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1 Einleitung und Zielsetzung dieser Arbeit

1.1 Einleitung

Das Ovarialkarzinom stellt nach wie vor eine der groBen Herausforderungen in der gynakologischen
Onkologie dar. Durch das Fehlen friiher Symptome wird das Ovarialkarzinom bei 75% der
Patientinnen in einem fortgeschrittenen Stadium (FIGO III oder IV) entdeckt [Young R.C. et al,
1978). Ziel ist es durch eine maximale Tumorreduktion eine makroskopische Tumorfreiheit zu erzielen,
da der postoperative Tumorrest einen der wichtigsten prognostischen Faktoren darstellt [Du Bois A. et
al.,, 2009).

Ein weiterer Grund, weshalb das Ovarialkarzinom die hochste Mortalitétsrate unter allen
gynakologischen Malignomen hat, ist, dass der GroBteil der Patientinnen trotz initial hoher
Ansprechraten auf eine adjuvante platinhaltige Chemotherapie ein Rezidiv entwickelt [Ozols R.F.,
2005]. Kommt es zu einem Rezidiv ist typischerweise keine Heilung mehr mdglich. Im Einzelfall ist
eine Rezidivoperation in Erwdgung zu ziehen, vor allem falls ein platinsensibles Spatrezidiv mit einem
sehr langen therapiefreien Intervall vorliegt mit nur geringer Tumoraussaat. Zu einem
Uberlebensvorteil kommt es laut retrospektiver Daten nur bei Rezidivoperationen mit Komplett-
Resektion [Harter P. et al., 2006, 2009 und 2011].

Zum heutigen Zeitpunkt gibt es immer noch keine zuverldssige Methode kleinste Tumorherde in der
Primarsituation oder beim Rezidiv per Bildgebung nachzuweisen. Die bisherige bildgebende Diagnostik
mit Computertomographie, Magnetresonanztomographie, Ultraschall und die
Positronenemissionstomographie kann haufig Lasionen unter 10 mm Durchmesser nicht darstellen
[Hauth E.A. et al., 2005]. Auch bei der Exploration im Sinne der Inspektion bei der Primdroperation
kdnnen sehr kleine Herde gegebenenfalls Gbersehen werden.

Ob die Photodetektion des Ovarialkarzinoms einen innovativen und praktischen Ansatz fiir diese
kleinherdige Peritonealkarzinose bieten kann, soll in dieser Arbeit untersucht werden.

Ziel ist es, mit dieser neuen Methode karzinomatdse Lasionen zu detektieren, welche bei einer bisher
Ublichen intraabdominellen Standardinspektion (ibersehen worden waren. Unter den neu entwickelten
diagnostischen und eventuell therapeutischen Modalitaten fiir das Ovarialkarzinom konnte die
Photodynamische Diagnostik (PDD) ein bedeutender Schritt sein.

Die lichtinduzierte Fluoreszenz ist eine relativ neue Technik, die die Diagnostik von
Oberflachenveranderungen bei verschiedenen Neoplasien ermdglicht. Es kénnen zum einen die direkte
Fluoreszenzvisualisierung wie auch die Spektroskopie zur Darstellung der Autofluoreszenz und der
Photosensitizer- induzierten Fluoreszenz angewandt werden.

Der Fluoreszenz-Marker, welcher in unserer Studie verwendet wurde ist das Protoporphyrin IX (PPIX),
ein natirliches Stoffwechselprodukt der Hambiosynthese, dessen Chelatierung mit Eisen in der
Hambiosynthese den Blutfarbstoff Ham ergibt. Es reichert sich v.a. in neoplastischen Lasionen durch

exogene Applikation des Prdkursors 5-Aminoldavulinsaure (5-ALA) vermehrt an [Grant W.E. et al,
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1993, Kennedy J.C. et al, 1992]. 5-ALA ist (berdies ein korpereigenes Substrat der
Porphyrinbiosynthese und als Aminosaure selbst nicht fluoreszierend. Malignome setzen mehr oder
minder selektiv 5-ALA zu fluoreszierenden Porphyrinen, v.a. Protoporphyrin IX um.

Die chemische Struktur des PPIX bedingt eine intensive Rotfluoreszenz mit Emissionsmaxima bei
635 und 704 nm mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 400 nm. Auch Ovarialkarzinomzellen sind in
der Lage selektiv exogen zugefiihrtes 5-ALA in fluoreszierendes Protoporphyrin IX umzusetzen und zu
akkumulieren. Unter Fluoreszenzanregung mit blau-violettem Licht (D-Light, Fa. Storz,
A = 385 — 440 nm) und entsprechender Beobachtungsfilter (A > 440 nm) stellt sich Tumorgewebe rot
dar, wahrend normales Gewebe keine PPIX-Fluoreszenz zeigt. Das rot fluoreszierende Tumorgewebe
kann somit selektiv entfernt werden.

Die Photodynamische Diagnostik und auch die Therapie unter Verwendung von topischer, inhalativer,
oraler oder intravendser 5-ALA Applikation ist in verschiedenen Organsystemen untersucht worden.

In klinischen Studien wird dieser Fluoreszenz-Tumormarker bereits erfolgreich bei oberflachlichen
Blasentumoren und malignen Gliomen eingesetzt. Zusatzlich konnten bei der Diagnostik der
intraepithelialen Neoplasien des unteren Genitaltraktes (Zervixdysplasie) mittels der 5-ALA-induzierten
Fluoreszenz vielversprechende Ergebnisse erzielt werden. Die Fluoreszenzdiagnostik nach oraler Gabe
von 5-ALA wurde ebenfalls zur Evaluierung von peritonealen Endometrioseherden mittels Endoskopie
in verschiedenen Zentren eingesetzt [ Muller P.J., et al., 1990; Hillemanns et al., 1999 und 20000, c].
Erste klinische Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Loning et al. an 13 Patientinnen mit
Ovarialkarzinom konnten zeigen, dass peritoneale Tumormetastasen des Ovarialkarzinoms mittels
vorheriger oraler 5-ALA-Applikation in einer Dosis von 30 mg/kg KG in der endoskopischen Diagnostik
deutlich und hochspezifisch fluoreszenzpositiv reagieren. Hierbei kam es zu keinen relevanten
Nebenwirkungen intraoperativ und postoperativ [Ldning M. et al., 2004)]. Bei hdheren Konzentrationen
traten in einigen Fallen Ubelkeit, Erbrechen und ein reversibler Anstieg der Transaminasen auf. Zudem
konnte beobachtet werden, dass es bei oraler Applikation von 5-ALA zu einer Photosensibilisierung der
Haut Uber 24 bis maximal 48 Stunden kommt, so dass innerhalb dieses Zeitraums keine ausgepragte

Lichtexposition stattfinden sollte [ Kriegmair M., et al., 1999].



1.2 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Dissertation ist die Evaluierung der Photodynamischen Diagnostik als eine neue
diagnostische Option zur Detektion von Peritonealmetastasen des Ovarialkarzinoms.

Es soll im Rahmen der Primaroperation bei Erstdiagnose eines Ovarialkarzinoms sowie bei Verdacht
auf ein Rezidiv das genaue AusmalB des Tumorbefalls mittels Fluoreszenzdiagnostik im Vergleich zur
WeiBlichtdiagnostik eruiert werden und dementsprechend die Radikalitdt des operativen Vorgehens
bestimmt werden.

Die Sensitivitdt der Photodynamischen Diagnostik (PDD) unter Verwendung von 5-Aminolavulinsdure
(5-ALA) soll untersucht werden, um neben dem AusmaB der Ersterkrankung bei der Primaroperation
auch gegebenenfalls friihzeitig kleinste Rezidive zu erkennen. Die PDD wird mit der Standardmethode
der WeiBlichtdiagnostik verglichen.

Innerhalb dieser Machbarkeitsstudie soll geklart werden, welche 5-ALA Konzentration bei oraler
Applikation zur Photodynamischen Diagnostik des Ovarialkarzinoms nétig ist, um intraoperativ eine
ausreichende Fluoreszenz erreichen zu kénnen.

Das optimale Inkubationsintervall, also der Zeitraum zwischen Aufnahme des Photosensibilisators
5-ALA und dem intraoperativen Ausleuchten, zu kennen, ist fiir eine weiterfiihrende
fluoreszenzdiagnostische Darstellung von groBem Interesse und soll durch diese Studie evaluiert
werden.

Uberdies sollen alle unerwiinschten Ereignisse, wie auch alle moglicherweise vorkommenden
Nebenwirkungen, die im Rahmen der Photodynamischen Diagnostik mit 5-Aminolavulinsdure auftreten
koénnen, Uberwacht und dokumentiert werden. Dies ist von Relevanz, da in ahnlichen Vorstudien als
Begleiterscheinungen der Medikation Ubelkeit, Erbrechen, ein transitorischer Transaminasenanstieg

und eine Photosensibilisierung der Haut fiir 24 Stunden aufgetreten sind.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Ovarialkarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Weltweit erkrankten nach Angaben der WHO im Jahr 2012 fast 240.000 Frauen an einem
Ovarialkarzinom, mehr als 150.000 Frauen verstarben daran. Es lassen sich beziiglich der Inzidenz
und der Mortalitdat jedoch erhebliche Schwankungen sowohl zwischen den unterschiedlichen
geographischen Regionen wie auch zwischen den verschiedenen ethnischen Gruppen feststellen. Eine
hohe Inzidenz findet man in Nord- und Osteuropa, wobei die weltweit hochsten Inzidenzen auf den
Fiji-Inseln, in Lettland und Bulgarien vorliegen. Eine eher niedrige Inzidenz kommt dagegen
beispielsweise in Asien und Afrika vor [JACR, 2014.

Nach Angaben des Zentrums fiir Krebsregisterdaten am Robert-Koch-Instituts (RKI) sind in
Deutschland 7790 Frauen im Jahre 2010 neu an einem Ovarialkarzinom erkrankt. Dies macht einen
Anteil von 3,5% aller weiblichen Krebsneuerkrankungen aus. Das Ovarialkarzinom steht in
Deutschland damit an sechster Stelle beziiglich der Inzidenz der Malignome. Die altersstandardisierte
Inzidenz lag 2010 bei 12,1 je 100.000 Frauen. Fir das Jahr 2014 werden 7500 Neuerkrankungen
erwartet, was einer altersstandardisierten Inzidenz von 11,2 je 100.000 Frauen entsprechen wiirde.
Das Ovarialkarzinom gehért zudem zu den fiinf haufigsten Krebstodesursachen, es hat die héchste
Mortalitatsrate unter den gynakologischen Malignomen. Fiir das Jahr 2010 betrug die Anzahl an
Sterbefallen wegen eines Ovarialkarzinoms knapp 5600. Das ergibt einen Anteil von 5,6% an den
krebsbedingten Sterbeféllen [RKI, 2013].

Der Altersgipfel bei Diagnosestellung liegt um die sechste Lebensdekade, fir die hereditéren
Ovarialkarzinome 10 Jahre friher [Prat J. et al., 2005; Boyd J. et al., 1997]. Jede 68. Frau erkrankt im
Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom, was einem Lebenszeitrisiko von 1,5% entspricht, jede
91. Frau stirbt an einem Ovarialkarzinom [RKI, 2013]. Dabei ist es wichtig zu beachten, dass Frauen
mit einem hohen Risikoprofil, auf welches noch naher in 2.1.2 eingegangen wird, ein ,life-time-risk"
von bis zu 9,4% haben [Hartge P. et al, 1994]. Die absolute Fiinfjahres-Uberlebensrate liegt bei
38,4%, das relative 5-Jahres-Uberleben bei etwa 42% [RKZ, 2013]. Nach Angaben des Tumorzentrum
Miinchen (TZM), das eine Kohorte von Patientinnen fiir die Statistiken herangezogen hat, die im
Zeitraum von 1998 bis 2011 im Einzugsgebiet des TZM erkrankt ist, liegt die relative 5-
Jahresiiberlebensrate im Stadium III um 35 %, im Stadium IV unter 15%. Die relative Uberlebensrate
in 10 Jahren betragt im Stadium III nur noch 20%, im Stadium IV unter 10% [TZM, 2014].



2.1.2 Atiologie und Karzinogenese

Beziiglich der Atiologie des Ovarialkarzinoms gibt es immer noch Unklarheiten. Multiple Gravidititen,
Stillen, die Dauer der Einnahme von Ovulationshemmern, spate Menarche und friihe Menopause
bieten einen gewissen Schutz vor der Entstehung des Ovarialkarzinoms [Modugno F. et al.,, 2004,
Rostgaard K. et al., 2003, Brekelmans C.T., 2003]. Ebenso scheint eine gesunde Lebensfiihrung mit
korperlichen Aktivitdten sowie eine gesunde Erndhrung protektive Wirkung zu haben [Zhang M. et al.,
2003).

Als Risikofaktoren gelten Infertilitdt, Nulliparitdt, dauerhafte ovulatorische Zyklen, die medikamentdse
Ovulationsausldésung und die Endometriose fiir bestimmte Tumortypen [Purdie D.M. et al., 2003,
Brekelmans C.T., 2003, Pearce C.L. et al., 2012]. Des Weiteren werden wie bei vielen Malignomen das
Lebensalter, Umwelt- und Erndhrungsfaktoren mit einer erhdhten Inzidenz in Verbindung gebracht
[Terry P.D. et al., 2003].

Salazar et al. untersuchte in einer Studie Ovarien von ,Hochrisiko-Patientinnen™ fiir ein
Ovarialkarzinom und verglich sie mit denen von Patientinnen ohne erhohtes Risiko fiir ein
Ovarialkarzinom. Er stellte fest, dass Ovarien von ,Hochrisiko-Patientinnen®™ signifikant haufiger
histologische Strukturen wie oberflachliche epitheliale Pseudoschichtung oder Papillomatose und eine
tiefe Rindeninvagination des Oberflachenepithels, oft mit multiplen papillaren Projektionen innerhalb
kleiner zystischer Raume, aufwiesen. Ebenso wurden epitheliale Einschlusszysten, diese oft mit
epithelialer Hyperplasie und papilldren Strukturen, eine gesteigerte Follikelaktivitdt sowie Corpus
luteum Hyperplasien hdufiger beobachtet [ Salazar H. et al.,, 1996].

Ness erklart die Pradisposition fiir ein endometroides Ovarialkarzinom oder fiir einen hellzelligen
Tumor nach Erkrankung an Endometriose ilber die gemeinsame Pathophysiologie, die beide durch
einen Ostrogeniiberschuss sowie einem Progesteronmangel gefdrdert werden und auf einer
anormalen Immunfunktion basieren [Ness R.B., 2003].

Neue Daten der molekularen Genetik zeigen, dass es zwei Subtypen mit bestimmten histologischen
Gradings und tumorspezifischen Mutationsmuster gibt. Der seltener vorkommende Typ I verlauft mit
niedriggradigeren Tumoren weniger aggressiv. Oft kann dort eine Aktivierung der Onkogene KRAS,
BRAF und PIK3CA gefunden werden, sowie ein Verlust der Heterozygotie von Xq, eine Expression von
Amphiregulin und eine Mikrosatelliteninstabilitdat. Bei den hochgradigen, aggressiv und schnell
proliferierenden Typ II-Tumoren kann meist eine p53- und BRCA 1/2-Mutation oder BRCA-Dysfunktion
mit nachfolgender Amplifikation unterschiedlichster Proliferationsgene nachgewiesen werden [ Bast RC.
Et al., 2009).

90% der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf, bis zu ca. 10% scheinen jedoch genetisch bedingt
zu sein [Prat J. et al,, 2005]. Ursachlich flr die Entstehung dieser hereditaren Ovarialkarzinome sind
Keimbahnmutationen, die zu dem hereditédren Brust- und Ovarialkarzinom-Syndrom, dem Lynch-
Syndrom oder dem seltenen Li-Fraumeni-Syndrom filhren kdnnen. Eine Mutation des
Tumorsuppressorgens BRCA-1 (Breast Cancer Gene 1) ist mit einem deutlich erhéhten Risiko fiir ein

Mamma- oder Ovarialkarzinom verbunden [Miki Y. et al., 1994]. 36 bis 46% der Frauen mit diesem
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Gendefekt erkranken im Laufe ihres Lebens an einem Ovarialkarzinom. Liegt die Mutation in den
Exons 12-24 sogar 76% [Brose M.S. et al., 2002]. Frauen mit einer Mutation des BRCA-2-Gens auf
dem Chromosom 13 (13g12-13) haben immer noch ein Risiko von 10-27%. Die genetische
Pradisposition wird bei Vorliegen einer Keimbahnmutation autosomal dominant vererbt, wobei das
pradisponierende Allel wie ein rezessives Allel in einer somatischen Zelle fungiert. Der Verlust bzw. die
Inaktivierung des Wildtypallels in der somatischen Zelle fiihrt dann zur Ausprdgung des malignen
Phanotyps [ Welcsh P.L. et al., 2001; Smith S.A. et al,, 1992)].

In Tab. 2.1-1 sind zusammenfassend die Risikofaktoren und protektive Faktoren fiir ein

Ovarialkarzinom mit ihrem jeweiligen geschatzten Risiko abgebildet.

Geschatztes Risiko Geschatztes rel. Risiko

Lebenszeitrisiko 1,4-1,8 1
Risikofaktoren Pos. Familienanamnese 9,4 5-7

Mutation BRCA-1/ BRCA-2 30-40/ 27 18-29/ 16-19

Lynch II / HPNCC 10 6-7

Sterilitdt, Nullipara 2-5

Spate Menopause/ Friihe Menarche 1,5-2/1-1,5
Protektive Faktoren Multipara, Hysterekt. oder Tubenligat. 0,4-0,6

Orale Kontrazeptiva (abh. von Dauer) 0,4-0,6

Tab. 2.1-1 Einflussnehmende Faktoren auf das Risiko eines Ovarialkarzinoms (nach Hofschneider C.H. et al., 2000)

Eine Darstellung, die die Karzinogenese im Zusammenhang mit langen hohen Ostrogenspiegeln, unter

Beriicksichtigung der genetischen Veranlagung veranschaulichen soll, zeigt Abbildung 2.1-1.
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Abb. 2.1-1: Zusammenhang zwischen Karzinogenese, Ostrogenspiegel und BRCA-Mutation (modifiziert nach Welcsh P.L., 2001)

Unter physiologischen Bedingungen wird der Zellzyklus so kontrolliert, dass ein evtl. auftretender
DNA-Schaden sofort repariert wird, oder falls dies nicht mdglich ist, es zu einem Absterben der Zelle
kommt.

Aufgrund des Ostrogen-Einflusses kommt es zu einer sehr hohen Proliferationsrate im Ovar. Dadurch
ist es wahrscheinlich, dass die Reparaturkapazitat innerhalb einer Zelle abnimmt. Besteht nun eine

BRCA-Mutation (blau) in der Keimbahn, und kommt es auch noch zu einer Mutation in dem noch
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intakten Allel, so wird die Zelle Uber eine Aktivierung der ,critical cell cycle checkpoints® eliminiert.
Treten die Mutationen an den beiden Allelen erst im Laufe des Lebens auf, so ist es nahe liegend,
dass der Schaden erst einige Zeit spadter relevant wird [Welcsh P.L. et al., 2001]. Damit es nun
endgliltig zum ungebremsten Zellwachstum kommt, bedarf es neben den Mutationen zusatzlich noch
eines Defekts innerhalb den Kontrollpunkten, wie z.B. dem Tumorsuppressor-Gen p53 [Xu X. et al.,
1999]. Auch Fathalla et al. vertreten die Theorie, dass eine permanente Ovulation, welches ein
standiges ZerreiBen des oberflachlichen Ovarepithels mit darauf folgender Reparatur nach sich zieht
wahrscheinlich zu einer hoheren Mdglichkeit an spontanen Mutationen und somit einem erhdhtem
Risiko fiir ein Ovarialkarzinom flhrt [ Fathalla M.F. et al, 1971].

2.1.3 Histologische Einteilung

Das Ovar wird von drei histogenetisch unterschiedlichen Geweben gebildet. Dementsprechend
ergeben sich nach der Klassifikation der WHO neun Hauptgruppen mit jeweils verschiedenen
Untergruppen.

Mit fast 90% bilden die epithelialen Ovarialkarzinome die statistisch bedeutsamste Gruppe unter den
Malignomen des Ovars. Davon sind zwischen 75 und 80% serdés, die muzinésen und endometroiden
epithelialen Karzinome lassen sich zu jeweils 10% finden [Holschneider C.H. et al., 2000). 3 bis 5%
der Malignome entstehen primar aus Keimzellen, 5 bis 8% haben ihren Ursprung im
Keimstrangstroma. Einen kleinen Anteil der Ovarialtumoren bilden Metastasen anderer Karzinome,
beispielsweise des Endometriumkarzinoms, des Mammakarzinoms oder gastrointestinaler Karzinome
wie der Krukenbergtumor [Pilli G.S. et al., 2002).

Die folgende Tabelle 2.1-2 gibt die WHO-Klassifikation der Ovarialtumoren wieder.

I Oberflachenepithel-Stromatumoren IIT Keimzelltumoren

I.1  Serdse Tumoren III.1 Dysgerminom

1.2  Muzinbse Tumoren, endozervikale wu. II1.2  Endodermaler Sinustumor

intestinale Typen

1.3 Endometroide Tumoren II1.3 Embryonales Karzinom

1.4  Klarzellige Tumoren II1.4 Polyembryom

1.5 Transitionalzellige Tumoren II1.5 Chorionkarzinom

1.6 Plattenepithelkarzinome II1.6  Teratom

1.7  Epitheliale Mischtumoren I11.7 Gemischte Keimzelltumoren

1.8 Undifferenzierte Karzinome v Gonadoblastom

II Keimstrangstromatumoren \'} Keimzell-Keimstrangstroma-Tumor

II.1  Granulosa-Stromazelltumoren VI Tumoren des Rete ovarii

I1.2 Sertoli-Stromazelltumoren, Androblastom VII Mesotheliale Tumoren

II.3 Keimstrangtumoren mit annuldren Tubuli VIII Tumoren unsicherer Histogenese und
verschiedene Tumoren

I1.4 Gynandroblastom IX Gestationale trophopl. Erkrankung

I1.5 Unklassifizierbar X Weichsgewebstumoren, nicht ovarspez.




I1.6  Steroid-(Lipid-)Zelltumoren XI Maligne Lymphome, Leukdmien
XII Unklassifizierbare Tumoren
XIII Metastasen

Tab. 2.1-2 WHO-Einteilung der Ovarialtumoren

Einige histologische Untergruppen der epithelialen Tumore reprasentieren die epithelialen Merkmale
des unteren Genitaltraktes. Man nimmt an, dass diese Differenzierungen den aus der Embryologie
bekannten Entwicklungspotenzen des Miiller-Z6lomepithels entsprechen. Papillar-serése Tumoren
erinnern beziglich ihres Aussehens an das glanduldre Epithel, welches die Eileiter auskleidet.
Muzindse Tumoren enthalten Zellen, die den Endozervikaldriisen ahneln und endometroide Tumore
lassen an ein Endometrium denken [Holschneider C.H. et al., 2000]. Auch Kombinationen der
einzelnen histologischen Typen kommen vor.

Die Stadieneinteilung nach den Richtlinien des TNM-Systems der UICC (Union Internationale Contre le
Cancer) von 2014 und der FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d' Obstétrique) sind in
der anschlieBenden Tabelle 2.1-3 dargestellt [ Prat J., 2014].

