unterschiedlichster Krebsursachen
ausgesetzt — zu denen auch Viren und
Strahlung gehéren — und nicht nur einer’
einzelnen Substanz. Da alle diese Ursa-
chen erfalit werden, kénnen auch Kombi-
nationswirkungen sicher erkannt werden.
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Die Pyruvatkinase-Isoenzyme weisen
schon in Tumor-Vorstufen spezifische
Verdnderungen auf und lassen somit sehr
frih und empfindlich kanzerogene Wir-
kungen vor der eigentlichen Tumorentste-
hung erkennen. Deshalb ist ihre Bestim-
mung fiir Schwellenwertuntersuchungen,
wie sie im Rahmen der Okotoxikologie
immer wichtiger werden, eine vielverspre-
chende Methode [10, 21-25].

Diese Untersuchungen werden vom Bun-
desministerium fiir Forschung und Tech-
nologie (Priifung von Chemikalien auf
Carcinogenitit, Mutagenitdt und Terato-
genitdt, CMT 32A) (M.R., E.E.), dem
Fonds der Chemischen Industrie (E.E.)
und der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (M.R.) unterstiitzt. Die Autoren
erhielten dafiir 1986 den Forschungspreis
des Bundesministers fiir Jugend, Familie,
Frauen und Gesundheit zur Einschrin-
kung und zum Ersatz von Tierversuchen.
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