TNM FIGO Befundsituation
T1 I Tumor begrenzt auf Ovarien
Tla IA Tumor auf ein Ovar begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der Oberflache
des Ovars
Tib 1B Tumor auf beide Ovarien begrenzt; Kapsel intakt; kein Tumor auf der

Oberflache beider Ovarien; keine malignen Zellen im Aszites oder
Peritonealspiilung

Ticl IC1 Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit intraoperativer
Kapseleréffnung

Tilc2 IC2 Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur vor der Operation
und/ oder Tumor an Ovaroberflache

Tic3 1C3 Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien und maligne Zellen im Aszites oder

bei Peritonealspiilung

T2 II Tumor befillt ein oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus
T2a I1A Ausbreitung auf und/ oder Implantate an Uterus und/ oder Tube(n)
T2b 1IB Ausbreitung auf anderes Beckengewebe

T3 III Tumor Dbeféllt ein oder beide Ovarien mit histologisch

nachgewiesenen Peritonealmetastasen auBBerhalb des Beckens und/
oder regiondren Lymphknotenmetastasen

T1/T2 N1 IIIA1  Nur retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

T1/T2N1a ITIAli  Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen </= 10mm

T1/T2N1b ITIALii  Retroperitoneale Lymphknotenmetastasen > 10mm

T3a NO/N1 IIIA2  Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens

T3b NO/N1 I11B Makroskopische  Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, groBte
Ausdehnung < 2 cm

T3c NO/N1 IIIC Peritonealmetastasen jenseits des Beckens, groBte Ausdehnung > 2 cm

M1 v Fernmetastasen (ausgeschl. Peritonealmetastasen)

Mila IVA Maligne Zellen im Pleuraerguss

M1ib 1vB Parenchymmetastasen

NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

Tab. 2.1-3 Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms
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Unabhangig vom histologischen Typ wird das Grading des Ovarialkarzinoms bestimmt. Bisher gibt es
fir das Ovarialkarzinom kein spezielles Graduierungssystem. Allgemein anerkannt ist das
Gradingsystem nach Silverberg, welches aus einem Punkte-Score besteht. Dieser wird durch Analyse
der histologischen Parameter Architektur, Kernpleomorphie und Mitosezahl erhoben. Es kdnnen
zwischen drei und neun Punkte erreicht werden. Aus dem Gesamtscore, nach Addition der drei
Punktwerte flir diese Parameter ergibt sich der Differenzierungsgrad, bei dem zwischen hoch
differenziert (Grad 1), maBig differenziert (Grad 2) und gering differenziert bis undifferenziert (Grad 3-
4) unterschieden wird [Silverberg SG, 2000).

Bei den Tumoren mit niedriger maligner Potenz, den so genannten Borderline-Tumoren bzw. atypisch
proliferierenden Tumoren handelt es sich um eine heterogene Gruppe epithelialer Tumoren, die einen
Anteil von 15-20% der epithelialen Ovarneoplasien ausmacht. Sie sind gekennzeichnet durch eine
gesteigerte Zellproliferation, verbunden mit zelluldren Atypien, vermehrtem Mitosegehalt und Stérung
der Architektur. Im Unterschied zu den Karzinomen fehlt jedoch ein invasives Wachstum
[Holschneider C.H. et al., 2000]. Die 5 Jahres Uberlebensrate betrdgt zwischen 90 und 100%.
Extraovarielle peritoneale Absiedlungen, welche in bis zu 30-40% der Falle gefunden werden, sind in
etwa 90% nicht-invasiv, kdnnen aber in ca. 10% der Falle auch ein invasives Wachstum zeigen
[Gershenson D.M. et al., 1998].

2.1.4 Prognose

Man unterscheidet beim Ovarialkarzinom klinische, histologische und tumorbiologische
Prognosefaktoren. In erster Linie wird die Prognose signifikant durch klinische Indikatoren wie dem
Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und insbesondere durch den
postoperativ verbliebenen Tumorrest bestimmt [Chan J.K. et al., 2003, Tingulstad S. et al., 2003).
Tumorbiologische Prognosefaktoren, die direkt auf den malignen Eigenschaften der Tumorzelle wie
Proliferation, Invasion und Metastasierung beruhen, liefern wichtige Zusatzinformationen (iber den
Verlauf der Erkrankung [Du Bois A.et al., 2009).

Entscheidend fiir die Prognose sind zundchst einmal das Staging, die Tumorausbreitung, sowie das
Tumorvolumen bei der Erstdiagnose [7entes A.A. et al, 2003]. So betragt die Fiinfjahres-
Uberlebensrate im Stadium FIGO I zwischen 80 und 95%, im Stadium FIGO II liegt sie bei 51 bis
75%. Patientinnen mit Ovarialkarzinom im FIGO-Stadium III haben eine Fiinfjahres-Uberlebensrate
von 17-35%, im Stadium FIGO IV nur noch 10% bis 15% [Nguyen H.N. et al.,, 1993, Wong K.H.,
2012, TZM, 2014]). Nach Erhebungen des Tumorzentrum Minchen liegen die Zehnjahres-
Uberlebensraten im Stadium I zwischen 90 und 70%, im Stadium IIIC unter 20% und im Stadium IV
unter 10% [ 72ZM, 2014).

Beim Ovarialkarzinom hat sich gezeigt, dass vor allem der residuale Tumor nach der Operation der
starkste, unabhdngige prognostische Parameter ist. Die beste Prognose haben Patientinnen mit

makroskopischer Komplettresektion, gefolgt von Patientinnen mit einem Tumorrest kleiner 1 cm.
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Patientinnen mit einem Tumorrest groBer 1 cm, haben die schlechteste Prognose, wobei die genaue
GroBe des Tumorrestes dann keine Bedeutung mehr hat. Du Bois et al. konnte durch Analyse der
Daten von Uber 3100 Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom aus drei randomisierten
AGO-Multicenterstudien darstellen, dass eine Komplettresektion fiir das Uberleben eine signifikante
Rolle spielt, selbst im Vergleich zu einem minimalen Tumorrest. Tumorfrei operierte Patientinnen
Uberlebten im Schnitt 99,1 Monaten, Patientinnen mit einem Tumorrest von 1-10 mm nur noch 36,2
Monate und Patientinnen mit einem Tumorrest gréBer 10 mm starben im Mittel nach 29,6 Monaten
[Du Bois A. et al,, 2009]. Durch Eisenkop et al. konnte zudem in einer prospektiven Studie mit 408
Patientinnen im Stadium IIIC gezeigt werden, dass eine Tumorreduktion auf makroskopische
Tumorfreiheit einen signifikanteren Einfluss auf das Uberleben hat als das Ausmass der
Tumorausbreitung vor der Therapie [£isenkop S.M. et al., 2003). Du Bois stellte durch Analyse des
Zusammenhangs zwischen FIGO-Stadium und verbleibendem Tumorrest dar, dass alle Patientinnen
von einer Komplettresektion profitieren. Folgende Graphiken wurden aus dieser Publikation
entnommen [Du Bois A. et al., 2009).
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Abb. 2.1-2 Gesamt-Uberleben (A) und progressionsfreies Uberleben (B) fiir die FIGO-Stadien II bis IV in Abhdngigkeit von der
operativen Radikalitat [ Duv Bois A. et al., 2009

Auch die Daten des Tumorzentrums Minchen belegen die Daten von Du Bois, dass durch eine
Erhéhung des Anteils radikaler Tumorentfernung die Uberlebenszeit deutlich verlédngert werden kann.
Bei einer radikalen Operation im Stadium FIGO III liegt die 10-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 37%, bei
einem Tumorrest von mehr als einem Zentimeter unter 10%. Auch Patientinnen mit einem FIGO-
Stadium IV profitieren von einer makroskopischen Komplettresektion, hierbei ergibt sich eine
Fiinfjahres-Uberlebensrate von 35%. Gelingt keine Komplettresektion, ist der Tumorrest jedoch kleiner
als ein Zentimeter, sinkt die Fiinfjahres-Uberlebensrate auf 18% ab, bei einem Rest von mehr als
einem Zentimetern liegt sie bei unter 10% [72M, 2014]. Auch die Daten von Wimberger et al. im
Rahmen einer Auswertung von groBen Multicenter first-line Studien bestdtigen den Benefit von einer
Komplettresektion bei Patientinnen mit einem FIGO-Stadium IV [ Wimberger P. et al., 2010].
Insgesamt lasst sich sagen, dass nur eine makroskopische Komplettresektion als optimales
Operationsergebnis gilt, der Tumorrest spielt eine groBe prognostische Bedeutung [Du Bois A. et al.,
2009; Wimberger P. et al., 2010).
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Weitere Prognosefaktoren sind der histologische Typ des Ovarialkarzinoms und der
Differenzierungsgrad. Nach Daten des Tumorzentrums Minchen haben in fortgeschrittenen Stadien
muzindse und Kklarzellige Karzinome eine signifikant schlechtere Prognose als serds papilldre
Karzinome [ 7ZM, 2014]. Das endometroide Adenokarzinom neigt eher dazu auf das Ovar begrenzt zu
bleiben, wohin gegen das serdse Adenokarzinom liberwiegend in den spateren Stadien FIGO III und
IV gefunden wird [Eisenkop S.M., 1998; Kaku T. et al., 2003; Polverino G. et al., 2005). Du Bois
konnte in seiner Analyse zeigen, dass der muzindse Subtyp die meisten anderen Prognosefaktoren wie
Alter, Allgemeinzustand der Patientin und Grading deutlich (berwiegt. Lediglich das Ausgangsstadium
und die Komplettresektion nehmen bei einem muzindsen Ovarialkarzinom einen Einfluss auf die
Prognose [Du Bois A. et al.,, 2009).

Ob der Differenzierungsgrad einen prognostischen Indikator darstellt, wird immer noch kontrovers
diskutiert. Aus der Studie von Sato et al. liegen Ergebnisse vor, die eine eindeutige Signifikanz zeigen.
Von den Patientinnen mit Grad 1 lebten nach 5 Jahren noch 91%, mit Grad 2 noch 64% und mit Grad
3 nur noch 38% [Sato Y. et al.,, 2003]. Tingulstad et al. konnte in seiner Studie jedoch zeigen, dass
Faktoren wie histologischer Typ und Grading nicht signifikante Variablen bzgl. der Vorhersage des
5-Jahres-Uberlebens sind [ 7ingulstad S. et al., 2003). Scheinbar spielt das Grading vor allem bei den
friihen Tumorstadien eine prognostische Rolle [ Dembo AJ. Et al.,, 1990].

Als gesicherte prognostische Indikatoren kénnen auch der Karnofsky-Index und das Erkrankungsalter
[ 7ingulstad S. et al.,, 2003 herangezogen werden. Auch das Vorhandensein oder das Fehlen von
Aszites kénnen die Prognose beeinflussen [Ch/ D.S. et al., 2001].

Der DNA-Index (Ploidiestatus) und das AusmaB der S-Phase werden als von der Histomorphologie
unabhdngige Faktoren bei invasiven Karzinomen betrachtet, im FIGO Stadium III stellt der DNA-Index
neben dem verbleibenden Tumorrest den gréRten prognostischen Faktor dar [Kimmig R. et al., 2002).
AuBerhalb von Studien sind routinemaBige Bestimmungen dieser tumorbiologischen Parameter nicht
sinnvoll, da sie bisher zu keiner klinischen Konsequenz fihrten. Neue Erkenntnisse (iber
Molekularbiologie und Genetik in neue Therapieoptionen umzusetzen ist Gegenstand aktueller

Forschungsvorhaben.

2.1.5 Ausbreitung

In erster Linie breitet sich das Ovarialkarzinom intraabdominell und retroperitoneal (ber die
Lymphbahnen in die regiondren Lymphknoten aus.

Zur intraabdominellen Metastasierung kommt es (ber Ablosung von Tumorzellen aus der
Ovaroberflache. Diese zirkulieren dann mit der Peritonealfllssigkeit in der Bauchhdhle und kénnen
sich auf dem Peritoneum implantieren. Bereits im Friihstadium sind solche Implantationsmetastasen
nachzuweisen. Es wird dabei zwischen einem Befall der Serosa des kleinen Beckens, was dem FIGO-
Stadium II entspricht, und einer Ausbreitung jenseits des kleinen Beckens, FIGO III, differenziert. In

diesem Stadium kénnen sowohl Darmschlingen, das Zwerchfell, die Milz, die Leberkapsel wie auch die
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parakolische Raume befallen sein. Sehr hadufig sind Tumorabsiedlungen im Omentum majus
feststellbar. Aufgrund der relativ geringen Invasivitdat des Ovarialkarzinoms kommt es duBerst selten
Zu einer primdren parenchymatdsen Invasion der Leber oder Lunge oder zu einem transmuralen
Einbruch in das Darm- oder Magenlumen.

Das Ovarialkarzinom kann sich direkt Uber die Lymphbahnen in die paraaortalen Lymphknoten
ausbreiten, entlang dem Lig. infundibulo pelvicum. AuBerdem kann es zu einem direkten Befall der
pelvinen Lymphknoten Uber das Ligamentum latum kommen. Nach einer Studie von Morice et al.
haben rund 30% bzw. 40% der Patientinnen bei Diagnosestellung bereits positive pelvine bzw.
positive paraaortale Lymphknoten, zu mehr als 40% sind beide Stationen betroffen [ Morice P. et al.,
2003]. Die Untersuchungen von Pickel et al. flihrten zu dem Ergebnis, dass bereits iber 70% der
pelvinen und 60% der paraaortalen Lymphknoten befallen waren. Die héchste Inzidenz mit lber 70%
bei den pelvinen und fast 70% bei den paraaortalen Lymphknoten wurde im FIGO-Stadium III
beobachtet [Picke/ H. et al., 1989]. Schon im Stadium pT1 muss man mit einer Haufigkeit von bis zu
20% mit positiven Lymphknoten rechnen [Morice P. et al., 2003]. Bei 40% der Patientinnen im
Stadium FIGO II sind befallene Lymphknoten zu finden [Morice P. et al., 2003).

Eine hamatogene Dissemination im Sinne einer Fernmetastasierung in parenchymatdse Organe ist
selten. Meist findet sich beim FIGO IV ein maligner Pleuraergu. Parenchymatdse
Fernmetastasierungen finden sich hauptsdchlich in Lunge und Leber, seltener im Knochen oder
Gehirn. Im spateren Verlauf der Erkrankung lassen sich diese jedoch sekundar haufiger finden
[Cormio G. et al., 2003).

2.1.6 Klinische Symptomatik und Diagnostik

Ein groBes Problem des Ovarialkarzinoms ist, dass es keine charakteristischen Friihsymptome gibt.
Bei fortgeschrittenen Tumorstadien treten abdominelle Schmerzen, vor allem Zunahme des
Bauchumfanges sowie gastrointestinale Beschwerden mit Obstipation bis zum Subileus/ Ileus [Chan
Y.M. et al., 2003].

Erster und wichtigster Schritt zur Beurteilung der Ovarien ist die rektovaginale Palpation. Als
bedeutendes bildgebendes Verfahren zur Diagnostik des Ovarialkarzinoms dient die transvaginale
Sonographie, die der abdominellen Sonographie hinsichtlich der Beurteilung der Ovarien deutlich
Uberlegen ist [Lewis S. et al, 2003]. Méglicherweise kann durch die Farb-Dopplersonographie
aufgrund von unterschiedlichen FluBgeschwindigkeiten des Blutes im Tumor eine noch bessere
Dignitatsbeurteilung erzielt werden [Kawa/i M. et al, 1992]. Die Beurteilung des Ovars, die bei
pramenopausalen Patientinnen u.a. durch funktionelle Veranderungen am Ovar sehr diffizil sein kann,
erfolgt mit Hilfe etablierter Kriterien, die eine Einteilung in zystische und solide Tumorkomplexe
ermdglichen, sowie mit so genannten morphologischen Scores.

Als Versuch um gegebenenfalls die Ausdehnung des Tumors und dessen Manifestation im Bereich des

Abdomens besser abschatzen zu konnen hat die Magnetresonanztomographie ihren Stellenwert.
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Beziiglich der Beurteilung des kleinen Beckens ist sie dem CT zwar deutlich iberlegen, hat aber leider
auch sehr groBe Defizite und ist der Vaginalsonographie nicht tberlegen.

Zusatzlich kénnen auch Tumormarker wie CA-125 gemessen werden, die aber zum Screening nicht
geeignet sind. Die Tumormarker CA 12-5 kann beispielsweise durch andere benigne Erkrankungen wie

die Endometriose oder Lebererkrankungen erhoht sein [Lewis S. et al., 2003).

2.1.7 Therapie

Die Operation hat den héchsten Stellenwert in der Therapie des Ovarialkarzinoms. Oberstes Ziel ist die
radikale Tumorresektion. Wie schon erwdhnt verschlechtert sich bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom die Prognose bei postoperativ verbleibendem Tumorrest. Daher
sollte wenn irgend mdoglich eine komplette Tumorresektion erfolgen und falls dies nicht erreicht
werden kann, zumindest eine Reduktion auf unter einen Zentimeter. Die Standardoperation des
Ovarialkarzinoms beinhaltet in der Regel eine Hysterektomie mit beidseitiger Adnektomie, eine
infragastrische Omentektomie, beim muzindsen Subtyp auch eine Appendektomie, sowie zahlreiche
Entnahmen von Peritonealbiopsien im Unter- und Oberbauch v.a. vom Douglas Raum. Bei Befall des
Mittel- und Oberbauches sind ggf. noch weitere oberbauchchirurgische Eingriffe nétig. Aufgrund des
haufigen Lymphknotenbefalls sollte, falls eine makroskopische Tumorfreiheit erzielt werden kann,
zudem eine radikale Lymphadenektomie angestrebt werden, wo sowohl die pelvinen als auch die
paraaortalen Lymphknoten bis zum Abgang der Nierenvenen beidseits entfernt werden sollen
[Scarabelli C. et al.,, 1997 Pickel H. et al., 1989). Die Wertigkeit der radikalen Lymphonodektomie
wird derzeit bei Patientinnen mit FIGO IIB-IV und Komplettresektion in der prospektiv randomisierten,
multizentrischen LION-Studie der AGO Ovar Uberpriift.

Auch bei einem klinisch fassbaren Rezidivtumor kann durch eine Tumorreduktion die Uberlebenszeit
der Patientinnen verlangert werden, aber nur sofern makroskopische Tumorfreiheit erreicht werden
kann. Prognostisch giinstig fiir eine Rezidivoperation ist hierbei ein rezidivfreies Intervall groBer als
zwoOIf Monate [Hoskins W.J. et al,, 1994]. Die Peritonealkarzinose gilt als negativer Pradiktor fir das
Erreichen einer Komplettresektion in der Rezidivchirurgie des Ovarialkarzinoms. Die DESKTOP-Studien
konnten zeigen, dass jedoch bei Erzielen einer RO-Resektion die Peritonealkarzinose per se keinen
Einfluss auf die Prognose hatte. Positive pradiktive Faktoren fiir das Erreichen einer Komplettresektion
in der Rezidivsituation sind eine Komplettresektion bei der Primdroperation, ein guter
Allgemeinzustand und das Fehlen von Aszites [ Harter P. et al., 2009 und 2011].

Eine Second-look Operation wird auBerhalb von Studien kaum noch durchgefiihrt, da sie fiir die
Prognose der Patientin irrelevant ist [Sato, N. et al., 2003].

Die Chemotherapie hat bei der Behandlung des Ovarialkarzinoms einen besonderen Stellenwert. Nur
im FIGO-Stadium IA mit einem Grading G1 kann auf eine Chemotherapie verzichtet werden [ 7rimbos
B. et al., 2010]. Alle anderen Stadien erhalten eine systemische Primdrbehandlung. Die adjuvante

Chemotherapie soll nach operativer Entfernung des makroskopisch sichtbaren Tumorgewebes die
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vermeintlich verbliebenen Mikrometastasen bekampfen. Ist keine relevante Tumorreduktion mdglich,
wird nach histologischer Sicherung des Ovarialkarzinoms eine primare Chemotherapie durchgefiihrt
und gegebenenfalls nach zwei bis drei Zyklen eine Interventionslaparotomie, dies méglichst mit dem
Ziel der maximalen Tumorreduktion.

Bei Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom FIGO IB-IV wird eine primare platinhaltige Chemotherapie
empfohlen. Der derzeitige Standard der Primdrtherapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms
(Stadium IIB-1V) ist eine Kombination aus Carboplatin und Paclitaxel. Es sollten hierbei sechs Zyklen
Carboplatin (AUC 5) und Paclitaxel (175 mg/m2 KOF) 3-wochentlich appliziert werden. Der Zusatz
eines dritten Chemotherapeutikums wie z.B. Epirubicin, Doxorubicin, Topotecan oder Gemcitabine
fiihrt zu keiner Verbesserung des Uberlebens bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom
[Du Bois A. et al., 2005 und 2010).

Die Hinzugabe des Angiogenesehemmers Bevacizumab in der Dosierung 15 mg/kg KG alle drei
Wochen initial zur Standardchemotherapie konnte in zwei Phase-III-Studien GOG-218 und ICON7 eine
signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens zeigen, Daten zum Gesamtiiberleben
stehen noch aus. Der Antikdrper wird zusatzlich nach Beenden der Chemotherapie als Monotherapie
Uber insgesamt 15 Monate oder bis zum Progress verabreicht. Zugelassen ist die Substanz seit 2011
fur die Primartherapie des Ovarialkarzinoms in den FIGO-Stadien IIIB bis IV in Kombination mit
Carboplatin und Paclitaxel [ Burger R.A. et al., 2011 und Perren T. et al., 2012].

2.1.8 Nachsorge und Rezidivtherapie

In der onkologischen Nachsorge gehdren die rektovaginale Palpation und die transvaginale
Sonographie zum Standard. Bei Verdacht auf ein Rezidiv kénnen die Tumormarker CA 125 und beim
muzindsen Subtyp CA 72-4 bestimmt werden. Eine signifikante Erhéhung der Tumormarker im Verlauf
weist mit hoher Sensitivitdt und Spezifitadt auf ein Vorliegen eines Rezidives hin [Perkins G. L. et al.,
2003]. Erst bei klinisch begriindetem Verdacht auf eine Rezidiverkrankung laut Bildgebung besteht
derzeit die Indikation fiir eine weitere Therapie.

Die meisten Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom werden im Rahmen der
Primartherapie trotz einer Kombination aus operativem Tumor-Debulking und anschlieBender
Standard-Chemotherapie ein Rezidiv des Ovarialkarzinoms erleiden. Dann ist keine Heilung mehr
moglich. Die therapeutischen Méglichkeiten bei einer Progression oder einem Rezidiv sind begrenzt.
Entscheidend fiir die Planung der weiteren Behandlung sind die Abwagung der zu erwartenden
Wirkung Uber die Nebenwirkungen, sowie die Lebensqualitat der Patientin.

Patientinnen, bei denen die letzte platinhaltige Chemotherapie kiirzer als sechs Monate zuriick liegt
profitieren nur wenig von einer chemotherapeutischen Behandlung. Man spricht hier von einem
platinresistenten Ovarialkarzinomrezidiv. Die Ansprechraten der palliativen Monochemotherapie liegen
nur um die 20%. Eingesetzt werden kdnnen pegyliertes liposomales Doxorubicin, Topotecan,

Gemcitabine oder Paclitaxel weekly bei gleicher Effektivitat.
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Patientinnen hingegen mit einem platinsensiblen Rezidiv, also einem langeren rezidivfreien Intervall
profitieren von der Reinduktion einer platinhaltigen Kombinationschemotherapie wie u.a. die
CALYPSO-Studie belegen konnte. Diese non-inferiority-Studie, zeigte in der Rezidivtherapie des
platinsensiblen Ovarialkarzinoms bei der Kombination Carboplatin und pegyliertes liposomales
Doxorubidin im Vergleich zu Carboplatin und Paclitaxel ein langeres progressionsfreies Intervall
[Pujade-Lauraine E. et al., 2009]. Die OCEANS-Studie zeigte, dass durch Addition von Bevacizumab zu
Carboplatin und Gemcitabine beim platinsensiblen Ovarialkarzinom-Rezidiv das progressionsfreie
Intervall signifikant verlangert werden konnte. Nach Daten der AURELIA-Studie verléngert sich auch
beim platinresistenten Ovarialkarzinomrezidiv durch die Applikation von Bevacizumab zu einer nicht-
platinhaltigen Monochemotherapie das progressionsfreie Intervall [Shaw D. et al., 2013].

In seltenen Fallen profitieren die Patientinnen von einer Rezidivoperation, falls dort eine
Komplettresektion erreicht wird [Kuhn W.C., 2003; Harter P. et al., 2009).
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2.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Wechselwirkung von Licht mit der zu analysierenden Substanz ist die Basis aller spektroskopischen
Untersuchungsmethoden. Licht kann dabei von der Substanz absorbiert wie auch abgestrahlt werden.
Zunachst soll auf einige physikalische Vorgange, die bei der photodynamischen Diagnostik (PDD)

vorkommen, naher eingegangen werden.

2.2.1 Zusammenhang von Wellenldnge und Farbeindruck

Physikalisch gesehen, ist Licht eine elektromagnetische Welle, die sich transversal ausbreitet, also
deren Schwingungsebene senkrecht zur Ausbreitungsrichtung steht.

Die elektromagnetischen Wellen lassen sich in Abhangigkeit von der Wellenldnge A verschiedenen
Spektralbereichen zuteilen. Bedeutend fiir die photodynamische Diagnostik ist dabei der Bereich des
sichtbaren Lichts, der nur ein sehr kleines Spektrum von A = 400-800 nm umfasst.

Erreichen alle Wellenlangen des sichtbaren Bereichs die Netzhaut des Auges, ist ein weiBer Kérper zu
sehen. Werden alle Wellenlangen des sichtbaren Bereichs vom K&rper absorbiert und trifft somit kein
Licht auf das Auge, so entsteht der Sinneseindruck schwarz.

Ein Farbeindruck von einem betrachteten Koérper entsteht dann, wenn Wellenldngen absorbiert
werden und der Kérper nur einen Rest aus dem Spektrum reflektiert oder durchlasst. Die Farbe, die
dann vom Auge gesehen wird, wird von der Wellenldnge dieses ,Restlichts" bestimmt.

Ein Kérper kann ebenso farbig gesehen werden, wenn er Licht mit einer Wellenldnge, die im
sichtbaren Bereich liegt, abstrahlt, man spricht von emittiert.

Das Anregungslicht der PDD liegt in einem Wellenldngenbereich von A = 380 — 440 nm und erscheint
durch die Reflexion am Gewebe violett bis blau. Das Maximum der Autofluoreszenz liegt bei
A = 500-520 nm und kann der Farbe griin zugeordnet werden. Der rote Farbeindruck, den man bei
der Porphyrinfluoreszenz erhdlt, wird durch die emittierte Wellenlange im Bereich von A = 635 nm

erzeugt.

2.2.2 Elektronenanregung

Molekiile und Atome kdnnen durch eine auftreffende Strahlungsenergie des Lichts angeregt werden.
Das bedeutet, dass Elektronen aus einem Schwingungsniveau des Grundzustandes auf ein héheres
Energieniveau angehoben werden. Die mdglichen Niveaus, die diese Elektronen im Atom oder Molekill
dann erreichen kénnen, haben nach Bohr diskrete Werte, man spricht von gequantelt.

Um ein Elektron aus dem Niveau Sy mit der Energie E, in ein Niveau S; der Energie E; zu Uberfiihren,
ist ein Energiebetrag von E=|E;-Ey| ndétig. Diese Energie kann von ,Energietrdgern" des Lichts, den

Photonen durch Absorption auf die Elektronen (ibertragen werden. Da die Energie der Photonen mit
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der Wellenldnge A durch die Gleichung E= (h*c)/A definiert ist und h und c konstant sind, miissen die
Photonen zum Erreichen dieses bestimmten Energiebetrages eine vorgeschriebene Wellenldnge

haben. Ansonsten wird die gesamte Intensitat des einfallenden Lichts vom Kdrper durchgelassen.

2.2.3 Energieabgabe

Die von einem Molekiil absorbierte Energie kann durch verschiedene photodynamische Prozesse
wieder abgegeben werden, wobei nur auf die Fluoreszenz eingegangen werden soll.

Bei der Fluoreszenz, wie sie bei der photodynamischen Diagnostik auftritt, fallt das Elektron vom
Schwingungszustand eines elektronischen Anregungszustands in beliebige Schwingungsniveaus des
Grundzustands zurtlick. Die Energiedifferenz E=|E;—EOQ|=(nk)/A wird als Licht mit der Wellenldnge A
emittiert. Die charakteristische Zeitspanne, die gemessen wird ab der Anregung des Elektrons bis zur

Fluoreszenzbeobachtung, liegt im Bereich von 10 bis 10° s.
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2.3 Grundlagen der Photodynamische Diagnostik und photodynamische Therapie

2.3.1 Grundprinzip der photodynamischen Diagnostik

Ziel der photodynamischen Diagnostik (PDD) ist es, mittels Fluoreszenznachweis einen oberflachlichen
Tumor oder eine Dysplasie mdglichst genau lokalisieren zu kénnen, sowie eine exakte Abgrenzung
vom gesunden Gewebe erreichen zu kénnen.

Bei der PDD wird zunachst ein Farbstoff, der Photosensibilisator, lokal oder systemisch appliziert. Eine
wichtige Eigenschaft des Photosensibilisators, der fiir die PDD eingesetzt wird ist, dass er sich vor
allem in neoplastischem Gewebe akkumuliert [Kennedy J.C. et al., 1990]. Dieser Farbstoff wird nach
einer gewissen Zeit, in welcher er von den Zellen aufgenommen wurde, mit Licht eines vom
verwendeten Photosensibilisators abhdngigen Wellenlangenspektrums bestrahlt. Dieses liegt
optimalerweise im Bereich des absoluten Absorptionsmaximums des Photosensibilisators. Von jenem
werden dann kurzzeitig Elektronen angeregt, die unter Aussendung eines ebenfalls fiir den
Photosensibilisator charakteristischen Fluoreszenzlichtes in den Grundzustand zurlickkehren.

Das Anregungslicht bei der PDD mit 5-ALA liegt im blauen Wellenldngenbereich, das des
Fluoreszenzlichtes im roten Spektrum.

Aufgrund dieser unterschiedlichen Lichtfarben und der Zellselektivitdt des Photosensibilisators lassen
sich die neoplastischen Areale, die rot leuchten, leichter vom umgebenden gesunden Gewebe
abgrenzen, an welchem nur das blaue Anregungslicht reflektiert wird. Zusatzlich sollen durch die
farbliche Hilfe kleinste Herde entdeckt werden, die bei WeiBlichtbetrachtung gegebenenfalls
Ubersehen worden waren.

Da es flir jeden Photosensibilisator ein charakteristisches Fluoreszenzlicht gibt, kann man, um
Verwechslungen mit &hnlich strahlenden Substanzen ausschlieBen zu kdnnen, dieses Licht
spektrometrisch analysieren.

In Abb. 2.3-1 (Seite 19) ist der Mechanismus der PDD und der nachfolgend beschriebenen

photodynamischen Therapie (PDT) noch einmal anschaulich dargestellt.

2.3.2 Grundprinzipien der photodynamischen Therapie

Bei der photodynamischen Therapie (PDT) wird im Unterschied zur Diagnostik nicht nur eine
Detektion des verdnderten Gewebes angestrebt, sondern liber eine Zell- und Gewebeschadigung eine
Zerstdrung des betroffenen Bereiches erwiinscht, wobei das umgebende gesunde Gewebe weitgehend
geschont wird und somit erhalten bleibt [Levy J.G., 1995, Dougherty T.J., et al., 1998].

Hierfir ist neben einem sensibilisierenden Farbstoff und Licht spezifischer Wellenlange, die
Anwesenheit von Sauerstoff ein wesentlicher Faktor [Fingar V.H., et al., 1992). Die Lichtanregung
erfolgt hier zudem meist nicht im absoluten Absorptionsbereich, sondern im langwelligsten

Absorptionsmaximum des Photosensibilisators, da mit zunehmender Wellenlange durch einen
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geringeren Streukoeffizienten eine bis zu 30% gréBere Eindringtiefe erreicht werden kann [Pass H.IL,
1993, Dougherty T.J., et al., 1992)].

Die angeregten Elektronen der Sensibilisatormolekiile kdnnen zum einen durch darauf folgende
Redoxreaktionen und Radikalkettenreaktionen direkt Schdden am Gewebe verursachen was als
phototoxische Reaktion vom Typ 1 bezeichnet wird.

Zum anderen kdnnen sie ihre Energie auf molekularen Sauerstoff Uibertragen und somit zur Bildung
von Singulett-Sauerstoff, zytotoxischem Sauerstoff und freien Radikalen flihren. Die reaktiven
Sauerstoffmolekiile reagieren mit einer Reihe von Biomolekiilen oder Redoxsystemen der Zelle und
fihren so u.a. durch Permeabilitdtsanderungen der Zell- und Mitochondrienmembran zu dem
erwiinschten Tumorzelluntergang [Peng Q., et al, 199Z]. Man spricht in diesem Fall, wo die
Zellzerstérung vom hochreaktiven Singulett-Sauerstoff ausgeht von einer photooxidaktiven Reaktion
vom Typ 2. Die selektive und lokale Zellzerstérung wird hauptsachlich durch diesen Mechanismus
erreicht [Wolf P, 1999]. AuBerdem kommt es zu einer Schadigung der Endothelien der
tumorversorgenden GefdBe. Dies fihrt zu einer Blutstase der TumorgefdBe mit anschlieBendem
Austritt von zelluldren Blutbestandteilen und Flissigkeit [Krammer B., 1992, Henderson B.W., 1992,
Pass H.I, 1993]. Licht- und elektronenmikroskopisch zeigt sich nach einer photodynamischen
Therapie das Bild einer ausgedehnten hamorrhagischen Nekrose im Tumorgewebe [Peng Q., et al.,
1997].

In der Abbildung 2.3-1 ist zusammenfassend der Ablauf der photodynamischen Diagnostik und

Therapie schematisch veranschaulicht.

Systemische oder lokale Gabe Transport_ und Verteilung Anreicherung im
des Photosensibilisators (5-ALA) ’ im Organismus > | gesunden und v.a.
im veranderten
Gewebe
Anregung Rotfluoreszenz

N

Normalgewebe Normalgewebe PDD

Photosensibilisator
\—/
l PDT

Anregung

N\

Normalgewebe

Abb. 2.3-1: Mechanismus der photodynamischen Diagnostik und Therapie
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2.3.3 Autofluoreszenz

Auch ohne Photosensibilisator kénnen im Gewebe verschiedene Komponenten zur Fluoreszenz
angeregt werden. Man spricht in diesem Fall von einer Autofluoreszenz des Gewebes. Als mdgliche
Substanzen werden in der Literatur Tryptophan, Kollagen, Elastin, NADH, B-Karotin und Flavin
genannt [ Wagnieres G.A. et al., 1998). Wie jeder Photosensibilisator besitzen auch diese Fluorophore,
die hauptsachlich in der Submukosa vorkommen, charakteristische Anregungs- und
Emissionsspektren.

Stérend wirkt sich die Autofluoreszenz auf die PDD aus, wenn sie den Wellenldngenbereich der
Fluoreszenz des Photosensibilisators iiberlagert. Gemessen wird namlich jeweils die
Gesamtfluoreszenzintensitat innerhalb eines breiten Wellenlangenbandes, bei der nicht zwischen
endogenen und exogenen Anteilen unterschieden werden kann. Besonders schwierig richtige
Aussagen bzgl. der Intensitdt zu treffen wird es, wenn der endogene Anteil im Untergrund innerhalb
des untersuchten Bereichs in seiner Intensitdat variiert z.B. auf Grund wechselnder
Gewebemorphologie.

In Tab. 2.3-1 sind einige Fluorophore mit den jeweiligen Anregungs- und Emissionsmaxima
aufgefiihrt, die als Quellen fiir die Autofluoreszenz des Gewebes wahrend der PDD oder PDT in Frage
kommen [Richards-Kortum R. et al.,, 1996]

Fluorophore Vorkommen/Funktion Exzitationsmaximum [nm] Emissionsmaximum [nm]
Elastin Submukosa 350/410/450 420/500/520
Kollagen Submukosa 280/265/330/450 310/385/390/530
Oxidierte Flavine Atmungskette/Epithel 390/460 530

Lipofuszin Gealterte Zellen 340/430 560

Porphyrin Hambiosynthese 405 635/700

Tab. 2.3-1: Endogene Fluorophore mit ihren Anregungs- und Emissionsmaxima

Auch andere Substanzen im Gewebe wie Melanin, Hamoglobin und Wasser beeinflussen das
Emissionsspektrum durch eine wellenlangenabhdngige Lichtabsorption. Wasser absorbiert jedoch in
dem zur PDD verwendeten Wellenlangenbereich kaum und Melanin weist eine relativ konstante
Absorptionsintensitat auf.

Die Absorptionskurve des Hamoglobins zeigt aber zwei exakt definierte Peaks innerhalb des
beobachteten Emissionsbereichs. Daher kénnen Schwankungen der Hamoglobinauflagerungen auf
dem MeBbereich oder auch BlutfluB zu unterschiedlich ausgepragter Intensitat der Fluoreszenz fiihren
[Vo-Dinh T. et al,, 1995].

Die Autofluoreszenz kann aufgrund der beobachtbaren gewebeabhangigen Variationen der Intensitat
und der Verteilung ihrerseits ebenfalls eingesetzt werden, um neoplastische Verdnderungen vom
normalen Gewebe zu unterscheiden [Zonios G.1I. et al.,, 1996, Vo-Dingh T. et al., 1995; Ramanujam N.
et al,, 1994; Schomacker K.T. et al., 1992; Hung J. et al., 1991]. Es wird dabei auf eine Abnahme der
Autofluoreszenz im dysplastischen Areal geachtet. Diese wird u.a. durch die verminderte

Konzentration an Fluorophoren im Tumor begriindet [Hung J. et al., 1991].

-20 -




2.4 Porphyrine als Photosensibilisatoren

Eine neue Modalitat zur Tumordetektion wurde durch Kennedy und Pottier dargestellt, der fiir die PDT
zu den endogenen Porphyrinen exogene 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) verabreichte [Kennedy J.C. et
al, 1990]. 5-ALA ist ein Vorldufer von Ham im korpereigenen Stoffwechsel. 5-ALA selbst ist kein
Photosensibilisator, es wird jedoch im Zielgewebe zu Protoporphyrin IX (PPIX) metabolisiert, welches
einen sehr guten Photosensibilisator reprasentiert.

Im Folgenden soll auf biologischen und physikalischen Eigenschaften von 5-ALA und PPIX

eingegangen werden.

2.4.1 Hambiosynthese

Prinzipiell sind alle kernhaltigen Zellen durch ihre Enzymausstattung in der Lage, Hdmmolekiile und
damit auch Porphyrine, zu produzieren, da Ham fiir die Funktion aller aeroben Zellen essentiell ist.
Ham dient als prosthetische Gruppe in zahlreichen Hamproteinen wie beispielsweise Hdamoglobin,
Myoglobin, Cytochrom und Guanylatzyklase. AuBerdem spielt es eine wichtige Rolle in der Kontrolle
von Proteinsynthese und Zelldifferenzierung [ Cornah J.E. et al., 2003).

Der zelluldre Ham-Spiegel ist durch eine feine Balance zwischen Hambiosynthese und Katabolismus
streng kontrolliert [Ponka P., 1999]. Zwei der bedeutendsten Organe mit der hdchsten Ham-
Produktion sind das Knochenmark mit den erythroiden Zellen und die Leber [ Fujita H., 1997).

Die Hambiosynthese lauft in acht Schritten ab, welche alle durch acht verschiedene Enzyme katalysiert
werden. Die erste Reaktion und die letzten beiden Schritte der Hdmbildung laufen im Mitochondrium
ab, die Zwischenschritte finden im Zytosol statt.

Der erste Schritt, der gleichzeitig die Schrittmacherreaktion der Hambildung darstellt, ist die Synthese
der 5-ALA aus Glycin, einer Aminosaure, und Succinyl-CoA, einem Zwischenprodukt im Citratzyklus.
Das dazu notwendige Enzym ist die 5-Aminolavulinsdure Synthase (ALA-S), fir die es zwei
unterschiedlich codierende Gene gibt mit zwei unterschiedlichen Subtypen. Das ALA-S1-Gen auf
Chromosom 3(p21.1) tragt die Information fiir ein ubiquitdr verbreitetes Enzym. Das ALA-S2-Gen auf
dem X-Chromosom (pl11-g21) codiert hingegen fiir ein Enzym, das nur in den Erythroblasten
vorkommt [Cotter P.D. et al., 1995, Cox T.C. et al., 1990]. ALA-S1 katalysiert in den nicht-erythroiden
Zellen die Schrittmacherreaktion der Hdm-Produktion durch einen negativen Feedback-Mechanismus
mit Hdm. Auch in den Erythroblasten wird ALA-S1 durch Ham reguliert, die ALA-S2 wird jedoch
aufgrund einer eisenempfindlichen Region (ber die Verfligbarkeit von Eisen kontrolliert [Ponka P.
1999]. Die ALA-S1 dient wahrscheinlich v.a. der Ham-Produktion fiir Cytochrom P-450, wohingegen
das Ham fiir das Hamoglobin mit Hilfe der ALA-S2 synthetisiert wird [ Fujita H., 199/7).

5-ALA geht aus dem Mitochondrium ins Zytosol (iber, wo zwei Molekiile 5-ALA zu Porphobilinogen
kondensieren. Das Enzym, welches fir die Wasserabspaltung bendtigt wird, ist die

5-Aminolavulinsdure Dehydrase. Vier Molekiile des Porphobilinogen kondensieren und zyklisieren unter

-21 -



Ammoniumverlust zu Uroporphyrinogen III. Die eingesetzten Enzyme fiir diese Reaktion sind die
Porphobilinogen Desaminase sowie die Uroporphyrinogen III Cosynthase. SchlieBlich kommt es zur
Ausbildung des Porphyrinskeletts. Uber eine Decarboxylierung der Acetatseitenketten entsteht
Coproporphyrinogen III. Durch Oxidation an den Pyrollringen entsteht Protoporphyrinogen IX, dessen
Bildung mit dem Ricktransport ins Mitochondrium, dem Ausgangsort der Hambiosynthese, gekoppelt
ist. Durch Oxidation der Methylengruppen, die die Pyrolle verbinden, entsteht Protoporphyrin IX
(PPIX). Durch Chelatbildung mit Eisen, das Uber die Ferrochelatase katalysiert wird, entsteht
schlieBlich das Ham [Dailey H.A., 2002).

Neben der 5-Aminolavulinsaure Synthase unterliegt auch die 5-Aminolavulinsaure Dehydrase und die
Ferrochelatase einer Feedback-Hemmung durch Ham [ Cornah J.E. et al., 2003).

In Abb. 2.4-1 ist der Ablauf der Hdmbiosynthese in den jeweiligen Kompartimenten mit den jeweiligen
Enzymen noch einmal schematisch dargestellt.

Mitochondrium

Glycin +

Succinyl CoA Ferracheaelztase -
. + Feit <| Protoporphyrin Ix
| 1
S-Armvinaldvulinsiure
Synithase ¥ FProfoporpfyrinogean
HAM Oxidase

Protoporphyrin-
ogen IX

S-Aminolavulin—
saure

Coproparphyrin

A

-ogen I

h

Uroporphyrin-
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¥
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Defiydrase
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Coproporpfijring-
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Porphobilinogen Uroporphyrin- - Decarboxyiase
Desamiinase ogen III
F Y
L Uroporpfyrinogean TIT
Hydroxymethyl- Cosynithase
bilan

¥

¥

Uroporphyrin-
agen III

Coproporphyrin-
agen III

h

h

Coproporphyrin I |

Uroporphyrin I |

| Uroporphyrin III
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Abb. 2.4-1 Hambiosynthese maodifiziert nach Kennedy J.C. et al., 1992
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2.4.2 5-Aminolavulinsaure

Die genaue Bezeichnung des in dieser Studie applizierten Photosensibilisators 5-Aminolavulinsdure
lautet 5-Amino-4-oxo-Pentansaurehydrochlorid. In Abb. 2.4-2 ist die chemische Formel fiir 5-ALA

dargestellt, welches die Summenformel CsH;,CINOs hat.

00 NHj” coo
i .
‘CHZ (_‘,'H2 H CoA 'CHZ
f“z + coo AL' THZ
ﬁ —S—CoA ’(’: — CH,— NH"é
0 e}
Succinyl-CoA Glycin 5-ALA

Abb: 2.4-2: Kondensation von Succinyl-CoA mit Glycin zu 5-Aminolavulinsdure

Das Molekulargewicht dieses Photosensibilisators ist 167,59 g. Der Schmelzpunkt liegt zwischen 151
und 154 °C. Der pH-Wert dieser Substanz ist in einem Bereich von 2,5 bis 3 zu finden. Das braunlich-
weiBe Pulver ist in Wasser I6slich und in Ethanol und Methanol nur wenig I6slich. Die Lagerung sollte

lichtgeschiitzt und trocken erfolgen.

2.4.3 Protoporphyrin IX

Das Grundgeriist der Porphyrine und somit auch des Protoporphyrin IX (PPIX), besteht aus vier
Pyrrolmolekiilen, die tber Methinbriicken zu einem Ring verbunden sind. Das Ringsystem, welches,
was fiir einen Photosensibilisator wichtig ist, eine hohe Stabilitat besitzt, stellt ein aromatisches
System dar. Die verschiedenen Porphyrine unterscheiden sich nur hinsichtlich der Seitenketten.

In Abb. 2.4-3 ist die Strukturformel von PPIX dargestellt.

M \
HC ‘ ‘ CH
M ——k N Ji‘ M
N N
P — = n \’71\/
HC — —— CH
P M

Abb. 2.4-3: Strukturformel von Protoporphyrin IX (P, M, V: Propionyl-, Methyl- bzw. Vinyl-(-CH,=CH,)-Gruppen)
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PPIX zeigt neben seiner hohen Stabilitdat noch andere Eigenschaften, die es gegeniiber den alteren
Photosensibilisatoren auszeichnet. Wie bereits in mehreren Studien eindriicklich bewiesen worden ist,
kann durch eine exogene Gabe von 5-ALA ein hoher Akkumulationsindex von PPIX in vielen
Tumorzellen aus verschiedensten Organen erreicht werden [Malik Z. et al., 1989; Kennedy J.C. et al.,
1992 Gallegos E.R. et al.,, 1999, Gibson S.L. et al., 2001]. Die vorherrschende PPIX-Fluoreszenz findet
sich v.a. im Zellbereich und weniger im Stroma [Zinuma S. et al., 1995]. Auch unsere Studie bestdtigte
dies wie die fluoreszenzmikroskopische Betrachtung eines befallenen Lymphknotens in Abb. 2.4-4
zeigt. Deutlich ist die rote PPIX-Fluoreszenz innerhalb eines mit einem serds-papillaren
Adenokarzinoms infiltrierten Lymphknotens zu erkennen, wohingegen das nicht infiltrierte umgebende

Bindegewebe nur die griine Autofluoreszenz aufweist.

Abb. 2.4-4: Fluoreszenzmikroskopische Darstellungen eines durch ein serds-papillares Adenokarzinom infiltrierten Lymphknotens

Einen weiteren Vorteil, den der Photosensibilisator PPIX bietet zeigt sich in seinen spektralen
Eigenschaften. Wie alle Porphyrine liegen die Absorptions- und Fluoreszenzwellenldngen im sichtbaren
Bereich. Eine starke Absorptionsbande, die Soretbande, zeigt sich im Blaulichtbereich um 400 nm.
Weitere Absorptionsbanden liegen im Bereich von 450 und 700 nm. Die genauen Lagen der
Emissionsmaxima und deren Auspragung sind sowohl abhangig vom verwendeten Porphyrin wie auch
von den Eigenschaften des Mediums, in dem das Molekil geldst ist. Der Fluoreszenzbereich vieler
metallfreier Porphyrine liegt im roten Wellenlangenbereich zwischen 600 und 720 nm. Das Maximum
zeigt sich meist im Rotbereich um 630 nm und einen niedrigeren Peak bei 700 nm.

In Abb. 24-5 st das Autofluoreszenzspektrum (gestrichelte Linie) gegeniiber dem
Fluoreszenzspektrum von PPIX (durchgezogene Linie) graphisch dargestellt. Die Autofluoreszenz stellt
sich hier als ein mit zunehmender Wellenlange kontinuierlich abnehmendes Spektrum mit einem
Maximum im griinen Bereich bei 500 nm dar. Durch das vom Gewebe riickgestreute Anregungslicht
entsteht das Maximum bei 450 nm. Durch die unterschiedlichen Farbeindriicke von PPIX-Fluoreszenz

und Autofluoreszenz ist eine Zuordnung gut méglich.
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Abb.: 2.4-5 Graphische Darstellung des Autofluoreszenzspektrums im Vergleich mit dem Fluoreszenzspektrum des

Photosensibilisators Protoporphyrin IX

Da PPIX ein korpereigener Stoff ist, gibt es keine Fremdkoérperreaktion. Ebenso kann das PPIX
vollstandig im kérpereigenen Stoffwechsel abgebaut werden. Das Porphyringeriist wird im Monozyten-
Makrophagen-System von Leber, Milz und Knochenmark in zwei NADPH/H*-abhangigen Reaktionen
tber Biliverdin zu Bilirubin abgebaut. Bilirubin wird iber die Galle ausgeschieden. Eine geringe Gefahr
besteht jedoch in der mdglichen Toxizitat von Bilirubin in héheren Konzentrationen [Peng Q. et al.,
19974].

Da die Verweildauer im Kérper sehr kurz ist bieten sich noch zwei weitere Vorteile. Zum einen ist die
photosensibilisierende Wirkung von PPIX nur von kurzer Dauer, so dass Patienten maximal 24
Stunden nach ALA-Applikation vor intensiver Sonnen- bzw. Lichteinstrahlung geschiitzt werden
mussen [Kennedy J.C. et al.,, 1992]. Zusatzlich ist eine an die PDD anschlieBende PDT mit erneuter
ALA-Gabe mdglich, die auch an mehreren Tagen hintereinander durchgefiihrt werden kann [ Kennedy
J.C. etal, 1992).

2.4.4 Medizinische Anwendung

Die PDD und die PDT werden in den verschiedensten Bereichen der Medizin eingesetzt. In einigen
Gebieten ist die Methodik schon fest etabliert, in anderen befindet sie sich noch im experimentellen
Einsatz.

So wurden in der Gynakologie bereits Studien zur Diagnostik und Behandlung der peritonealen
Endometriose durchgefiihrt. Die verwendeten 5-ALA Konzentrationen, die oral appliziert wurden lagen
zwischen 1 bis 30 mg/kg KG. So untersuchte Hillemanns et al. an 15 Patientinnen den Einsatz der
PDD, indem er praoperativ 1 bis 10 mg/kg KG 5-ALA oral applizierte. Die endoskopische
Fluoreszenzbetrachtung wurde 1,5 bis 6 Stunden spater durchgefiihrt. Bei der niedrigeren
Konzentration konnte zu keinem Zeitpunkt eine ausreichende Fluoreszenz beobachtet werden. Bei
einer Gabe von 10 mg/kg KG wurde ab einem Applikationsintervall von mehr als drei Stunden eine

signifikant hodhere Porphyrinfluoreszenz in aktiver peritonealer Endometriose beobachtet als im
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umgebenden Gewebe. Dabei war auBerdem zu sehen, dass pigmentierte und noduldre Endometriose
weniger fluoresziert [Hillemanns P. et al., 2000c]. Bei den durchgefiihrten Fluoreszenzdiagnostiken
traten weder intraoperativ noch postoperativ klinisch relevante Nebenwirkungen auf, auch keine
Schadigungen intraabdomineller Organe. Dies konnte u.a. durch eine erneute Kontroll-Laparoskopie
bestatigt werden. Auch die mit maximaler Fluoreszenz reagierenden, sehr sensiblen Fimbrientrichter
der Eileiter zeigten keine photozytotoxischen anatomischen Schaden. Weiterhin wurde auch die
Funktion der Eileiter nicht beeintrachtigt, was durch spatere Schwangerschaften dokumentiert ist
[Hillemanns P. et al., 2000c]. Auch die PDT ist in der Frauenheilkunde eine groBe Bereicherung.
Bereits in mehreren Studien wurde der Einsatz bei der zervikalen (CIN), der vulvaren (VIN) und
vaginalen (VAIN) intraepithelialen Neoplasie untersucht. Bodner et al. konnten u.a. zeigen, dass bei
topischer Applikation von 5-ALA eine CIN II unter Einhaltung bestimmter Bedingungen zur Konisation
eine gute Alternative bieten kdnnte [Bodner K. et al, 2003]. Auch bei der VIN kann bei
entsprechender Indikationsstellung durch diese einfach durchzufiihrende Behandlung eine kiirzere
Heilungsphase erreicht werden als mit der konventionellen Therapie, sowie ein exzellentes
kosmetisches Ergebnis erzielt werden [ Hillemanns P. et al., 2000a).

Die PDD und PDT gehdren mittlerweile insbesondere in der Urologie bei malignen Erkrankungen zu
festen Therapieoptionen. Durch eine intravesikale Applikation beim Blasenkarzinom kénnen die
unerwiinschten Nebenwirkungen zudem sehr gering gehalten werden [Zaak D. et al., 2005].

Aufgrund steigender Inzidenz- und Mortalitdtsraten beim Karzinom des oberen Atemtrakts ist man
auch in der HNO an einer friihen Detektion und Resektion dieser Karzinome interessiert. Bei topischer
Applikation von 5-ALA kdnnen pramaligne und maligne Lasionen mit einer sehr hohen Sensitivitat
aufgefunden werden [Leunig A. et al, 2004]. Auch in den unteren Atemwegen erleichtert die
photodynamische Bronchoskopie das Auffinden dysplastischer Veranderungen [ Piotrowski W.J. et al.,
2004).

Zahlreiche Hauterkrankungen und vor allem maligne und pramaligne Lasionen stellen in der
Dermatologie die Hauptindikationen fiir die Durchfiihrung einer photodynamischen Diagnostik dar
[Ericson M.B. et al., 2005; Smits T. et al., 2005).

Weitere Anwendungsgebiete der PDD und PDT sind die Neurochirurgie beim Neurobastom, hier ist ein
mdoglichst kleiner Gewebeschaden an gesundem Gewebe von extrem hoher Bedeutung [Duffner F. et
al, 2005]. Die Viszeralchirurgie setzt die Fluoreszenzdiagnostik und Therapie mit 5-ALA u.a. bei
intraepithelialen Neoplasien im Barrett-Osophagus und Hepatoblastomzellen ein [Claydon P.E. et al.,
2004; Till H. et al., 2005]. Auch zur Detektion von dysplastischen Neoplasien bei der Colitis ulcerosa
bietet die Fluoreszenzendoskopie eine gute Einsatzmdoglichkeit [ Messmann H. et al., 2003).

Beim Ovarialkarzinom ist die Photodynamische Diagnostik noch nicht etabliert. Zum jetzigen Zeitpunkt
gibt es einen Case-Report von einer Patientin und zwei in vivo Studien mit viel versprechenden
Ergebnissen. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Fluoreszenzdiagnostik
Peritonealkarzinoseherde entdeckt wurden, welche bei konventioneller WeiBlichtbetrachtung
Ubersehen worden waren [Major A.L. et al., 2002, Loning M. et al., 2004 und 2006).
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3 Material Und Methoden

3.1 Allgemeines

Die vorliegende Studie ist eine monozentrische, prospektive Machbarkeitsstudie (n = 26 Patientinnen).
Sie wurde unter Einhaltung ethischer, rechtlicher und wissenschaftlicher Richtlinien klinischer
Forschung der Europdischen Gemeinschaft sowie unter Berlicksichtigung der Prinzipien des
Weltdrztebundes nach der Deklaration von Helsinki/ Somerset 1997 durchgefiihrt. AuBerdem wurde
auf eine ordnungsgemaBe Durchfiihrung nach den Bestimmungen des Deutschen Arzneimittelgesetzes
[AMG, 8. AMG-Novelle (11.Dezember 1998)] geachtet.

Ein positives Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen lag vor Beginn der Studie vor.

Die Patientinnen wurden von Oktober 2001 bis Juli 2002 in die Studie eingeschlossen.

Die Fluoreszenzdiagnostik mit 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) soll als eine beim Ovarialkarzinom neue
diagnostische Option zur Detektion von Peritonealkarzinoseherden bei Primardiagnose oder
Rezidivsituation eruiert werden. Gepriift werden einerseits die Konzentrationen der oralen Applikation
1 mg/kg Kdrpergewicht (KG) und 10 mg/kg KG als auch unterschiedliche Zeitintervalle zwischen der
5-ALA-Applikation und der Operation.

3.2 Rahmenbedingungen des Studiendesigns

Im Folgenden sollen die Ein- und Ausschlusskriterien der Studie erldutert werden.

3.2.1 Einschlusskriterien

Eingeschlossen in die Studie wurden Frauen ab 18 Jahren mit gesichertem Ovarialkarzinom FIGO I-1V,
bei Verdacht auf Ovarialkarzinom oder Ovarialkarzinomrezidiv. Der Karnofsky-Index fiir den
Allgemeinzustand sollte mindestens 70% betragen. AuBerdem musste eine schriftliche
Einverstandniserklarung der Patientin vorliegen, in welcher sie sich bereit erklarte, an der Studie
teilzunehmen und willentlich dazu in der Lage gewesen sein, alle Studienbedingungen zu erfiillen und
zu verstehen. Die Patientinnen wurden vor Abgabe ihres Einverstandnisses ausfiihrlich lber den
Studienablauf, Vorteile und Nachteile der Fluoreszenzdiagnostik sowie tiber mégliche Nebenwirkungen
von 5-ALA aufgeklart.
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3.2.2 Ausschlusskriterien

Nicht in die Studie eingeschlossen wurden Patientinnen, die keine Anzeichen fiir die Diagnose eines
invasiven Ovarialkarzinoms aufwiesen oder an einem Zweitmalignom erkrankt waren.

Als weitere Ausschlusskriterien galten Porphyrie bzw. Uberempfindlichkeit gegeniiber Porphyrinen,
sowie schwerwiegende medizinische Konditionen und/ oder das Bestehen einer Kontraindikation
beziiglich der Studienmedikation, die die Patientin nach Einschdtzung des Priifarztes als nicht geeignet
fur die Studie erscheinen lieBen.

Des Weiteren wurden Patientinnen, die eine bekannte Niereninsuffizienz (Kreatinin > 2,0 mg/dl) oder
Leberinsuffizienz (Bilirubin > 3 mg/dl; Quickwert < 60%; y-GT > 170 U/I) hatten nicht zur Studie
zugelassen.

Auch eine gegenwartige oder friihere Teilnahme in einer anderen klinischen Studie innerhalb der
letzten 60 Tage sprach gegen einen Einschluss in diese Studie.

Bei bekanntem oder vermutetem Alkohol- oder Drogenmissbrauch wurde von einer Partizipation
abgesehen, oder auch wenn nach Einschatzung des Priifarztes die Patientin nicht compliant fiir die
Studienteilnahme erschien.

Von einer Studienteilnahme abgesehen wurde zudem bei Patientinnen, bei denen psychiatrische oder
neurologische Erkrankungen, wie Demenz oder sonstige psychische Zustande, vorlagen, die das

Verstandnis (iber die Therapie und damit die schriftliche Einwilligung nicht erlaubten.

3.2.3 Abbruchkriterien

Die Patientin konnte jederzeit ohne Angabe von Griinden aus der Untersuchung ausscheiden, mit der
Zusicherung, dass ihr dadurch kein Behandlungsnachteil widerfahren wird.

Mdgliche Griinde fir das Ausscheiden der Patientin konnten ein Widerruf der Patienteneinwilligung
sein, aber auch ein nachtragliches Feststellen nicht erfillter Ein- oder Ausschlusskriterien.

Ebenfalls aus der Studie herausgenommen wurden Patientinnen, wenn Erkrankungen neu
diagnostiziert wurden, die die Wirksamkeit der Behandlung oder die Sicherheit der Patientin
beeinflussen hatten kdénnen, wie zum Beispiel eine Porphyrie. Patientinnen, die ein Medikament
erhielten, welches bei gleichzeitiger Verabreichung mit der Studienmedikation ein hohes Risiko fiir die
Patientin bedeutete, sollten auch nicht weiter an der Studie teilnehmen.

Die Griinde hierfiir wurden sorgfaltig dokumentiert.
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3.3 Medikation

5-Aminolavulinsaure wurde als Pulver von der Firma Medac (Gesellschaft fiir klinische Spezialpréaparate
mbH, Wedel, Deutschland) bezogen. Unmittelbar vor Applikation wurde die entsprechende Menge
lichtgeschiitzt in 200 ml Mineralwasser ohne Kohlensdure gelést und den Patientinnen oral
verabreicht.

Die Patientinnen erhielten entweder die Konzentration 1 mg/kg Koérpergewicht oder 10 mg/kg
Korpergewicht. Ab einem Bodymass-Index gréBer 37 kg/m? bekamen die Patientinnen 7 mg/kg KG
5-ALA anstelle von 10 mg/kg KG.

Die Operation erfolgte in einem Zeitintervall von 3 bis 14,5 Stunden nach ALA-Applikation.

3.4 Fluoreszenzanregung

Es wird zundchst wie Ublich ein WeiBlicht-Staging des intraabdominellen Situs durchgefiihrt.

AnschlieBend wird die Porphyrinfluoreszenz der Peritonealkarzinoseherde detektiert.

Als Lichtquelle dient eine Xenon-Kurzbogenlampe (D-Light, Karl Storz GmbH & Co, Tuttlingen,
Deutschland), hierbei kann digital zwischen WeiBlicht und blauem Fluoreszenzlicht gewahlt werden.
Die Leistung der Lampe betragt 300 Watt. Soll eine Fluoreszenzanregung der ALA-induzierten
Porphyrine erfolgen, werden mittels Bandpassfilter nur Spektren im Wellenldngenbereich von
A= 380 — 440 nm erzeugt. Der griine und rote Spektralbereich wird dadurch weitgehend
ausgeblendet, so dass das Anregungslicht blau-violett erscheint.

Das Beleuchtungsbiindel des Endoskops wird Uber ein Linsensystem gebilindelt weitergeleitet und
durch einen eingekoppelten Flissigkeitslichtleiter auf das zu untersuchende Areal gebracht. Der

Flissigkeitslichtleiter gewdhrt einen verlustarmen Lichtdurchsatz.

3.5 Fluoreszenzbetrachtung

Die Optik des Endoskops (Fa. Karl Storz GmbH & Co, Tuttlingen, Deutschland) ist mit zwei
zusdtzlichen Filtern ausgestattet, die jederzeit einen Wechsel zwischen bisher (blicher
WeiBlichtdiagnostik sowie einer durch Blaulicht angeregten Autofluoreszenz (AF)- oder Protoporphyrin
IX (PPIX)-Fluoreszenz-Betrachtung ermdglichen. Der jeweils gewiinschte Filter wird durch einfaches
Drehen an der Endoskopoptik gewahlt.

Ist die Optik auf WeiBlicht-Modus eingestellt, kann die gewohnte Standard-Diagnostik ohne Filter
durchgefiihrt werden. Diese erfolgt nach WeiBlicht-Abgleich mit einem Tupfer. Der AF-Filter lasst nur

noch Wellenlangen im Rotlichtbereich transmittieren.
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Der PPIX-Filter ist so konstruiert, dass Wellenldngen im Bereich A= 470-700 nm selektiert werden.
Damit werden nicht nur die Fluoreszenzen, sondern auch ein Teil des blauen Anregungslichts (450-
460nm) transmittiert. Dies ermdglicht eine optimale Erkennung suspekter Areale, weil es zu einem
deutlicheren Kontrast zwischen rotem und blauem Licht kommt, also eine Unterscheidung zwischen
»positiven™ und ,,negativen™ Arealen optimiert.

Die Bildgebung erfolgt mit einer speziell entwickelten drei-chip-Endokamera (Tricam SL-PDD, Fa. Karl
Storz GmbH & Co, Tuttlingen, Deutschland) mit Integrationsmodus. Ein Moduswechsel zwischen
WeiBlichtmodus und einem eigens fiir die Fluoreszenzdiagnostik entwickelten Fluoreszenzmodus kann
sofort iber ein Keyboard erfolgen, das mit der Steuerung der Kamerafunktion verbunden ist. Die
elektronische Farbbalance dieses Modus ist dabei so eingestellt, dass das Videobild der Fluoreszenz
dem Bild entspricht, welches der Operateur wahrend des Blicks durch das Endoskop erhdlt.

Die Empfindlichkeit der Kamera ist zudem so modifiziert, dass im Wellenbereich der PPIX-Fluoreszenz
eine besonders hohe Transmission erreicht wird. Damit erzielt man eine deutlich h&here
Nachweisempfindlichkeit im Rotkanal zwischen 600 und 700 nm gegeniiber der Sensitivitdt einer

Standardkamera.

3.6 Spektroskopie

Es erfolgt eine quantitative Spektroskopie durch die Erfassung eines 2 mm groBen Gewebeareals (ber
das Endoskop, das liber eine Quarzfaser mit einem Kerndurchmesser von 600 pm an ein
Vielkanalspektrometer (Optical Multichannel Analyser, Spectroscopy Instruments, Gilching und S2000,
Ocean Optics, Mikropack, Ostfildern) eingekoppelt wird. Die Fluoreszenzspektren im Bereich von 450
bis 750 nm werden wahrend der Messungen auf dem PC dargestellt.

Somit wird schon intraoperativ eine vorlaufige Beurteilung der zu sehenden Spektren von verdachtigen
Herden mdglich, welche sowohl weiBlichtgesteuert als auch fluoreszenzgesteuert biopsiert werden.

Die endgiiltige Spektralanalyse wird nach der Operation (ber wissenschaftliche Graphik Software
(SIGMA PLOT 4.0, Jandel Scientific, San Raphael, Kalifornien, USA) am PC erstellt.
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3.7 Patientendokumentation

Die Patientendokumentation umfasst den gesamten perioperativen Zeitraum, in welchem sich die

Patientin in stationarer Behandlung der gyndkologischen Abteilung befindet.

3.7.1 Praoperative Patientendokumentation

Vor der Operation werden von den Patientinnen personliche Angaben wie Alter, GréBe und Gewicht,
sowie der Karnofsky-Index bestimmt. Vorhandene Begleiterkrankungen sowie deren Medikation
werden ebenfalls eruiert.

Falls bei der Patientin schon friiher Operationen, wie zum Beispiel die Primdroperation eines
Ovarialkarzinoms durchgefiihrt worden sind, wird auch dieses mit zugehdrigem Pathologiebefund
(TNM-Klassifikation), Operationsbericht, adjuvanten und palliativen Therapieschematas dokumentiert.
Die Patientinnen werden nach ihrem momentanen Befinden und vor allem speziell nach den
Symptomen Nausea, Emesis, Obstipation und Diarrhoe befragt, sowie dem Zeitpunkt des erstmaligen
Auftretens. Die Klassifikation erfolgt nach WHO-Kriterien.

Es wird auch darauf geachtet, ob die Patientinnen Hauteffloreszenzen aufweisen und gegebenenfalls
deren Art, AusmaB, Lokalisation und Dauer des bisherigen Bestehens vermerkt.

An Laborparametern werden einen Tag vor der Operation Blutbild einschlieBlich Differentialblutbild,
Gerinnung (Thromboplastinzeit und partielle Thromboplastinzeit (PTT)), Leberwerte wie GOT, GPT,
y-GT, Bilirubin und alkalische Phosphatase, die Nierenwerte Kreatinin und Harnstoff, sowie die
Tumormarker (CA 125 und CA 72-4) bestimmt.

AuBerdem wird von den Patientinnen ein 10 ml-Serumréhrchen Blut abgenommen, welches zum
Abdunkeln sofort in Alufolie gewickelt und zur Kiihlung in den Kiihlschrank gegeben wird. Dadurch
wird ein weiteres Umwandeln von 5-ALA in deren Folgeprodukte ex vivo weitgehend unterbunden, da
dies ansonsten zu einer Fehlbestimmung der Werte fiihren wiirde. Die Serumréhrchen werden zur
Aufbereitung ins Labor weitergegeben, wo die 5-ALA- und die PPIX-Konzentrationen vor der oralen

ALA-Applikation als Ausgangswerte ermittelt werden.

3.7.2 Intraoperative Patientendokumentation

Zur Ermittlung des Zeitintervalls zwischen 5-ALA-Applikation und Fluoreszenzdiagnostik wird sowohl
der Zeitpunkt der 5-ALA-Gabe als auch der Beginn der Ausleuchtung notiert. Zudem werden die Zeiten
des ersten Hautschnittes und der Peritoneumerdéffnung erfasst.

Besondere Ereignisse wahrend der Operation wie beispielsweise Wechsel von Laparoskopie auf
Laparotomie, oder Verzdgerung der Fluoreszenzdiagnostik durch vorher notwendige Eingriffe wie

Adhasiolyse oder Tumorentfernung werden ebenfalls dokumentiert.
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Wahrend der Videoaufzeichnung werden zum postoperativen Wiederauffinden der fiir die Auswertung
wichtigen Stellen die Vorlaufzeiten des Videobandes in Minuten/Sekunden festgehalten. Zudem
werden die subjektiven Eindriicke des Operateurs von der Fluoreszenzintensitdit mit der
Quantifizierung Fluoreszenzpositiv. (F +) und Fluoreszenznegativ (F -) und der gewahlte
Betrachtungsmodus (WeiBlicht- (WL), Blaulicht- (BL), Autofluoreszenzmodus (AF)) in einem dafir

erstellten Bogen eingetragen. Die nachfolgende Tabelle 3.7-1 zeigt einen Auszug aus diesem Bogen.

Lokalisation: F+ F- WL BL AF Vorlaufzeit Band

Colon ascendens: L] 1 O O L1 [

Tbl. 3.7-1: Auszug aus Dokumentationsbogen ,Befunde wahrend der Operation®

Die genaue Lokalisation der durch die Spektroskopie erfassten Bereiche wird mit der jeweils
zugeordneten Nummerierung der Messung ebenfalls auf einem dafiir ausgearbeiteten Bogen erfasst
um eine spatere Entschlisselung zu gewahrleisten. AuBerdem werden die subjektiven
Fluoreszenzintensitdten des Operateurs nach der gleichen Graduierung wie bei der
Videodokumentation notiert. Da das Anregungslicht in der Intensitat variiert werden kann, wird auch
der Prozentanteil der maximal mdglichen Leistung festgehalten.

Da zwischen den Spektrenmessungen grdBere Zeitspannen liegen kénnen, wird auch nochmals die
zugehorige Uhrzeit aufgeschrieben.

Ein Teil aus diesem Bogen ist in Tabelle 3.7-2 dargestellt.

Messung | Lokalisation: F+ F- % Uhrzeit

] Colon ascendens: [] ] HEEEIEEEER

Tbl. 3.7-2: Auszug aus Dokumentationsbogen ,Befunde wahrend der Operation®

Um einen Vergleich zwischen den Messungen bei den unterschiedlichen Patientinnen erzielen zu
kdnnen, wird die Diagnostik schwerpunktmaBig auf definierte Areale festgelegt. Hierzu gehéren das
Peritoneum an der linken und rechten Beckenwand, beide Adnexe mit Uterus, die Leber und das
Diaphragma, sowie verschiedene Darmabschnitte und das Omentum majus.

Zusatzlich werden alle weiteren, bei der Diagnostik auffallig erscheinenden Lokalisationen auf Video
aufgezeichnet und entsprechende Spektralanalysen durchgefiihrt.

Wahrend der Operation wird der Patientin wie auch schon praoperativ ein 10 ml- Serumréhrchen Blut
abgenommen, das lichtgeschiitzt bei 4 °C kiihl gelagert wird. Dieses wird zur Bestimmung der

Konzentration des 5-ALA- und PPIX zum Zeitpunkt der Fluoreszenzdiagnostik ebenfalls analysiert.

3.7.3 Postoperative Patientendokumentation

Der postoperative Verlauf mit gegebenenfalls auftretenden Besonderheiten oder Komplikationen wird
detailliert dokumentiert.
Zusatzlich werden die Patientinnen speziell hinsichtlich des Auftretens von Nausea, Emesis,

Obstipation und Diarrhoe sowie erhdéhter Kérpertemperatur beobachtet.
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Die Dokumentation umfasst auBerdem die Feststellung neu aufgetretener Hauteffloreszenzen bzw.
Verdnderungen der bereits praoperativ vorhandenen.

Am ersten und siebten Tag nach der Operation werden von der Patientin im Rahmen des
postoperativen Routinelabors Blutbild einschlieBlich Differentialblutbild, Gerinnung (Thromboplastinzeit
und PTT), das C-reaktive Protein, die Leberwerte GOT, GPT, y-GT, Bilirubin und alkalische
Phosphatase, die Nierenwerte Kreatinin und Harnstoff bestimmt und auf signifikante
Normabweichungen untersucht.

Die Tumormarker, die auch praoperativ gemessen wurden, CA 125 und CA 72-4, werden wie die

5-ALA- und PPIX-Konzentrationen auch erneut am ersten Tag nach der Operation gemessen.

3.8 Statistische Auswertung

Fir die quantitative Auswertung der Spektren wird der Wellenldangenbereich gewahlt, in welchem das
Maximum der PPIX-Fluoreszenz (A= 635 nm +/- 5 nm) zu erwarten ist. Die dort gemessenen
Fluoreszenzintensitaten werden gemittelt.

Fihrt man Messungen der Fluoreszenzintensitat durch, wird jeweils die gesamte Fluoreszenz (f),
bestehend aus erwlinschter PPIX-Fluoreszenzintensitat (p) und unerwiinschtem
Autofluoreszenzwert (a) ermittelt. Wie aus Abb. 3.8-1 zu entnehmen ist, erhdlt man damit eine
falschlicherweise zu hohe PPIX-Intensitat (f=a+p). Die theoretische Autofluoreszenzintensitat bei
As= 635 nm wird berechnet und von der Gesamtfluoreszenzintensitat subtrahiert (p=f-a).

Eine Fluoreszenz wird als fluoreszenzpositiv eingestuft, wenn der erhaltene PPIX-Wert groBer als der
berechnete Wert der Autofluoreszenz ist (p>a), der Quotient somit gréBer als 1 ist (p/a>1). Bei

negativem korrigiertem Fluoreszenzwert, wird er mit 0 gleichgesetzt.
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Abb. 3.8-1: Fluoreszenzspektrum der PPIX Fluoreszenz und der Autofluoreszenz

Fir die statistische Auswertung werden die Patientinnen drei Gruppen zugeordnet. In Gruppe 1 sind

die Patientinnen, die 1 mg/kg KG 5-ALA erhielten, unabhangig vom Zeitpunkt der Applikation.
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Gruppe 2 umfasst die Patientinnen, die 10 mg/kg KG 5-ALA vier bis neun Stunden vor der Operation
bekommen haben. Gruppe 3 bilden die Patientinnen, die 5-ALA in einer Konzentration von
10 mg/kg KG mehr als neun Stunden vor den intraoperativen Messungen einnahmen. Die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten werden gruppenabhdngig getrennt nach den einzelnen Organen Adnexe,
Omentum, Colon, Peritoneum und Leber dargestellt. Die Unterschiede in der Fluoreszenz fiir die
verschiedenen Gruppen, der Dignitat und der Tumorbiologie werden mit dem einfachen t-Test auf
Signifikanz Gberprift (Signifikanzniveau p< 0,05).

Um die Sensitivitat und Spezifitdt in Abhdngigkeit von Applikationszeitpunkt und 5-ALA-Konzentration
(Kapitel 4.3.2) zu bestimmen, werden die subjektiven Fluoreszenzeindriicke mit den Ergebnissen der
histologischen Untersuchung verglichen. Dazu wurde intraoperativ ein bestimmtes Areal als
fluoreszenzpostiv (F+) eingestuft, wenn das mit Blaulicht angeregte Gewebe eine deutlich vom
umgebenden Gewebe abzugrenzende Rotfluoreszenz zeigte. Wurde keine Fluoreszenz gesehen, so
wurde ein F- vermerkt. AnschlieBend wurde das betrachtete Areal zur Histologie eingesandt und bzgl.
der Dignitat untersucht.

Die Sensitivitat wird organspezifisch berechnet indem die Probenanzahl der Areale die intraoperativ
Fluoreszenz zeigten (F+) und zugleich in der Histologie Malignitat aufwiesen, durch die Gesamtanzahl
aller malignen Proben dividiert wird. Analog wird die Spezifitdt ermittelt indem die Anzahl der
fluoreszenznegativen Bezirke und zugleich histologisch benignen Biopsien durch die Gesamtanzahl

aller histologisch benignen Areale geteilt wird.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakterisierung

In die vorliegende Studie wurden 26 Patientinnen im Alter zwischen 36 und 76 Jahren eingeschlossen.
Eine Patientin, die mit dem Verdacht eines fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms operiert wurde, musste
von der Studie ausgeschlossen werden, da sich der Verdacht nicht bestatigen lieB. Bei der Patientin
wurde ein hepatozellulares Karzinom diagnostiziert.

In Abb. 4.1-1 ist die Altersverteilung der in die Studie eingeschlossenen Frauen dargestellt. Das

Durchschnittsalter der Patientinnen lag bei 57 Jahren.

Anzahl der Patientinnen

T T
35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Alter der Patientin

Abb. 4.1-1: Altersverteilung der in die Studie aufgenommenen Patientinnen

Da die zu applizierende ALA-Menge vom Korpergewicht der Patientinnen abhdngig ist, wurde deren
Korpergewicht und deren KérpergréBe gemessen und der Bodymass-Index (BMI) als Quotient des
Korpergewichts und dem Quadrat der KoérpergréBe in Metern bestimmt. Die Patientinnen wogen
zwischen 47 und 101 kg, so dass sich fiir den BMI Werte zwischen 18,4 und 47,3 kg/m? ergaben. Ab
einem BMI groBer 37 kg/m? wurden anstatt 10 mg/kg KG ALA nur noch 7 mg/kg KG ALA appliziert.
Diese Dosisreduktion wurde bei zwei Frauen angewendet. In der Auswertung wurden sie der Gruppe
mit der Konzentration 10 mg/kg KG zugeteilt.

Die Fluoreszenzmessungen wurden bei 18 Patientinnen im Rahmen der Primdroperation des
Ovarialkarzinoms durchgefiihrt, drei dieser Patientinnen hatten ,neoadjuvant® eine Chemotherapie
erhalten. Die Messungen zweier Patientinnen wurden wahrend einer Komplettierungs-Laparotomie
durchgefiihrt, wobei bereits in der vorangegangenen Erst-Operation ein Ovarialkarzinom histologisch
gesichert werden konnte und der Tumor in diesem Erst-Eingriff vollstandig entfernt worden ist. Finf
der an der Studie teilnehmenden Patientinnen wurden aufgrund des Verdachts auf ein Rezidiv eines
Ovarialkarzinoms operiert. Diese Patientinnen erhielten alle eine adjuvante Chemotherapie nach ihrer

Primaroperation. Vier von diesen Patientinnen zeigten ein Rezidiv, bei einer Patientin konnte trotz
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erhéhter Tumormarker intraoperativ kein Rezidiv nachgewiesen werden. Eine Patientin war wegen
eines Borderline-Tumors des einen Ovars schon friither in Behandlung gewesen und wurde nun mit
einem Ovarialkarzinom des kontralateralen Ovars in die Studie eingebracht.

In der Abb. 4.1-2 sind zum einen die postoperativ bestimmten FIGO-Stadien der Patientinnen
dargestellt, zum anderen die Differenzierungsgrade der Ovarialkarzinome. Das FIGO-Stadium IA bzw.
IC konnte jeweils einer Patientin zugeordnet werden. 18 Patientinnen wurden mit FIGO-Stadium IIIC
klassifiziert, weitere drei Patientinnen wiesen bereits ein Stadium FIGO IV auf. Die vorgefundenen

Ovarialkarzinome waren zur Halfte maBig, zur anderen Halfte nur noch schlecht differenziert.
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Abb. 4.1-2: Einteilung der Patientinnen nach FIGO-Stadium und Differenzierungsgrad des Ovarialkarzinoms

In der Histologie zeigte sich am haufigsten ein serés-papillares Karzinom. In einem Kasus lieBen sich
muzindse Anteile nachweisen. In drei Fallen gelang eine Zuordnung zum endometroiden Typ des

Ovarialkarzinoms und vier Mal ergab sich ein undifferenzierter Typ.

18

14 4
12

10 A

Anzahl der Patientinnen

)] A,

serds-papillar muzinds endometroid undifferenziert

Abb. 4.1-3: Einteilung der Patientinnen nach WHO-Klassifikation der Ovarialtumoren
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4.2 5-ALA induzierte Fluoreszenz

Wird Patientinnen mit einem Ovarialmalignom 5-ALA in Konzentrationen von 1 mg/kg KG oder
10 mg/kg KG oral appliziert, so kann intraoperativ nach differierenden Zeitintervallen PPIX-Fluoreszenz
im Gewebe nachgewiesen werden. In unserer Studie zeigten sich dabei sowohl Unterschiede in der
Intensitdt zwischen den einzelnen Patientinnen am gleichen Organ, wie auch variierende
Fluoreszenzeindriicke bei der gleichen Patientin an verschiedenen Organen.

Da der Fluoreszenzbereich des verwendeten PPIX im roten Wellenlangenbereich mit einem
Emissionsmaximum um 630 nm liegt, kann man diese Rotfluoreszenz sehr gut gegen das blaue
Anregungslicht abgrenzen.

In den Abb. 4.2-1 und Abb. 4.2-2 ist ein intraoperativer Befund dargestellt. Die Patientin, die ein
serds-papillares Ovarialkarzinom hatte, erhielt 4 Stunden vor der Operation 10 mg/kg KG 5-ALA. Das
linke Bild zeigt das Mesocolon der Patientin mit WeiBlicht. Die rechte Aufnahme wurde unter
Blaulichtanregung aufgenommen. Die rote Fluoreszenz des in Herden akkumulierten PPIX ermdglicht

eine deutlich leichtere Detektion suspekter Areale.

White Light

Mode

Blue Lighﬁﬂyode

PDD Mode PDD Mode

Abb. 4.2-1: WeiBlichtaufnahme des Mesocolons Abb. 4.2-2: Blaulichtaufnahme des gleichen Mesocolons
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4.3 Quantitative Fluoreszenzspektrometrie

Die Patientinnen wurden zunachst abhangig von der ALA-Konzentration und dem Applikationsintervall
drei Gruppen zugeordnet. Die erste Gruppe bestand aus den Patientinnen, die das 5-ALA in einer
Konzentration von 1 mg/kg KG bekommen haben, drei bis 14 Stunden vor der Operation. Die nachste
Gruppe wurde von den Patientinnen gebildet, welche 10 mg/kg KG 5-ALA in einem Zeitraum von vier
bis neun Stunden vor der Operation erhalten haben. Die Patientinnen, die 10 mg/kg KG 5-ALA
10 bis 16 Stunden vor der Operation eingenommen haben, bildeten die dritte Gruppe. Die Tabelle
Tab. 4.3-1 soll diese Einteilung noch einmal verdeutlichen und gibt die Anzahl der jeweiligen

Gruppenzugehérigen an.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
ALA-Konzentration 1 mg/kg KG 10 mg/kg KG 10 mg/kg KG
Applikationszeitpunkt 3 — 14 Std. pra-op. 4 — 9 Std. pra-op. 10 - 16 Std. pra-op.
Anzahl der Patientinnen 6 15 5

Tab. 4.3-1: Einteilung der Patientinnen in die Gruppen

Die gewonnenen Messergebnisse wurden den drei Gruppen zugeordnet und zunachst die
Fluoreszenzintensitaten an diversen Organen und Stellen mit und ohne Tumorbefall verglichen.

Im Folgenden sollen Aussagen (ber die Spezifitdt und Sensitivitat bzgl. der drei Gruppen und des
Gewebes gemacht werden.

Des Weiteren wurde das Fluoreszenzverhalten der verschiedenen Subtypen des epithelialen
Ovarialkarzinoms und des Differenzierungsgrades dargestellt. Zusatzlich werden die Ergebnisse der
Fluoreszenzmessung in Abhangigkeit einer vor der Operation vorhergehenden Chemotherapie

demonstriert.

4.3.1 Einfluss des Applikationszeitpunktes und der ALA-Konzentration auf die

Fluoreszenzintensitat

Die Abb. 4.3-1 bis Abb. 4.3-5 zeigen mit Hilfe von Boxplots den Bereich der Fluoreszenzwerte in
Abhdngigkeit der drei Gruppen und damit in Abhdngigkeit des Applikationszeitraumes und der ALA-
Konzentration. Die horizontale Linie bei 1 kennzeichnet den bereits zu Studienbeginn definierten
fluoreszenzpositiven Bereich.

Da die Messwerte Unterschiede hinsichtlich des Gewebes gezeigt haben, werden die Ergebnisse
diesbeziiglich getrennt fiir die verschiedenen Organe in mehreren Graphen dargestellt.

Die den Graphen folgenden Abbildungen zeigen jeweils fiir das entsprechende Organ den

intraoperativen Befund in Form von WeiBlicht und im Vergleich dazu die Fluoreszenzaufnahmen.
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Nachfolgende Abbildung 4.3-1 stellt die Fluoreszenzwerte dar, die an den Adnexen bzw. am
Primartumor gemessen wurden. Der Boxplot ,Tu-Gruppe 1% zeigt die Werte, die innerhalb der
Gruppe 1 (1 mg/kg KG und 3-14 Std. pra-op) am Tumor verzeichnet wurden. Dies gilt analog fiir die
Boxplots , Tu-Gruppe 2" und ,Tu-Gruppe 3" fiir die Messwerte der Gruppe 2 und 3 am Tumorgewebe.
Diesen , Tumor-Boxplots" gegeniiber gestellt sind die Fluoreszenzwerte, die an tumorfreien Adnexen
erreicht wurden. Alle Messergebnisse der drei Gruppen sind durch den Boxplot ,Kein Tumor®

dargestellt. Die Berechnungen der Signifikanz wurden dann gruppenspezifisch durchgefiihrt.

Adnexe/ Primartumor

Fluoreszenzwert [w.E.]

- -

04 ————

Kein Tumor Tu-Gruppe 1  Tu-Gruppe 2 Tu-Gruppe 3
5-ALA Applikation

Abb. 4.3-1: Fluoreszenzwerte der Adnexe/ des Primartumors bei verschiedenen 5-ALA Applikationen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Tumor vs. Tumorfrei p= 0,093 p= 0,012 p= 0,128
Tumor Gruppe 2 Tumor Gruppe 3

Tumor Gruppe 1 p= 0,008 p= 0,107

Tumor Gruppe 2 p= 0,883

Tab. 4.3-1: Darstellung der Signifikanzniveaus bei Vergleich der Fluoreszenzwerte am Adnex beziiglich Tumor versus benignem
Gewebe aufgeteilt in die verschiedenen Gruppen

Bezliglich der Messwerte am Tumorgewebe der Gruppen 1 und 3 besteht kein signifikanter
Unterschied zu Messungen an tumorfreien Adnexen (p= 0,093 und p= 0,128). Vergleicht man
innerhalb der Gruppe 2, also Messwerte von Patientinnen, die 10 mg/kg KG 5-ALA vier bis neun
Stunden pra-operativ erhalten haben, die Fluoreszenzwerte von tumorfreien Adnexen mit befallenen
Adnexen ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p= 0,012). Der Mittelwert der Gruppe 2 bei Tumor
betrug 2,35 gegeniber 0,29 an nicht befallenen Adnexen.
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AnschlieBend wurden die Messwerte von befallenen Adnexen bzw. vom Primértumor innerhalb der
einzelnen Gruppen verglichen. Hohe Signifikanz festgestellt werden konnte bei Patientinnen, die
10 mg 5-ALA vier bis neun Stunden vor der Operation verabreicht bekommen haben im Vergleich zu
denen mit 1 mg 5-ALA (p= 0,008). An den befallenen Adnexen werden signifikant bessere
Fluoreszenzwerte erreicht werden, wenn die Patientinnen 10 mg/ kg KG 5-ALA im Vergleich zu
1 mg /kg KG 5-ALA erhalten. Das beste Zeitintervall wird bei vier bis neun Stunden vor der Operation
erzielt.

Nachfolgende Abbildungen Abb.4.3-1a und b zeigen die intraoperativen Aufnahmen eines malignen
Ovarialtumors, der mit der Beckenwand verwachsen ist. Die Patientin hat bei einem ser&s-papilldren
Ovarialkarzinom sechs Stunden vor den Messungen 10 mg/kg KG 5-ALA erhalten. Links sieht man den
Befund mit konventionellem WeiBlicht und rechts im Fluoreszenzmodus mit Blaulicht (Blue Light

Mode). Man erkennt, dass sich die rot fluoreszierenden Tumorherde gut vom umliegenden blau

reflektierenden Gewebe abgrenzen lassen. Der Fluoreszenzwert lag bei dieser Patientin am Adnex bei
3,72.

Blue Light Mode

PDD Mode

Abb. 4.3-1a: WeiBlichtaufnahme eines Primartumors Abb. 4.3-1b: Blaulichtaufnahme eines Primartumors
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Messungen am Omentum majus dargestellt (Abb. 4.3-2). Da
an diesem Gewebe auch bei Benignitdt unterschiedliche Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit von der
Gruppe auftraten, werden diese getrennt dargestellt. Der Boxplot ,,1 tumorfrei® entspricht den Werten,
die an tumorfreien Netzanteilen bei Patientinnen der Gruppe 1 gemessen wurden. Analog dazu die
Boxplots ,,2 tumorfrei* und ,,3 tumorfrei* fir die Gruppen 2 und 3.

Omentum majus

Fluoreszenzwert [w.E.]

T

04 —_

1 tumorfrei 1 Tumor 2 tumorfrei 2 Tumor 3 tumorfrei 3 Tumor
5-ALA-Applikation

Abb. 4.3-2: Fluoreszenzwerte des Omentum majus bei verschiedenen 5-ALA Applikationen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Tumor vs. Tumorfrei p= 0,232 p= 0,041 p= 0,715
Tumor Gruppe 2 Tumor Gruppe 3

Tumor Gruppe 1 p= 0,021 p= 0,378

Tumor Gruppe 2 p= 0,056

Tab. 4.3-2: Darstellung der Signifikanzniveaus bei Vergleich der Fluoreszenzwerte am Netz beziiglich Tumor versus benignem
Gewebe aufgeteilt in die verschiedenen Gruppen und bei Vergleich der Fluoreszenzwerte am malignen Netzknoten innerhalb der
Gruppen untereinander

Anhand Abb. 4.3-2 lasst sich erkennen, dass nur die Messwerte der Gruppe 2 an tumordsen
Netzanteilen im fluoreszenzpositiven Bereich (>1) liegen. Die acht Messpunkte lagen dort zwischen
0,18 und 4,19, was einem Mittelwert von 2,0 entspricht. Es ergibt sich ein signifikanter Unterschied,
wenn diese Fluoreszenzwerte mit tumorfreiem Netz der gleichen Gruppe verglichen werden
(p= 0,041). Bei Patientinnen der Gruppe 1 und Gruppe 3 konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden, wenn man die Fluoreszenzwerte an tumorfreiem Omentum denen an tumordésen
Netzanteilen gegeniiber stellt (p= 0,232 und p= 0,715).
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Auch der Vergleich der Fluoreszenzwerte der einzelnen Gruppen an malignen Netzanteilen
untereinander zeigt zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 einen signifikanten Unterschied (p= 0,021).
Knapp Uber dem Signifikanzniveau lag die Gegenuberstellung der Werte von Gruppe 2 und Gruppe 3
(p= 0,056).

Die Abbildungen Abb. 4.3-2a wurden bei der Operation einer an einem serds-papillaren
Ovarialkarzinom erkrankten Patientin erstellt, die 5,5 Stunden praoperativ 10 mg/kg KG 5-ALA
appliziert bekam. Auf beiden Bildern ist eine Netzmetastase dargestellt, einmal mit WeiBlicht und
einmal mit Blaulicht. Im Fluoreszenzmodus lasst sich die rot fluoreszierende Metastase sehr gut

erkennen. Die Berechnung des Fluoreszenzwertes ergab 3,8.

Blue Light Mode

PDD Mode

PDD Mode

Abb. 4.3-2a: WeiBlichtaufnahme einer Netzmetastase Abb. 4.3-2b: Blaulichtaufnahme einer Netzmetastase
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AnschlieBend sollen nun die Ergebnisse der Messungen am Darm bzw. Darm-Meso gezeigt werden.
Die Fluoreszenzwerte werden wie bereits zur Graphik des Omentums erldutert gruppenspezifisch
dargestellt.

Darm/ Meso

Fluoreszenzwert [w.E.]

| = - =

1 tumorfrei 1 Tumor 2 tumorfrei 2 Tumor 3 tumorfrei 3 Tumor

5-ALA Applikation

Abb. 4.3-3: Fluoreszenzwerte des Darms/ Mesodarms bei verschiedenen 5-ALA Applikationen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Tumor vs. Tumorfrei p= 0,122 p= 0,049 p= 0,179
Tumor Gruppe 2 Tumor Gruppe 3
Tumor Gruppe 1 p= 0,048 p= 0,014
Tumor Gruppe 2 p= 0,140

Tab. 4.3-3: Darstellung der Signifikanzniveaus bei Vergleich der Fluoreszenzwerte am Darm bezliglich Tumor versus benignem
Gewebe aufgeteilt in die verschiedenen Gruppen und bei Vergleich der Fluoreszenzwerte von Tumoren am Darm bzw.
Darmmeso innerhalb der Gruppen untereinander

Auch bei den Messungen am Darm bzw. des Mesocolons liegen bei einer Konzentration von 1 mg/kg
KG keine Werte im Bereich der ,positiven Fluoreszenz". Analog sind die Intensitdten bei einer
Konzentration von 10 mg/kg KG bei Applikationen Uber zehn Stunden unterhalb der positiven
Fluoreszenzmarke von 1. Finf der sieben Fluoreszenzwerte von Patientinnen der Gruppe 2 mit einer
Konzentration von 10 mg/kg KG bei Applikationen zwischen vier und neun Stunden sind bei
Messungen an malignen Absiedelungen am Darm bzw. am Mesodarm gréBer als 1 mit einem
Mittelwert um 2,54. Es konnte eine Signifikanz zu unauffalligem Darm mit einem Mittelwert von 0,60
nachgewiesen werden (p= 0,049).
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Bei einer Dosis von 1 mg/kg KG 5-ALA lagen die Messwerte mit einem Mittel von 0,023 signifikant
unter denen der Gruppe zwei (p= 0,048) und Gruppe 3 (p= 0,014). Nicht signifikant war hingegen der
Vergleich der Messwerte der Gruppen 2 und 3 an Tumorgewebe des Darms.

Unten dargestellte Abbildungen Abb. 4.3-3a und b geben den intraoperativen Befund einer 53-
jahrigen Patientin wider. Histologisch wurde ein schlecht differenziertes serds-papillares
Ovarialkarzinom nachgewiesen. Man erkennt auf beiden Bildern das Querkolon mit einer circa 3 cm
groBen Metastase neben weiteren kleinknotigen Auflagerungen. Durch den Fluoreszenzmodus

leuchten diese gut abgrenzbar vom umliegenden Gewebe. Die Fluoreszenzwerte lagen dort bei 8,14.

Blue Light Mode

PDD Mode
N

Abb. 4.3-3a: WeiBlichtaufnahme einer Colonmetastase

Abb. 4.3-3b: Blaulichtaufnahme einer Colonmetastase
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Die Abbildung Abb. 4.3-4 und Tabelle Tab 4.3-4 stellen die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen am
Peritoneum dar. Die Werte der drei Gruppen werden erneut wie auf S.43 anhand der Messungen am
Omentum erldutert in sechs Boxplots veranschaulicht.

Peritoneum
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5-ALA Applikation

Abb. 4.3-4: Fluoreszenzwerte des Peritoneums bei verschiedenen 5-ALA Applikationen

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Tumor vs. Tumorfrei p= 0,588 p= 0,017 p= 0,456
Tumor Gruppe 2 Tumor Gruppe 3

Tumor Gruppe 1 p= 0,005 p= 0,412

Tumor Gruppe 2 p= 0,589

Tab. 4.3-4: Darstellung der Signifikanzniveaus bei Vergleich der Fluoreszenzwerte an Peritonealkarzinoseherden versus nicht
befallenem Peritoneum aufgeteilt in die verschiedenen Gruppen und bei Vergleich der Fluoreszenzwerte von malignen Knoten
innerhalb der Gruppen untereinander

Die niedrige Konzentration 1mg/kg KG fiihrte sowohl bei benignen als auch malignen Abschnitten des
Peritoneums zu keiner Fluoreszenz. Die Messpunkte der Konzentration 10 mg/kg KG des Intervalls vier
bis neun Stunden lagen an Karzinomherden zwischen 0,024 und 4,17 mit einem Mittelwert bei 1,85
und bei nicht befallenem Peritoneum zwischen 0,065 und 0,96 mit einem Mittelwert von 0,42. Fir
diese Gruppe war eine Signifikanz nachweisbar (p= 0,017).

Wurde das Zeitintervall auf Gber zehn Stunden vor der Operation vergréBert wurden an Tumorherden
Intensitdten zwischen -0,28 und 14,31 gemessen, an tumorfreien Arealen zwischen 0,017 und 1,26.
Dies ergab Mittelwerte von 4,87 und 0,54. Aufgrund der groBen Streuung der , Tumor-Werte" konnte
keine Signifikanz nachgewiesen werden (p= 0,456).

- 45 -




Bei Vergleich der Fluoreszenzintensitaten des Tumorgewebes zwischen der Gruppe 1, welche 1 mg/kg
KG 5-ALA-Konzentration bekam, mit der Gruppe 2 zeigte sich bei der Gruppe 2 hoch signifikant héhere
Intensitdten (p= 0,005). Keinen signifikanten Unterschied fand man zwischen den Messwerten der
Gruppe 3 mit denen der Gruppe 1 oder Gruppe 2.

Nachfolgende Abbildungen Abb. 4.3-4a und Abb.4.3-4b geben den intraoperativen Befund einer an
einem serds-papillaren Ovarialkarzinom erkrankten 36-jahrigen Patientin wider. Diese hatte sechs
Stunden vor der Operation 10 mg/kg KG 5-ALA erhalten. Bei der Exploration des Abdomens wurde
eine diffuse Karzinomaussaat im Bereich des gesamten Peritoneums festgestellt. Abb. 4.3-4a zeigt
eine Aufnahme des Beckenperitoneums im konventionellen Modus, analog dazu ist in Abb. 4.3-4b der

Fluoreszenzmodus eingestellt. Man kann sehr gut die deutlich fluoreszierenden Karzinoseherde

erkennen. Es wurden Messwerte um 2,29 erreicht.

Blue Light Mode

B

Abb. 4.3-4a: WeiBlichtaufnahme einer Peritonealkarzinose Abb. 4.3-4b: Blaulichtaufnahme einer Peritonealkarzinose
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AnschlieBend werden die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen an der Leber dargstellt. Hierbei ist zu
beachten, dass bei keiner Patientin Tumorgewebe auf der Leber oder intrahepatisch gefunden wurde.
Alle Werte beziehen sich somit auf tumorfreies Gewebe. Die Werte wurden wieder entsprechend den

zugehorigen Gruppen zugeordnet.
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5-ALA Applikation

Abb. 4.3-5: Fluoreszenzwerte der Leber bei verschiedenen 5-ALA Applikationen

Gruppe 2 Gruppe 3
Gruppe 1 p< 0,001 p= 0,396
Gruppe 2 p= 0,649

Tab. 4.3-5: Darstellung der Signifikanzniveaus bei Vergleich der Fluoreszenzwerte der tumorfreien Leber aufgeteilt in die
verschiedenen Gruppen

Annahernd keine Leberfluoreszenz war bei der Gruppe 1 mit 1mg/kg KG 5-ALA zu messen, die Werte
lagen zwischen -0,06 und 0,12. Im Gegensatz dazu waren alle Fluoreszenzwerte der Gruppe 2 im
fluoreszenzpositiven Bereich > 1, es fanden sich Werte zwischen 1,85 und 6,54 und ergab einen
Mittelwert von 4,16. Diese Werte lagen hoch signifikant héher als die der Gruppe 1 (p= 0,001). Bei
der dritten Gruppe war trotz des hohen Mittelwertes von 8,17 bei einer Streuung von 13,11 keine
Signifikanz gegeniiber der Leber Fluoreszenzwerte der Gruppe 1 zu zeigen (p= 0,396). Diese war auch
im Vergleich mit der Gruppe 2 nicht nachweisbar (p= 0,694).

-47 -




Die Abbildungen Abb. 4.3-5a und Abb. 4.3-5b zeigen den intraoperativen Befund einer Patientin mit
einem serds-papillaren Ovarialkarzinom, die 5,5 Stunden vor den Messungen 10 mg/kg KG 5-ALA
erhalten hatte. In der oberen Bildhalfte ist das Diaphragma mit kleinknotiger Peritonealkarzinose zu
erkennen, die im Fluoreszenzmodus rot fluoreszieren. In der unteren Bildhalfte sieht man in der

Blaulichtaufnahme die homogen rot fluoreszierende Leber. Es wurde ein Fluoreszenzwert von 4,8

gemessen.

Blue Light Mode

PDD Mode

Abb. 4.3-5a: WeiBlichtaufnahme der Leber und Diaphragma Abb. 4.3-5b: Blaulichtaufnahme der Leber und Diaphragma
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4.3.2 Spezifitait und Sensitivitdt in Abhdngigkeit von Applikationszeitpunkt und ALA-

Konzentration

Im Folgenden soll auf die Sensitivitat und Spezifitdt der Fluoreszenzdiagnostik mit 5-ALA eingegangen
werden.

Eine Messung wurde als fluoreszenzpositiv eingestuft, wenn das mit blauem Licht angeregte Gewebe
eine selektive, vom Hintergrund abzugrenzende rétliche PPIX-Fluoreszenz zeigte. Die erreichten
Ergebnisse wurden dann mit dem histologischen Befund des entsprechenden operativ entfernten
Areals verglichen.

Da bei einer Konzentration von 1 mg/kg KG unabhdngig von den vorliegenden Zellen keine
ausreichende Fluoreszenzintensitdt erreicht wurde, ergibt sich fiir alle Gewebearten eine Sensitivitat
von 0%. Analog konnten keine falsch positiven Herde ausgemacht werden, so dass sich eine Spezifitat
von 100% ergibt.

Folgende Ergebnisse zeigten sich bei einer 5-ALA-Konzentration von 10 mg/kg KG.

Im Zeitintervall zwischen vier und neun Stunden fluoreszierten sieben der zehn befallenen Adnexe
deutlich, was einer Sensitivitat von 70% entspricht. Die Adnexe, die histologisch keine Malignitat
zeigten, fluoreszierten intraoperativ auch nicht, was eine Spezifitit von 100% ergibt. Die
Untersuchungen am Peritoneum zeigten im gleichen Zeitintervall eine noch hdhere Sensitivitat von
75% bei gleicher Spezifitat von 100%. FUnf der sieben intraoperativ fluoreszenzpositiven Areale des
Darmes bzw. des Darmmesos konnten in der Histologie als maligne bestdtigt werden, was eine
Sensitivitat von 71,4% ausmacht. Nur eine von sechs Proben fluoreszierte falsch positiv, es wurden
also in der feingeweblichen Untersuchung trotz Fluoreszenz keine malignen Zellen gefunden, so dass
die Spezifitdt 83,3% betragt. Am Omentum majus konnte nur eine Sensitivitdt von 50% erreicht
werden. Dabei war zu beobachten, dass mittels Fluoreszenz v.a. die noduldr wachsenden
karzinomatdésen Herde gut vom umgebenden nicht befallenen Omentumgewebe abgegrenzt werden
konnten. Falsch negative, also trotz Befall als nicht fluoreszierende Areale wurde haufig bei
histologisch diffus verteilter Infiltration registriert.

Wurden die Messungen am Peritoneum Uiber zehn Stunden nach der 5-ALA-Gabe gemacht, sank die
Sensitivitat auf 33,3% und auch die Spezifitdt lag mit 75% unter der Spezifitdt bei Messungen
zwischen vier und neun Stunden. Auffallend war zudem, dass innerhalb der Gruppe mit dem langeren
Applikationszeitpunkt kein Fluoreszenznachweis bei Befall des Omentums oder des Darms gelang, so
dass hier die Sensitivitat 0 ist. Lediglich bei Messungen an den Adnexen konnte bei Applikation (ber
neun Stunden vor der Operation mit 75% eine hohere Sensitivitat als bei der Gruppe 2 mit 70%
Sensitivitat erreicht werden, bei gleicher Spezifitdt von 100%.

Im Allgemeinen zeigte sich bei Messungen an der Leber, die eine bedeutende Rolle in der
Hambiosynthese spielt, eine hohe unspezifische PPIX-Fluoreszenz nach oraler ALA-Applikation. Diese

war ohne Peritonealkarzinose auf dem Leberperitoneum auszumachen.
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In Tabelle 4.3-6 sind die Ergebnisse der Fluoreszenzdiagnostik beziiglich Sensitivitat und Spezifitat in
Abhangigkeit von Applikationszeitpunkt und 5-ALA-Konzentration organspezifisch zusammengefasst.
Die Sensitivitdt und Spezifitdt wurden in Prozent angegeben. Die in Klammern angegeben Zahlen
zeigen bei der Sensitivitdt die Probenanzahl der Areale die intraoperativ Fluoreszenz zeigten (F+) und
zugleich in der Histologie Malignitat aufwiesen im Verhdltnis zur Gesamtanzahl aller malignen Proben.
In der Zeile Spezifitdt entsprechen die in Klammern angegebenen Zahlen der Anzahl der
fluoreszenznegativen Bezirke und zugleich histologisch benignen Biopsien in Bezug zur Gesamtanzahl
aller histologisch benignen Areale.

1 mg/kg KG 10 mg/kg KG 10 mg/kg KG
Organ 3-14 h pra-op. 4 -9 h pra-op. 10-16 h pra-op.
Adnexe/ Sensitivitat 0% (0/3) 70% (7/10) 75% (3/4)
Primartumor Spezifitat 100% (2/2) 100% (2/2) 100% (2/2)
Omentum majus Sensitivitat 0% (0/3) 50,0% (4/8) 0% (0/2)
Spezifitat 100% (2/2) 100% (2/2) 100% (3/3)
Darm/Meso Sensitivitat 0% (0/2) 71,4% (5/7) 0% (0/2)
Spezifitat 100% (3/3) 83,3% (5/6) 100% (3/3)
Peritoneum Sensitivitat 0% (0/2) 75% (6/8) 33,3% (1/3)
Spezifitat 100% (2/2) 100% (7/7) 75% (3/4)
Leber Sensitivitat k. A. k. A. k. A.
Spezifitat 100% (2/2) 0% (0/8) 66,7% (2/3)

Tab. 4.3-6: Sensitivitat und Spezifitdt der PDD in Abhangigkeit von Applikationszeitpunkt und 5-ALA-Konzentration
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4.3.3 Einfluss der Tumorbiologie auf die Fluoreszenzintensitat

Wie in den vorangehenden Abschnitten 4.3.1 und 4.3.2 gezeigt wurde, konnte bei einer 5-ALA-
Konzentration von 1 mg/kg KG sowohl an tumorfreien wie auch tumordsen Gewebe keine
Fluoreszenzintensitat erreicht werden, die Gber dem vor Beginn der Studie definierten Bereich > 1 lag.
Um nun eine adaquate Aussage Uber das Fluoreszenzverhalten hinsichtlich der Tumorbiologie machen
zu kénnen, wurden fir folgende Auswertungen nur noch die Werte der Gruppen 2 und 3 mit einer
5-ALA-Konzentration von 10 mg/kg KG herangezogen. Es wurden die Fluoreszenzintensitdten

verwendet, die an den Organen Adnexe, Netz, Darm und Peritoneum gemessen wurden.

Nachfolgende Abbildung 4.3-6 zeigt die Fluoreszenzwerte der Gruppen 2 und 3 aufgeteilt in die
histologischen Subtypen, serts-papilldr, muzinds, endometroid und undifferenziert. Diesen Werten

graphisch gegeniibergestellt wurden die Messwerte der Gruppen 2 und 3 an tumorfreiem Gewebe.

Fluoreszenzwert [w.E.]
e ol
L L

tumorfrei  serds-papillar muzinds endometr. undifferenziert
Histologischer Subtyp

Abb. 4.3-6: Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit der Tumorklassifikation

Es konnte ein signifikanter Unterschied bzgl. der Messwerte an serds-papilldaren Herden mit einem
Mittelwert um 2,56 und tumorfreien Messpunkten dargestellt werden (p< 0,001). Bei den anderen
histologischen Subtypen wurde keine Signifikanz erreicht, wenn die Fluoreszenzwerte der tumordsen
Herde mit denen an benignen Gewebeproben verglichen wurden. Die vier Messpunkte an
undifferenziertem Tumorgewebe lagen zwischen 0,18 und 1,88 mit einem Mittelwert von 0,77, was zu
keinem signifikanten Unterschied im Vergleich mit tumorfreiem Gewebe fiihrte (p= 0,469). Auch bei
den muzindsen Ovarialkarzinomen konnte knapp keine Signifikanz gezeigt werden (p= 0,068). Ein
muzindses Ovarialkarzinom lag aber lediglich bei einer Patientin vor. Fiir die Berechnung lagen jeweils
drei Messpunkte von tumorfreiem und tumordésem Gewebe vor. Da nur ein Messwert bei

endometroidem Karzinom vorlag, konnte bzgl. dieses Subtyps keine Signifikanz berechnet werden.
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Als nachstes stellte sich die Frage, ob das Tumor-Grading einen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitat
haben kdnnte.
In Abb. 4.3-7 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 4.3-7: Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit des Tumorgradings des Ovarialkarzinoms

Bei dem maBig differenzierten Ovarialkarzinom lagen die Messwerte zwischen 0,024 und 6,3 mit
einem Mittelwert von 2,29. Die Intensitdten des gering differenzierten Karzinoms reichten von 0,18 bis
14,31, was einem Mittelwert von 2,34 entspricht. Wurden die Messwerte von Tumorherden den von
benignem Gewebe gegeniibergestellt zeigte sich sowohl fiir das maBig differenzierte als auch fiir das
schlecht differenzierte Karzinom eine signifikante Differenz (p= 0,001 bei G2-Tumoren; p= 0,046 bei
G3-Tumoren).

In der Studie gab es keine Patientin mit einem gut differenzierten Ovarialkarzinom, so dass dartber

keine Aussage getroffen werden kann.
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4.3.4 Einfluss einer Chemotherapie auf die Fluoreszenzintensitat

Uberdies wurde untersucht, ob sich die Fluoreszenzintensitdten unterscheiden, falls die Patientin vor
der Operationen schon einmal eine Chemotherapie erhalten hat oder noch nicht. Da nur wenige
Messwerte von Patientinnen mit adjuvanter Chemotherapie und nun Rezidiv-Operation vorliegen,

werden sie mit den Messwerten von Patientinnen mit neoadjuvanter Chemotherapie
zusammengefasst.

14

Fluoreszenzwert [w.E.]

tumorfrei keine Chemo Chemotherapie

Abb. 4.3-8: Fluoreszenzwerte in Abhangigkeit einer Chemotherapie

Die Intensitdten am Tumorgewebe erreichten bei Patientinnen ohne Chemotherapie im Mittel Werte
um 2,18 und waren damit signifikant hoher als die Intensitaten von tumorfreiem Gewebe (p= 0,001).
Die Messwerte am Tumorgewebe der Patientinnen mit einer Chemotherapie in der Anamnese lagen
mit einem Mittelwert von 3,03 nicht signifikant hoher als bei tumorfreiem Gewebe (p= 0,316). Die
Messwerte lagen dabei zwischen 0,024 und 14,31, aufgrund der groBen Streuung der Werte bei
kleiner Fallzahl wurde keine Signifikanz erreicht.
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4.4 Messungen der Serum-Porphyrine

Von den Patientinnen wurde vor der 5-ALA-Gabe, wahrend der Operation, also zum Zeitpunkt der
Messungen und einen Tag nach der Operation die Konzentration der Porphyrine bestimmt, um zu
untersuchen inwiefern der Serumspiegel der Porphyrine, insbesondere der des Protoporphyrins, durch
eine exogene 5-Aminolavulinsaure-Gabe beeinflusst wird. Zudem war von Interesse, ob es
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen gibt.

Nachfolgende Abbildung Abb. 4.4-1 stellt die Protoporphyrin-Konzentration im Serum wahrend der
Fluoreszenzmessungen dar. Die Ausgangswerte der Patientinnen vor der 5-ALA-Applikation innerhalb
der verschiedenen Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander und werden daher
zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 4.4-1: Protoporphyrin-Konzentrationen im Serum zum Zeitpunkt der Fluoreszenzmessung in Abhangigkeit der Gruppen 1-3
und vor der 5-ALA-Applikation. Die Linie markiert den Normbereich des Protoporphyrins, welcher bei <0,8 pg/d! liegt.

Die Protoporphyrin-Konzentrationen der Patientinnen liegen vor der 5-ALA-Gabe zwischen nicht
nachweisbar und 0,17 pg/dl und damit deutlich unterhalb des Grenzwertes von 0,8 pjg/dl. Der
Mittelwert der Ausgangswerte betragt 0,07 pg/dl.

Durch die Gabe von 1 mg/kg KG 5-ALA, steigt die Protoporphyrin-Konzentration im Serum kaum an.
Einige Werte liegen wahrend der Fluoreszenzdiagnostik etwas iber dem Normbereich, der als kleiner
0,8 pg/dl angegeben wird. Erhalten die Patientinnen das 5-ALA in einer hoheren Dosierung von
10 mg/kg KG ist zu erkennen, dass die Serum-Konzentrationen von Protoporphyrin wahrend der
Operation dann am hdchsten sind, wenn man das ALA vier bis neun Stunden vor der Operation
verabreicht. Die Konzentrationen erreichen Werte zwischen 3,4 und 15,76 pg/dl und sind damit z.T.
Uber 200-mal hoher als die Ausgangswerte. Betrachtete man die Veranderungen der Protoporphyrin-
Konzentration innerhalb der Gruppen im Verlauf, so erkennt man in Gruppe 2 eine eben noch
signifikante Erhéhung zwischen Ausgangswert und Wert zum Zeitpunkt der Messung (p= 0,067). Es
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besteht ein Trend zu hdheren Konzentrationen von Gruppe 2 im Vergleich zu Gruppe 1 zum Zeitpunkt
der Messungen (p= 0,08).

Die intraoperativen Werte des Zeitintervalls Giber zehn Stunden liegen alle Gber dem Normbereich. Es
besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den Werten der Gruppe 2 und 3 (p= 0,451). Dieser
kann auch nicht zwischen Gruppe 1 und 3 gezeigt werden (p= 0,476).

Des Weiteren wurde analysiert, ob die Fluoreszenzwerte einen Tag nach den Messungen zwischen den
Gruppen differieren (Abb. 4.4-2).
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Abb. 4.4-2: Protoporphyrin-Konzentrationen im Serum einen Tag nach den Fluoreszenzmessungen in Abhdngigkeit der
Gruppen 1-3 und vor der 5-ALA-Applikation. Die Linie markiert den Normbereich des Protoporphyrins, welcher bei <0,8 pg/dl
liegt.

Einen Tag nach der Operation liegen bei fast allen Patientinnen die Protoporphyrin-Konzentrationen
wieder im Normbereich unter 0,8 ug/dl. Lediglich eine Patientin, die 10 mg/kg KG 5-ALA 12 Stunden
vor der Operation erhielt hatte einen Wert von 1,30 pg/dl. Zwischen den Gruppen besteht kein
signifikanter Unterschied unabhédngig, ob die Patientinnen 1 mg/kg KG 5-ALA oder 10 mg/kg KG 5-ALA
erhalten (p= 0,460 bzw. p= 0,318). Ebenfalls besteht keine Signifikanz bei Betrachtung des
Zeitintervalls der 5-ALA-Applikation zwischen Gruppe 2 und 3 (p= 0,391).

Die Konzentrationen der Gruppe 2 liegen einen Tag nach der Operation signifikant niedriger als zum
Zeitpunkt der Fluoreszenzdiagnostik (p= 0,069). Keinen signifikanten Unterschied kann man bei
Vergleich der Werte vor und einen Tag postoperativ erkennen.

Ebenfalls ergeben Berechnungen der Protoporphyrin-Konzentrationen innerhalb der Gruppen 1 und 3
im zeitlichen Verlauf betrachtet keine Signifikanz.
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Es stellt sich die Frage, ob die intraoperativ gemessenen Protoporphyrin-Konzentrationen eine
Korrelation zu den Fluoreszenzwerten der verschiedenen Organe besitzt. Fir diese Auswertung
werden die Daten aller Gruppen herangezogen.

Zwischen den Protoporphyrin-Konzentrationen wéhrend der Messungen und den Fluoreszenzwerten
der Adnexe, des Peritoneums, des Omentums und des Darms besteht keine Korrelation (p= 0,874;
p= 0,450; p= 0,691 bzw. p= 0,616).

Unten dargestellte Abbildung Abb. 4.4-3 zeigt die Gegeniiberstellung der Protoporphyrin-
Konzentration und der Fluoreszenzwerte der Leber.

Fluoreszenzwert [w.E.]
w
1

Protoporphyrin-Konzentration [ug/dI]

Abb. 4.4-3: Protoporphyrin-Konzentration im Serum zum Zeitpunkt der Fluoreszenzmessung vs. Fluoreszenzwert der Leber. Die

durchgezogene Linie ist die Korrelationslinie, die Gestrichelte markiert den Normbereich, der links davon auszumachen ist.
Hier zeigt sich, dass eine hohe Korrelation zwischen der Serum-Konzentration und der

Fluoreszenzintensitat der Leber besteht, die jedoch nicht signifikant ist (p= 0,210). Ein hoherer

Protoporphyrin-Wert ist mit einem hoéheren Fluoreszenzwert der Leber verbunden.
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4.5 Nebenwirkungen der Fluoreszenzdiagnostik mit 5-ALA

Des Weiteren wurden sowohl die klinischen als auch die laborchemischen Nebenwirkungen der PDD
evaluiert.

Bei keiner Patientin sind nach der Operation neue Hauteffloreszenzen, insbesondere solche, die auf
eine Porphyrie hindeuten kdnnten, beobachtet worden. Intraoperativ waren die Patientinnen durch die
sterilen Abdecktiicher weitgehend von intensiver Lichteinstrahlung abgeschirmt und postoperativ
erholten sich die Patientinnen in den ,empfindlichsten® ersten zwei Tagen ab der Operation in den
Krankenzimmern bzw. auf der Intensivstation und waren somit auch keiner direkten
Sonneneinstrahlung ausgesetzt.

Bei zwei Frauen dauerte die Genesungsphase subjektiv etwas langer als durchschnittlich bei
Patientinnen nach einer Ovarialkarzinomoperation. Dabei ist anzumerken, dass bei einer Patientin, die
10 mg/kg KG ALA erhielt, die Operation u.a. mit Darmchirurgie sehr lang dauerte und mehrere
Erythrozytenkonzentrate und FFP intraoperativ verabreicht wurden. Bei der zweiten Patientin wurde
praoperativ die niedrige 5-ALA-Konzentration von 1 mg/kg KG appliziert.

Pra- und postoperativ wurden die Patientinnen laborchemisch kontrolliert. Die praoperativen
Hamoglobin-Werte lagen zwischen 7,9 g/dl und 15,9 g/dl, wobei der Normbereich im Labor bei 12-16
g/dl liegt. Am 1. postoperativen Tag konnten Werte zwischen 7,5 g/dl und 12,6 g/dl und am
7. postoperativen Tag von 7,6 g/dl bis 11,4 g/dl gemessen werden. Die postoperative Hdmoglobin-
Differenz lag in einem Bereich von -6,8 g/dl bis +2,1 g/dl. Im Durchschnitt kam es zu einem
Hamoglobin-Abfall von 3,9 g/dl. Insgesamt erhielten zw0lf Patientinnen ein bis acht Erythrozyten-
Konzentrate im Rahmen des stationdren Aufenthaltes.

Da die Hambiosynthese des menschlichen Organismus am ausgepragtesten in Knochenmarks- und
Leberzellen stattfindet, waren bei den Blutkontrollen insbesondere die Leberenzyme von groBem
Interesse.

Der Normbereich der y-GT lag bei 4-18 U/, in welchem 21 Ausgangswerte der Patientinnen lagen. Bei
vier Patientinnen wurde eine y-GT zwischen 19 und 30 U/l gemessen, bei Dreien waren die
praoperativen Werte 41, 72 und 98 U/I.

Nachfolgende Abbildung 4-5.1 demonstriert die y-GT-Werte am ersten Tag nach der Operation
entsprechend den zugehérigen Gruppen 1 bis 3. Diesen Werten gegeniibergestellt sind die Werte vor

der 5-ALA-Applikation, als Ausgangswerte bezeichnet.
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Abb. 4-5.1: y-GT-Werte vor der 5-ALA-Applikation (linker BoxPlot) und am ersten Tag postoperativ in Abhdngigkeit der

Gruppenzugehdrigkeit. Die durchgezogenen Linien markieren den Normbereich [4-18 U/I].

Am ersten Tag nach der Operation liegen die meisten y-GT-Werte gruppenunabhangig innerhalb des
Normbereichs zwischen vier und 18 U/I. Lediglich zwei Messwerte von Patientinnen der Gruppe 2 mit
10 mg/kg KG 5-ALA und der Applikation vier bis neun Stunden vor der Operation waren héher als der
Normbereich. Eine Patientin hatte einen Ausgangwert von 98 U/l, am ersten Tag nach der Operation
sank der Wert auf 35 U/I, bei der zweiten Patientin fiel das y-GT auf 51 U/l bei einem Vorwert von
72 U/I.

Insgesamt ist zu erkennen, dass einen Tag nach der Operation meist niedrigere y-GT-Werte erreicht
wurden als vor der 5-ALA-Applikation. Diese y-GT-Wert-Veranderungen sind in keiner Gruppe
signifikant (p= 0,268, p= 0,103 und p= 0,481).

Beziiglich des y-GT-Wertes am ersten postoperativen Tag findet sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Gruppe 1 mit einer 5-ALA-Konzentration von 1 mg/kg KG gegeniber den Gruppen 2 und 3
mit 10 mg/kg KG 5-ALA (p= 0,477 und p= 0,962). Auch der Zeitpunkt der Messungen scheint bei
Vergleich der Gruppen 2 und 3 fir die Hohe des y-GT-Wertes einen Tag nach der Operation nicht
entscheidend zu sein (p= 0,494).

Interessante Laborwertveranderungen zeigen die Leberenzyme am siebten Tag nach der Operation.
Die Abbildung Abb. 4.5-2 stellt diese y-GT-Werte dar. Zum Vergleich werden die Ausgangswerte vor
der Operation im linken BoxPlot mit aufgezeigt.
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Abb. 4-5.2: y-GT-Werte vor der 5-ALA-Applikation (linker BoxPlot) und am siebten Tag postoperativ in Abhangigkeit der

Gruppenzugehdrigkeit. Die durchgezogenen Linien markieren den Normbereich [4-18 U/I].

Am siebten Tag postoperativ liegen alle y-GT-Werte hoher als praoperativ bzw. einen Tag nach der
Operation. Die Werte befinden sich in einem Bereich zwischen 19 und 192 U/l und damit sind alle
auBerhalb des Normbereichs.

In Gruppe 2 sind die y-GT-Werte sieben Tage nach der Operation signifikant héher als vor der
Operation (p= 0,006) und auch deutlich signifikant erhdht bei Vergleich mit den Werten vom ersten
postoperativen Tag (p= 0,002). Es zeigte sich innerhalb Gruppe 2 eine Zunahme des y-GT -Wertes um
den Faktor 2 bis 12,5. Im Mittel nahmen die y-GT-Werte sieben Tage nach der Operation der Gruppe
3 um den Faktor fiinf zum praoperativen Ausgangsbefund zu. Fiir diesen Anstieg lasst sich jedoch
keine Signifikanz herstellen, auch nicht bei Vergleich der Werte von einem zu sieben Tagen
postoperativ (p= 0,155 und p= 0,146). Auch bei der niedrigen ALA-Konzentration von 1 mg/kg KG ist
ein Anstieg auszumachen, der jedoch ebenfalls keine Signifikanz ergibt (p= 0,145 und p= 0,131).
Diese y-GT-Erhdhungen waren von keiner klinischen Relevanz, die Werte waren im Verlauf ohne

jegliche Therapie wieder riicklaufig.
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5. Diskussion

5.1 Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

Ein Ausschlusskriterium war in unserer Studie eine bekannte Niereninsuffizienz, definiert durch einen
Serum-Kreatinin-Wert >2,0 mg/dl. Wir entschlossen uns zu dieser Regelung, da bei einer
eingeschrankten renalen Ausscheidung der Hamatoporphyrinderivate aufgrund der verdnderten
Pharmakokinetik die Pharmakodynamik dieser Stoffe erheblich variieren kann [Dalton J.T. et al.,
2002).

Die Leber gehort neben dem Knochenmark mit den erythroiden Zellen zu den zwei bedeutendsten
Organen der Ham-Produktion [ Fujita H., 1997]. Des Weiteren ibernimmt die Leber eine wichtige Rolle
im Abbau und damit in der Elimination des PPIX. Obwohl die 5-Aminoldvulinsdure zu den
Photosensibilisatoren gehort, die schnell aus dem Kérper eliminiert werden, wurde von erhéhten PPIX-
Spiegeln nach systemischer 5-ALA-Applikation berichtet [Peng Q. et al., 1997a].

Es ist nicht eindeutig geklart, ob es nicht durch eine Akkumulation von PPIX in der Leber zu
toxizitdtsbedingten Schaden kommt [ Weiss T.S. et al.,, 2003]. Zumindest ist auch innerhalb unserer
Studie bei einigen Patientinnen nach der 5-ALA-Gabe zu einem transienten Anstieg der Leberenzyme
gekommen. Sie fielen jedoch nach kurzer Zeit wieder in den Normbereich, was den Daten von Webber
entspricht [ Webber J. et al., 1997b]. Aufgrund dieses ungeklarten Sachverhalts haben wir Frauen mit
auffalligen Leberwerten, wie einem Bilirubin > 3mg/dl einem Quick-Wert <60% oder einer y-GT > 170
U/l nicht in die Studie eingeschlossen.

Damit die Hambiosynthese, in welchem 5-ALA (ber mehrere Schritte in PPIX umgewandelt wird,
ungestort funktioniert, sind mehrere Enzyme notwendig. Kommt es zu einer hereditdren oder
erworbenen Stérung eines Enzyms, resultiert daraus eine Akkumulation der entsprechenden
Hamvorstufen in den Organen [Canavese C. et al., 2002]. Abhangig von der Hauptlokalisation des
Enzymdefekts, Knochenmark oder Leber, werden sie in erythropoetische oder hepatische Porphyrie
untergliedert. Ebenso wird der Typ der vermehrt vorhandenen Vorstufen beachtet, sowie das
Vorherrschen der klinischen Symptome [Pimstone N.R. et al, 1976; Pimstone N.R., 1985]. Bei
Uberwiegend neurologischen Symptomen wird von einer akuten Porphyrie, bei hauptsdchlich kutanen
Symptomen von einer chronischen Porphyrie gesprochen [Lecha M. et al.,, 2003, Canavese C. et al.,
2002]. Um das Auslésen von Porphyrie-Symptomen bzw. das Auslésen eines Schubs zu vermeiden,
wurden Patientinnen, bei denen eine Porphyrie oder eine Uberempfindlichkeit gegeniiber Porphyrinen

vorab bekannt war von der Studienteilnahme ausgeschlossen.
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5.2 Angewandte Methodik

Die Fluoreszenzdiagnostik ist eine vielversprechende Mdglichkeit, die Detektion einzelner
Peritonealkarzinoseherde intraoperativ zu verbessern. Dabei wird ein Farbstoff, der Photosensibilisator
systemisch oder lokal appliziert. Der Photosensibilisator wird insbesondere von Karzinomzellen
vermehrt aufgenommen. Durch Licht einer bestimmten Wellenldnge kann man den Photosensibilisator
zum Fluoreszieren anregen und so Herde entdecken, welche man bei der konventionellen Diagnostik
moglicherweise lbersehen wiirde [ Gahlen J. et al., 1999a4].

Zunachst sollen die speziellen Eigenschaften eines Photosensibilisators dargestellt werden.

5.2.1 Photosensibilisatoren

Photosensibilisatoren sind Stoffe, die sich mit einem hohen Akkumulationsindex im Tumorgewebe
anreichern. Darunter versteht man das Verhdltnis der Akkumulation im Tumorgewebe zur
Akkumulation im Normalgewebe. Fir die verschiedenen Gewebe- und Tumortypen variiert dieser
Index zwischen 2:1 bis 5:1. Eine hohe Konzentration findet man vor allem in neoplastischen
Veranderungen sowie in der Leber, Milz, Niere und embryonalem Gewebe. Kaum Photosensibilisator-
Anreicherungen kommen hingegen im Muskel- und Fettgewebe vor [Peng Q., 1992, Kennedy J.C,
1990].

Der genaue Mechanismus fiir die selektive Photosensibilisator-Akkumulation im Tumor ist noch nicht
ganz geklart. Wahrscheinlich basiert sie u.a. auf der hohen Affinitdt der meist hydrophoben
Photosensibilisatoren zu Low-density-Lipoproteinen, an die sie gebunden werden und (iber Endozytose
in den Tumorbereich gelangen [Allison B.A., 1990, Chowdhary R.K., 2003).

Ebenfalls forderlich fiir die Tumorselektivitat scheint verstarkte Phagozytose durch Makrophagen und
tumor-assoziierten Monozyten im Tumorgewebe zu sein. Als hilfreich kann auch die
Neovaskularisierung des Tumors, sowie deren erhdhte vaskulare Permeabilitdt diskutiert werden.
AuBerdem wird angenommen, dass durch das gestorte Drainagesystem der LymphgefaBe ein
schlechterer Abtransport der Gewebsfliissigkeit und somit des Photosensibilisators entsteht [Pass H.1I,
1993].

Damit ein Photosensibilisator fiir die PDD oder die PDT eingesetzt werden kann, muss er neben der
Tumorselektivitdt noch weitere Eigenschaften aufweisen.

Dringend erforderlich ist eine kurze Verweildauer im Korper bzw. eine nur minimal lang anhaltende
Photosensibilisierung. Bei den Photosensibilisatoren der 1. Generation, zu denen die Substanzen der
Hamatoporphyrinderivate wie z.B. Photofrin I sowie dessen Folgeprodukt Photofrin II, ein
Dihdmatoporphyrinester, gehéren, kam es nach systemischer Applikation hdufig zu unerwiinschten
phototoxischen Reaktionen durch eine durchschnittlich sechs bis acht Wochen anhaltende
Photosensibilisierung der Haut und der Augen. Die Patienten mussten nach einer PDD oder PDT fiir
mindestens zwei Wochen jegliches Sonnenlicht meiden [Lim H.W., 1989]. Die zweite Generation der

Photosensibilisatoren zeichnet sich durch eine nur mehr ein bis zwei Tage anhaltende
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Photosensibilisierung aus. Diesen zugeordnet werden u.a. die Stoffe der Benzoporphyrinderivate sowie
Chlorine und Phthalozyanine [Pandey R.K. et al., 1991, Roberts W.G. et al., 1988; Spikes J.D., 1990,
Spikes J., 1986]. Eine schnelle Ausscheidung aus dem Kérper bietet auch den Vorteil, dass die PDD
oder PDT in kurzen Abstanden mehrere Male wiederholt werden kann. Zudem besteht die Mdglichkeit
einer sofort anschlieBenden Chemotherapie oder Bestrahlung [Pandey R.K. et al., 1991, Sibata C.H. et
al.,, 2001].

AuBerdem erfolgt die Akkumulation im Tumorgewebe schneller als bei den Photosensibilisatoren der
ersten Generation.

Eine weitere wichtige Eigenschaft fir einen idealen Photosensibilisator ist, dass der Photosensibilisator
ein chemisch genau definierter Stoff ist. Weist ein Photosensibilisator mehrere verschiedene
photosensibilisierende und fluoreszierende Eigenschaften auf, so ist ein quantitativer Nachweis der
Fluoreszenz nur schwer méglich [MacRobert A.J. et al., 1989.

Genau so hinderlich fiir die PDD wdre es, wenn der Photosensibilisator im Tumorgewebe eine hohe
Fluoreszenzausbeute in einem Wellenlangenbereich der Autofluoreszenzen des umliegenden Gewebes
hatte. Damit ware eine Unterscheidung zwischen der Fluoreszenz des Tumorgewebes, welches
aufgrund der Photosensibilisator-Anreicherung strahlt und der des gesunden Gewebes, welches
aufgrund der morphologischen Strukturen leuchtet kaum mehr gewahrleistet.

Der Photosensibilisator soll eine hohe Stabilitdt besitzen, so dass die Fluoreszenz in Beziehung zum
zeitlichen Verlauf wahrend der Bestrahlung nur sehr langsam verblasst. Diesen Vorgang nennt man
Photobleaching, der durch einen Zerfall des Photosensibilisator in Photoprodukte entsteht. Diese
kdnnen sich auf die Fluoreszenzintensitdt, das Fluoreszenzspektrum und auf die
Fluoreszenzzerfallskinetik auswirken [Moan J., 1986, Konig K. et al., 1993, Karu T. et al., 1994].
Unterschieden @ werden muss das  Photobleaching von dem  Decay, der den
Fluoreszenzintensitatsverlust nach Abbruch der Exzitationsbestrahlung beschreibt sowie vom Fading,
bei dem die Abnahme der Intensitdt durch eine Langzeitlagerung der Proben entsteht.

Ohne Bestrahlung mit Licht soll der Photosensibilisator auch keine toxische Wirkung auf den
Organismus besitzen. Entscheidend fiir die PDT ist ein Photosensibilisator, der eine gezielte
Schadigung erst nach der lokalen Bestrahlung mit Licht entwickelt. Fiir die PDD ist wiederum wichtig,
dass das toxische Potential des Photosensibilisator so gering wie mdglich ist und es idealerweise zu
gar keiner phototoxischen Reaktion des Photosensibilisator mit dem Gewebe kommt.

Nutzlich fiir die PDT ist zudem, dass die Exzitationswellenlangen der neueren Photosensibilisator in
einem langwelligeren Bereich liegen, wodurch eine groBere Penetrationstiefe erreicht wird [Pandey
R.K. et al., 1991, Sibata C.H. et al., 2001].

Die Griinde fiir eine erhdht gemessene Fluoreszenzintensitat sind mannigfaltig. Sie kann sowohl auf
einer unterschiedlichen Photosensibilisatorkonzentration im Gewebe basieren, wie auch auf einer
Verdickung der Epithelschicht. Ebenso kommen ursachlich blutbedingte Absorption durch
Blutauflagerung auf dem gemessenen Areal und Unterschiede in den Streuparametern der Gewebe in
Frage. Beispielsweise kann es zu einer Intensitatszunahme aufgrund einer Entziindung oder

dysplastischen Verdanderung kommen, da diese Prozesse mit einer Verdickung der Photosensibilisator-
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speichernden Epithelschicht einhergehen. Das Ergebnis der Messung ware in diesem Fall unabhéngig
vom Anreicherungsmechanismus.

Die PDD ist demzufolge nur nitzlich fir oberflachliche Veranderungen, da durch die vielfaltigen
Wechselwirkungen des Lichts mit dem Gewebe bei groBer Eindringtiefe zu viele Storfaktoren auftreten

wirden.

5.2.2 5-Aminolavulinsaure als Photosensibilisator

Die 5-Aminolavulinsdure ist ein Stoff, der in der Fluoreszenzdiagnostik zunehmend an Bedeutung
gewinnt. Verabreicht man 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) systemisch oder lokal, fiihrt dies zu einer
Uberlastung in der Hambiosynthese von Tumorzellen und es kommt zu einer Anreicherung von
Protoporphyrin IX (PPIX). Dieses wird intraoperativ zum Fluoreszieren angeregt und erleichtert bei der
Exploration die Detektion kleinster Peritonealkarzinoseherde [ Gahlen J. et al., 1999a].

Im Folgenden soll erlautert werden, was das 5-ALA bzw. das PPIX als besonders gut geeigneten
Photosensibilisator auszeichnet.

Berlin et al. stellten 1956 anhand von vier Freiwilligen fest, dass die Hautverdnderungen, die nach
einer exogenen Verabreichung von 12,5 bis 35 mg/kg Koérpergewicht 5-ALA auftreten, groBe
Ahnlichkeiten mit dem klinischen Bild der kutanen Porphyrie haben [Berlin N.I et al., 1956a,b).
Anhand von Untersuchungen an Mdusen, Katzen und freiwilligen Patienten wurde gezeigt, dass die
Photosensibilisierung der Haut bereits 24 Stunden nach Zufuhr verschwunden war. Der
Applikationsmodus scheint unwichtig zu sein [Kennedy J.C. et al., 1992].

In den darauf folgenden Studien kam man zu der Theorie, dass durch Verabreichung von
entsprechenden 5-ALA-Konzentrationen der normalerweise wirksame negative Feedback-
Mechanismus, der die ALA-Produktion abhdngig von der Konzentration an freiem Ham reguliert,
umgangen werden kann [Kennedy J.C. et al,, 1992]. Dies fihrt letztendlich zu einer unkontrollierten
Produktion der Folgeprodukte der Hdmbiosynthese. Daraus entwickelte sich der Gedanke, dass durch
eine ausreichende Menge an appliziertem 5-ALA eine so hohe PPIX-Konzentration im Gewebe erzielt
werden kann, um sie fiir die Fluoreszenzdiagnostik und schlieBlich auch zur PDT niitzen zu kénnen.
Die Hohe des PPIX-Konzentrationsanstiegs nach exogener 5-ALA-Applikation scheint allerdings
gewebespezifisch zu sein. So findet man eine gute PPIX-Fluoreszenz in oberfldchlichen Gewebearten,
wie z.B. Epidermis, Konjunktiva, Schleimhaut von Mund, Nase; Vagina und Rektum, Endometrium und
Urothel genauso wie in Driisen, deren Gange an solchen Oberflachen enden. Dies gilt ebenso fiir die
Leber, die Brustdriise und Speicheldriisen [Kennedy J.C. et al.,, 1990; Kennedy J.C. et al., 1992]. Im
Gegensatz dazu, findet man nach einmaliger 5-ALA-Gabe im Gewebe aus dem Mesoderm, wie z.B.
Bindegewebe, Muskel oder Knorpel kaum nachweisbare Mengen an PPIX [Kennedy J.C. et al,, 1992,
Hua Z. et al., 1995; van den Boogert J. et al., 1998).

Die Faktoren, die jedoch zu einer erhohten PPIX-Akkumulation beitragen, sind noch nicht vollstandig

geklart. Moglicherweise liegt es daran, dass der Hambiosynthese-Ablauf nach exogener ALA-Gabe
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nicht in allen Zellen durch eine schnelle Enzymleistung bis zum PPIX durchlaufen kann, sondern in den
ersten Schritten bereits geblockt wird. Dies wirde die unterschiedlichen Ergebnisse einiger Studien
bzgl. der Konzentration von PPIX und anderen Vorlaufersubstanzen erklaren [Hua Z. et al., 1995].
Uroporphyrin, das nur eine sehr kurze Halbwertszeit hat, wird jedoch sehr schnell mit dem Urin
ausgeschieden. Dessen Folgeprodukt Coproporphyrin, dass etwas schlechter wasserldslich ist und eine
etwas langere Halbwertszeit besitzt wird sowohl (iber die Nieren in den Urin und (ber die Galle in den
Stuhl ausgeschieden [van den Boogert J. et al., 1998).

Eine starke Affinitét zu Lipidmembranen zeigt hingegen PPIX, welches bei physiologischem pH-Wert
kaum wasserloslich ist [Uehlinger P. et al, 2000]. Dies kdnnte zu einem verbessertem
Speichervermégen von PPIX im Gewebe flihren als bei Uro- und Koproporphyrinen.

Es konnte aber u.a. gezeigt werden, dass schnell proliferierende Zellen mehr PPIX speichern [ Kennedy
J.C. et al, 1992; Rebeiz N. et al., 1992]. Moglicherweise spielt der Gehalt an Mitochondrien in
neoplastischen Zellen eine wichtige Rolle um hohe Spiegel von 5-ALA induziertem PPIX erreichen zu
kdnnen [Gibson S.L. et al., 1999].

Gallegos E.R. et al. konnte in seiner in vitro Studie mit normalen und kanzerdsen Zervixzellen
nachweisen, dass die PPIX-Akkumulation in Zellen des Zervixkarzinoms finf- bis siebenmal hoher ist
als in gesunden Zervixzellen [Gallegos E.R. et al, 1999]). Auch humane Mammakarzinom und
Mesotheliomzellen zeigen einen signifikanten PPIX-Anstieg [Gibson S.L. et al, 2001]. Neben
zahlreichen anderen Tumorzellen kann dies auch in den erythropoetischen, lymphatischen und
myeloplastischen Leukdmiezellen nachgewiesen werden [Malik Z. et al., 1989].

Eine erhéhte Aktivitdt der Enzyme 5-Aminolavulinsaure Dehydrase, Porphobilinogen Desaminase und
Uroporphyrinogen Decarboxylase konnte durch Hinnen et al. in Barrett-Osophagus und
Adenokarzinomen nachgewiesen werden [Hinnen P et al.,, 2000]. Zudem findet sich eine verringerte
Aktivitat der Ferrochelatase im Tumorgewebe, was die selektiv erhdhten PPIX Konzentrationen

erklaren konnte [ Van Hillegersberg et al., 1992].

5.2.3 Anwendung der PDD mit 5-ALA bei Peritonealkarzinose

Bislang existieren nur wenige /n vitro Studien, die die Verwendung des Photosensibilisators
5-Aminolavulinsdure zur Fluoreszenzdetektion von Peritonealkarzinoseherden untersuchten. Die Herde
wurden entweder durch Colonkarzinomzellen oder durch Ovarialkarzinomzellen hervorgerufen. Nur
zwei gynadkologische Arbeitsgruppen berichteten bislang von der Anwendung bei Patientinnen mit
einem Ovarialkarzinom.

Die erste publizierte /n vitro Studie wurde 1997 von Major et al. durchgefiihrt. Weiblichen Ratten mit
diffuser Peritonealkarzinose der Ovarialkarzinomzelllinien NuTu-19 wurde das 5-ALA entweder
intraperitoneal oder intravends zu verschiedenen Zeitpunkten und mit verschiedenen Konzentrationen

zwischen 25 und 100 mg/kg KG appliziert. Es konnte gezeigt werden, dass selbst Mikrometastasen mit
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einem Durchschnitt kleiner 0,5 mm fluoreszierten, unabhangig von den Applikationsparametern, wobei
das beste Ergebnis mit 100 mg/kg i.p. erreicht wurde [Major A.L. et al., 1997).

Hornung et al. konnten diese Ergebnisse in einer 1998 veréffentlichen Studie bestdtigen. Als optimales
Zeitintervall fiir die Fluoreszenzdiagostik wurden eine bis drei Stunden nach der intravendsen 5-ALA
Injektion genannt. Es gelang Herde zwischen 0,4 und 5mm eindeutig von tumorfreien Peritoneum zu
unterscheiden [Hornung R. et al., 1998).

Die Arbeitsgruppe um Aalders untersuchte an Ratten die PPIX-Konzentration von tumordsen im
Verhadltnis zu gesundem Gewebe (ber einen Zeitraum von 24 Stunden. Unabhangig von den
intravends verabreichten 5-ALA-Konzentrationen (100, 25 und 5 mg/kg) wurde die beste Ratio nach
zwei bis drei Stunden erzielt. Einen signifikanten Kontrast erreichte man bei einer Applikation von
5 mg/kg 5-ALA [Aalders M.C. et al., 2000].

Einen Vergleich zwischen Fluoreszenzdiagnostik und konventioneller WeiBlichtbetrachtung publizierten
Canis et al. 2001. Bei WeiBlicht wurden im Mittel 2,84 Peritonealkarzinoseherde einer
Ovarialkarzinomzelllinie aufgefunden. Durch die Fluoreszenzdiagnostik konnten drei Stunden nach
einer 100 mg/kg ALA enthaltenden Peritoneallavage durchschnittlich sogar 5,74 Lasionen detektiert
werden [Canis M. et al., 2001].

Ziel der Arbeit von Gahlen et al. war die Gegeniberstellung von lokaler und systemischer
Applikationsform. Die Peritonealkarzinose wurde bei den WAG Ratten mit einer Colonkarzinomzelllinie
erzeugt. Die eine Gruppe erhielt intraperitoneal (IP) 150 mg einer 3%-Ldsung, was einer
Konzentration von 440 bis 550 mg/kg KG 5-ALA entsprach, die andere bekam 100 mg/kg KG 5-ALA
intravends (IV) verabreicht. Nach vier Stunden fanden die Messungen und Beobachtungen statt. Alle
Karzinoseherde, die mit WeiBlicht gesehen wurden, fluoreszierten nach intraperitonealer 5-ALA
Applikation. Zusatzlich konnten noch 21% weitere Lasionen mit einem Durchmesser zwischen 1 und
10mm detektiert werden, die mit WeiBlicht (ibersehen worden waren. Nach intravendser Gabe wurden
nur 28% der bei WeiBlicht identifizierten Ldsionen aufgefunden, 7% wurden hingegen nur im
Fluoreszenzmodus entdeckt. In beiden Gruppen gab es keine falsch-positiven Bezirke [ Gahlen J. et al.,
2001]. Da die Konzentration in der IP Gruppe vier- bis fiinffach hoher als in der IV Gruppe war,
erscheint es schwierig die Applikationsformen gegeneinander zu bewerten.

In einer folgenden Studie verwendeten Gahlen et al. 1,5% und 3% 5-ALA Ldsungen intraperitoneal
und fiihrten die Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus. Die groBten Fluoreszenzintensitaten
wurden zwischen zwei und vier Stunden erreicht, wobei die 1,5% L&sung effektiver schien als die 3%
Losung. Auch hier zeigte die Fluoreszenzdiagnostik mit 35% zusatzlich entdeckten Herden einen
deutlichen Vorteil gegeniiber der konventionellen WeiBlichtbetrachtung [ Gahlen J. et al., 2002).

Durch die Fluoreszenzdiagnostik gelingt es nicht nur eine groBere Anzahl an
Peritonealkarzinoseherden zu detektieren, ebenso konnen kleiner Lasionen als bei der
WeiBlichtuntersuchung aufgefunden werden. Chan et al. zeigten, dass die durchschnittliche GréBe der
noch gesehenen Herde im WeiBlicht 1,5 mm und im Fluoreszenzmodus 1,0 mm betragt [ Chan J.K. et
al.,, 2002).
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Die Arbeitsgruppe um Collinet konnte diese Ergebnisse bestatigen. Sie applizierten jeweils einem
Drittel der 21 Ratten mit peritonealer Mikrometastasierung der Ovarialkarzinomzelllinien NuTu-19
intraperitoneal 5-ALA, He-ALA oder Kochsalzlésung. Es zeigte sich, dass nach Gabe von 5-ALA
durchschnittlich 32 Herde im Vergleich zu 20,7 Herden nach Kochsalz-Applikation identifiziert wurden
(p= 0,01). Desweiteren ergaben sich signifikant héhere Fluoreszenzwerte durch die 5-ALA-Applikation
(Ratio 1,17, p= 0,01) [Collinet P. et al., 2007).

Bislang gibt es nur drei Studien Uber die Photodynamische Diagnostik bei Patientinnen mit
Ovarialkarzinom. Major at al. berichteten in einem Case-Report von einer Patientin mit
Ovarialkarzinom, der nach der Laparotomie ein mit einer 1% 5-ALA Lésung getrénkter Schwamm fiir
eine Stunde eingesetzt wurde. AnschlieBend wurde eine Fluoreszenzdiagnostik durchgefiihrt. Alle im
WeiBlicht identifizierten Lasionen fluoreszierten und zusatzlich konnte noch ein 5 mm groBer Herd
ausgemacht werden, der histologisch als Metastase bestatigt werden konnte [Major A.L. et al., 2002].
Eine folgende Studie konnte die positiven Ergebnisse der Fluoreszenzdiagnostik bei Frauen mit
Ovarialkarzinom bestdtigen. 29 Frauen wurden vor einer Second-look Laparoskopie 30 mg/kg KG einer
1% 5-ALA Losung intraperitoneal appliziert. Ein Rezidiv des Ovarialkarzinoms wurde anschlieBend bei
13 Patientinnen histologisch nachgewiesen. Bei 12 dieser 13 Frauen fluoreszierten die
Peritonealkarzinoseherde rot. Bei einem Drittel dieser Patientinnen waren die Metastasen sogar so
klein, dass sie unter WeiBlichtbetrachtung tibersehen worden waren. Keine Fluoreszenz war bei einer
Patientin zu beobachten, die Lasionen mit einem Durchmesser iiber 3 cm aufwies. Dies entspricht
einer sehr hohen Sensitivitdt von 92%. Falsch-positive Messungen ergaben sich an
Endometrioseherden einer Patientin, dies flihrte zu einer Spezifitdt von 95% [Ldoning M. et al., 2004).
Loning et al. erreichte in einer Studie mit 36 Ovarialkarzinom-Patientinnen und zwei Patientinnen mit
Tubenkarzinom 5 Stunden nach 5-ALA Applikation eine Spezifitdt von 88% und eine Sensitivitdt von
100%. Der negative pradiktive Wert lag bei 100% und der positive pradiktive Wert bei 91%. Die
Arbeitsgruppe bestimmte die PPIX-Fluoreszenz durch Verwendung einer digitalen Bildbearbeitung

sowie eines Fluoreszenzmikroskops [Ldning MC. et al., 2006).

5.2.4 Einfluss der Applikationsform auf die PDD

In den zahlreichen Studien zur photodynamischen Diagnostik kommen verschiedenste
Applikationsformen zum Einsatz. Als nebenwirkungsdrmste Form hat sich die topische Applikation
erwiesen, wobei vor allem die Auftragung mit Gel Erfolg versprechende Ergebnisse zeigen konnte. Die
topische Applikation findet beispielsweise bei der photodynamischen Therapie der zervikalen
intraepithelialen Neoplasie Gebrauch [Hillemanns P. et al,, 1999]. Aufgrund des nur sehr begrenzten
Gebietes auf welches die 5-Aminoldvulinsaure gelangt und in PPIX umgewandelt wird, besteht die
Mdglichkeit auf einem kleinen Bezirk hohe PPIX-Konzentrationen verwenden zu kénnen ohne dabei
systemische Reaktionen bei den Patienten erwarten zu miissen. Gleiches gilt fiir die Anwendung in der

Dermatologie, wo diese Therapieform einige Vorteile gegeniiber der konventionellen Therapie bietet
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[Peng Q. et al., 1997a]. Dass nur geringe Mengen von PPIX nach lokaler duBerer Anwendung in den
systemischen Kreislauf gelangen, zeigen neben dem Fehlen von systemischen Nebenwirkungen,
Messungen, bei welchen die PPIX-Konzentration im Serum nach Auftragen einer Salbe bestimmt
wurden [Rick K. et al., 1997].

Beim Ovarialkarzinom sowie anderen Tumoren, bei welchem sich die Tumorzellen innerhalb der
ganzen Peritonealhdhle absiedeln konnen, besteht die Mdglichkeit den Photosensibilisator
intraperitoneal zu verabreichen, um eine lokale Gabe zu ermdglichen. Es gilt jedoch zu beachten, dass
das Peritoneum aufgrund seiner Beschaffenheit in der Lage ist, das 5-ALA zu absorbieren, einem
Vorgang, welcher von der Peritonealdialyse bekannt ist und es somit nach dieser ,Absorptionszeit"
auch zu einer systemischen Verteilung kommt [van der Veen N. et al., 1996].

Mehrere Studien berichten von besseren Fluoreszenzergebnissen, wenn man das 5-ALA intraperitoneal
appliziert, anstatt es oral oder intravends zu verabreichen. So berichtet Gahlen J. et al. von einer
100% Detektion von Herden, die man vorab durch WeiBlicht identifiziert hat. In der Vergleichsgruppe
nach intravenéser Applikation konnten nur 28% durch die Fluoreszenzdiagnostik wieder gefunden
werden. Zudem wurden bei beiden Applikationsformen zusdtzliche Areale ausgemacht, die Anzahl
sprach ebenfalls fiir die intraperitoneale Gabe. Man muss hierbei jedoch beriicksichtigen, dass
unterschiedliche Konzentrationen verwendet wurden [ Gahlen J. et al., 2001].

Loh C.S. und diverse andere Studien zeigen, dass sich die Kinetik und das Verteilungsmuster bei
systemischer ALA-Applikation in Form von oral oder intravends sehr ahnelt, beachtet man, dass bei
oraler Zufuhr eine hohere Dosierung nétig ist, um gleiche PPIX-Konzentrationen im Gewebe zu
erreichen [Dalton J.T. et al., 2002; Loh C.S. et al., 1993]. Nach enteraler Applikation von 40 mg/kg KG
5-ALA findet man seine hochsten Konzentrationen im Serum bereits nach 30 Minuten, der Wert liegt
bei ungeféhr 32 mg/| [Rick K. et al., 1997)].

In unserer Arbeit entschieden wir uns fiir die orale Applikation, da sie einfacher, sicherer, billiger und
nicht zuletzt bei den Patienten aufgrund der Schmerzfreiheit von einer gréBeren Akzeptanz
auszugehen ist.

Auch mit unserer Studie konnten wir bestdtigen, dass bei adaquater Dosierung und optimalem
Zeitpunkt der Applikation ein Auffinden von kleinen Peritonealkarzinoseherde durch die

Fluoreszenzdiagnostik erleichtert wird.

5.2.5 Einfluss des Applikationszeitpunktes auf die PDD

Bei der PDD mit dem Photosensibilisator 5-ALA ist es wichtig, die Diagnostik zu dem Zeitpunkt durch
zu fihren, in welchem man eine hohe PPIX-Konzentration im Tumorgewebe findet. Die friiher
eingesetzten Photosensibilisatoren wie beispielsweise Photofrin waren zeitlich unabhdngig, da dieses
Produkt bereits aus mehreren Porphyrinen bestand, so dass man die Diagnostik nach Applikation bis
zu 50 Stunden danach durchfiihren konnte [Dougherty T.J.,, 1989]. Das Erreichen der maximalen

Konzentration von PPIX im Tumorgewebe ist jedoch von der Aufnahmegeschwindigkeit von 5-ALA
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durch die Tumorzellen (iber ein Transmembranprotein, der zugefiihrten 5-ALA-Konzentration, der
Synthesegeschwindigkeit des Hams, sowie der Retention der Porphyrine abhdngig. Es ist davon
auszugehen, dass die Aufnahme von 5-ALA in die Tumorzellen temperaturunabhangig ist, fir die
Umwandlung von 5-ALA in PPIX jedoch Energie benétigt, welche vor allem fiir die Aktivierung des
Enzyms Porphobilinogendesaminase verwendet wird [ Vielsen H.M. et al., 2004, Moan J. et al., 1999].
Aufgrund der Vielzahl der Faktoren, die den Zeitpunkt der maximalen PPIX-Konzentration beeinflussen
kdnnen, resultieren zum Teil erhebliche zeitliche Abweichungen innerhalb den Gewebearten wie auch
unter den Patientinnen [Hinnen P. et al., 2002, Webber J. et al., 1997b).

Bei der Fluoreszenzdiagnostik mdchte man die beste Unterscheidung von Tumorzellen zu normalem
Gewebe erreichen, somit ist es nétig, den Zeitpunkt zu finden, wo zum einen eine fiir die Fluoreszenz
ausreichend hohe PPIX-Konzentration im Tumorgewebe besteht, zum anderen soll eine mdglichst
groBe Differenz zwischen den PPIX-Mengen im Tumor und dem umgebenden gesunden Gewebe
herrschen flr einen maximalen Kontrast. Weingandt H. et al. zeigte fiir die PDD bei der zervikalen
intraepithelialen Neoplasie mit Gel, dass zwar die Intensitat der PPIX Fluoreszenz der Ektozervix ber
vier Stunden kontinuierlich zunahm, der Kontrast zwischen der PPIX Fluoreszenz der Scheide und
histologisch negativem Gewebe fir Inkubationszeiten (ber 90 Minuten jedoch weniger wurde
[ Weingandt H., 2000].

Durch bereits durchgefiihrte Studien ist bekannt, dass man die hdchsten PPIX-Konzentrationen nach
5-ALA-Gabe im Gewebe vier bis neun Stunden nach der oralen Applikation bei bestem Kontrast findet
[Rick K. et al., 1997; Webber J. et al., 1997b]. Die hdchsten Konzentrationen des Photosensibilisators
innerhalb tumorfreier Organe finden sich bei enteraler Gabe in der Magenschleimhaut, sowie Kolon-
und Blasenschleimhaut [Loh C.S. et al., 1993b).

Von einem unterschiedlichen Ansprechen in Abhangigkeit vom makroskopischen und mikroskopischen
Erscheinungsbild berichtete auch Hillemanns P. et al. bei der PDT der vulvdren intraepithelialen
Neoplasie (VIN). Die starksten Porphyrinfluoreszenzintensitdten wiesen die basaloiden VIN Lasionen
auf. Eine nur geringe Fluoreszenzintensitat wurde bei den histologisch als bowenoider Typ eingeteilten
Lasionen mit Merkmalen wie Hyper-/Parakeratose und/oder betonter Pigmentierung beobachtet. Die
Ergebnisse der photodynamischen Behandlung waren in diesen Fallen weniger viel versprechend
[Hillemanns P. et al., 2000a].

Des Weiteren wurde durch diese Arbeit abermals dargestellt, dass man sowohl zwischen den
verschiedenen Gewebearten unterschiedliche Fluoreszenzintensitaten erwarten muss, sowie dass die
maximalen Intensitdten zeitlich differieren.

Beziiglich des Zeitintervalls konnten wir auch mit unserer Studie zeigen, dass man die hdchsten
Fluoreszenzwerte und den besten Kontrast zum umliegenden gesunden Gewebe erreicht, wenn man
das 5-ALA in einem Zeitintervall von vier bis neun Stunden vor den Messungen appliziert. Am
Primartumor konnte unter diesen Bedingungen bei 10 mg /kg KG 5-ALA eine Sensitivitat von 81,2%
bei einer Spezifitat von 75% erreicht werden. Am Darm fluoreszierten 87,5% der karzinomatdsen
Herde abgrenzbar zum umliegenden Gewebe, bei einer Spezifitat von 100%. Nur jede zweite

bésartige Absiedlung im Omentum majus zeigte eine ausreichende Fluoreszenz, diese war v.a. dann
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zu beobachten, wenn es sich um einen noduldren Befall handelte. Es ist davon auszugehen, dass sich
im Netz die malignen Zellen gleichmaBig absiedeln, somit kommt es zu einer ziemlich konstanten
Fluoreszenzintensitdt {ber ein relativ groBes Areal, was eine Unterscheidung zwischen

fluoreszenzpositiv versus fluoreszenznegativ erschwert.

5.2.6 Einfluss des Applikationszeitpunktes auf die PPIX-Konzentration

In diversen Studien ist eine Korrelation zwischen einem Anstieg der Serum-Konzentrationen von PPIX
und den maximalen Fluoreszenzintensitaten dargestellt worden [Webber J. et al, 19973]. Dabei
erreicht man bei oraler Applikation von 40 mg/kg KG 5-ALA nach ca. flinf bis neun Stunden ein PPIX-
Maximum bei 700-800 pg/I, bei 60 mg/kg KG 5-ALA den PPIX-Peak zwischen finf und zwdlf Stunden
von 1500-3300 ug/l [Rick K. et al., 1997, Webber J. et al., 19973, b, Gahlen J. et al., 2002]. Wir
konnten bestatigen, dass die maximalen PPIX-Konzentrationen wahrend dem giinstigsten Zeitpunkt
zur Fluoreszenzdiagnostik zwischen vier und neun Stunden lagen. Interessant an unseren Ergebnissen
war auBerdem, dass 24 Stunden nach den intraoperativen Messungen nur Patientinnen, bei denen die
Messungen (ber zehn Stunden nach 5-ALA-Zuflihrung durchgefiihrt wurden, z.T. noch ,Rest-PPIX-

|\\

Spiegel" Gber den Normwerten aufwiesen, wenn auch nur in sehr geringer Menge. In den anderen
Gruppen lagen die Spiegel bereits wieder im Normbereich was auch den Ergebnissen in den bisher
publizierten Studien entspricht [Gahlen J. et al., 2002]. Warum die erhdhten PPIX-Werte bei friiherer
Applikation trotz zundchst niedrigerer Werte wahrend der Messungen langer nachweisbar sind bleibt

unklar.

5.2.7 Einfluss der 5-ALA Konzentration auf die PDD

Ein weiterer Faktor, welcher groBen Einfluss auf die Ergebnisse bei der Fluoreszenzdiagnostik nimmt,
ist die Konzentration des zugefiihrten Photosensibilisators. Generell gilt, je groBer die zugefiihrte
5-ALA-Konzentration umso héhere PPIX-Konzentrationen kann man im Gewebe beobachten [Gibson
S.L. eial, 1997 Roy B.N. et al.,, 1997; Loh C.S. et al., 1993a]. Dieser Zusammenhang wird jedoch
durch die begrenzte 5-ALA-Aufnahme (ber Transportproteine sowie das Erreichen einer Sattigung des
Enzymsystems der Hambiosynthese limitiert [Zinuma S. et al,, 1994]. Auch hier muss man beachten,
dass nicht die héchste Konzentration fiir die Fluoreszenzdiagnostik von gréBter Bedeutung ist, sondern
der maximal erreichbare Kontrast.

Wahlt man eine zu hohe Konzentration, so findet man nur mehr eine unsperzifische Fluoreszenz, da
auch das umliegende gesunde Gewebe ab einer bestimmten aufgenommenen Menge fluoresziert.
Loning M. et al. demonstrierte dies anhand der PDD bei der zervikalen Dysplasie nach topischer

Applikation von 10% 5-ALA. Es konnte zwar eine deutliche PPIX Fluoreszenz erreicht werden, welche
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jedoch unspezifisch war und somit eine Abgrenzung der CIN Lasionen nicht mehr méglich war [Ldning
M. et al.,, 1998.

In bisher durchgefiihrten Studien wurden bei oraler Applikationsform Konzentrationen bis 60 mg/kg
KG 5-ALA verabreicht. Es wurde innerhalb der Peritonealhéhle weder von einem Kontrastverlust noch
einer steigenden Anzahl an falsch positiven Ergebnissen berichtet, unabhdngig, ob die 5-ALA-Dosis in
mehreren Sequenzen gegeben wurde [Roy B.N. et al., 199/7]. Bei intraperitonealer Applikation konnte
Loning et al. mit einer Konzentration von 30 mg/kg KG 5-ALA eine Sensitivitdt von 92% und eine
Spezifitdt von 95% erreichen. Bei 12 von insgesamt 30 Patientinnen waren Metastasen durch die
Rotfluoreszenz sichtbar, wobei bei vier Frauen die Herde sehr klein waren und bei
WeiBlichtbetrachtung nicht gesehen wurden [Ldning M. et al., 2004).

Wird eine zu geringe Photosensibilisator-Konzentration fiir die PDD gewahlt, befindet sich eine
ungeniigende Menge von PPIX in den Tumorzellen, so dass keine Fluoreszenz erkennbar wird, oder
bereits nach kurzer Zeit die PPIX Fluoreszenz verschwindet. Dieser Effekt, das so genannte Bleaching
war uns bereits aus Studien von Hillemanns et al. bei der Endometriose bekannt. Bei Konzentrationen
von 1 mg/kg KG 5-ALA nach oraler Applikation konnte innerhalb der Bauchhdhle unabhangig vom
Zeitpunkt der Messung keine typische rote Fluoreszenz der Porphyrine detektiert werden [ Hillemanns
P. et al., 2000c].

Wir entschieden uns dennoch den Patientinnen Konzentrationen von entweder 1 oder 10 mg/kg KG zu
applizieren, da wir annahmen, dass bei karzinomatdsen Lasionen eine Konzentration von 1 mg/kg KG
5-ALA zu einer hoheren Fluoreszenzintensitat von PPIX als bei der Endometriose fiihrt, welche zur
Detektion ausreicht. Die Vermutung konnte jedoch nicht bestatigt werden, bei der geringen 5-ALA-
Konzentration wurde an keinem befallenen Organ eine signifikante Fluoreszenzintensitat erreicht. Man
muss davon ausgehen, dass eine orale Gabe von 1 mg/kg KG auch bei Peritonealkarzinose insuffizient
fur die PDD in der Bauchhdhle ist. Bei Gabe von 10 mg/kg KG konnten jedoch gute Ergebnisse erzielt
werden. Wurde das 5-ALA im optimalen Zeitintervall, vier bis neun Stunden vor der
Fluoreszenzdiagnostik, verabreicht, so kam es an den Tumorzellen der Adnexe, des Omentums, des
Darmmesos sowie des Peritoneums zu einer signifikanten Fluoreszenzintensitat. Des weiteren wurde
durch den Vergleich der Gruppe 1 (1mg/kg KG) mit Gruppe 2 (10mg/kg KG, vier bis neun Stunden)
bewiesen, dass es zu einer signifikant héheren Intensitat an allen befallenen Organen kommt, wenn

die hdhere Konzentration appliziert wurde.
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5.3 Fluoreszenzintensitit in Abhangigkeit der Tumorbiologie

Das Ovar besteht mit Kapsel, Stroma und Eizellen aus verschiedenen Zellreihen, welche sich auch bei
Entartung unterscheiden. Am haufigsten mit Gber 90% zeigen sich epitheliale Ovarialkarzinome. In
unserer Studie wurden nur epitheliale Ovarialmalignome zugelassen. Zusdtzlich werden die
epithelialen Tumoren histologischen Untergruppen zugeordnet. Papilldr-serése Tumoren zeigen
hauptsachlich glanduladres Epithel, welches die Eileiter auskleidet. Muzinése Tumoren enthalten Zellen,
die den Endozervikaldrisen dhneln und endometroide Tumore lassen an ein Endometrium denken
[Holschneider C.H. et al., 2000]. Die diversen Subtypen des Ovarialkarzinoms unterscheiden sich nicht
nur histologisch sondern beispielsweise auch durch ein unterschiedliches Ausbreitungsmuster. Das
endometroide Karzinom mit einer deutlich besseren Prognose als andere Ovarialkarzinomsubtypen
sind bei Erstdiagnose eher noch auf das Ovar begrenzt zu sein, wohingegen das serése
Adenokarzinom Uberwiegend in den spadteren Stadien FIGO III und IV gefunden wird [Kaku T. et al.,
2003, Eisenkop S.M., 1998].

Bei den bisher durchgefiihrten Studien lber die photodynamische Diagnostik beim Ovarialkarzinom
wurden die Tumorbiologie der Tumorzellen wie Klassifikation oder Grading im Studiendesign nicht
erwahnt oder nicht unterschieden. Die bereits publizierten /n vitro Studien arbeiteten meist mit
epithelialen Ovarialkarzinomzellen der Reihe NuTu-19, wobei nicht auf den Subtyp eingegangen wurde
[Major A.L. et al., 1997; Hornung R. et al., 1998; Liidicke F. et al., 2003]. Auch die /n vivo Studien von
Loning M. und Major A.L. beschrieben die histologischen Subtypen der Ovarialkarzinome nicht in ihrem
Studiendesign [Major A.L. et al., 2002a; Loning M. et al., 2004).

In unserer Studie konnten wir zeigen, dass man zwischen den histologischen Klassifizierungen
unterscheiden muss. Die besten Fluoreszenzwerte wurden bei dem serds-papilldren und dem
muzindsen Typ erreicht, die als undifferenziert oder endometroid klassifizierten Ovarialkarzinome
fluoreszierten deutlich weniger. Aber weitere Studien mit gréBeren Fallzahlen miissen zeigen, ob es
sich hierbei nur um zufdllige Beobachtungen, oder um einen signifikanten Sachverhalt handelt.
Vielleicht sind fiir die diversen Subtypen auch verschiede Konzentrationen oder Zeitintervalle nétig, um
die besten Ergebnisse bei der Fluoreszenz zu erreichen.

Hillemanns P. et al. konnte zeigen, dass es bei der PDD der Endometriose, bereits sehr friih zu einer
Fluoreszenz der Tubenschleimhaut kam ohne dass diese pathologisch verandert gewesen ware
[Hillemanns P. et al., 2000c]. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang zwischen dem gut
fluoreszierenden glanduldren Epithel, welches die Eileiter auskleidet und den besten
Fluoreszenzintensitdten beim serds-papillaren Typ des Ovarialkarzinoms.

Bisher existieren nur wenige Studien, die die Fluoreszenzintensitdten in Abhdngigkeit vom
Differenzierungsgrad des Primdrtumors publizierten. Bei der Photodynamischen Therapie der vulvaren
intraepithelialen Neoplasie gibt es bei den gut differenzierten VIN 1-Ldsionen die besten
Therapieerfolge. Dagegen sprechen multifokale und schlecht differenzierte Herde kaum auf diese
Therapieform an [Hillemanns P. et al.,, 2000b]. Diese Beobachtung korreliert mit unseren Ergebnissen,

es zeigte sich bei den besser differenzierten Ovarialkarzinomen eine héhere Fluoreszenzintensitdt als
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bei den nur gering differenzierten. Gegebenenfalls ist bei den gering oder undifferenzierten Formen,
der Stoffwechsel der Tumorzellen so verandert, dass weniger Protoporphyrin gebildet wird bzw. schon
weniger 5-ALA in die Zellen gelangt. Weitere Studien mit gréBerem Patientenkollektiv miissen zeigen,
ob auch diesbeziiglich Unterscheidungen nétig sind.

Ahnliche Ergebnisse wie wir bei den gering differenzierten histologischen Subtypen beobachten
konnten, machten wir bei Messungen der Fluoreszenzintensitdt bei Patientinnen die bereits eine
neoadjuvante Chemotherapie erhalten hatten. Womdglich fiihrt auch eine Chemotherapie zu einer
Zellveranderung die nachteilig fiir eine Fluoreszenzdiagnostik ist. Dies zu Uberpriifen ist von groBer
Bedeutung nicht nur im gyndkologischen Fachbereich, insbesondere dann, wenn neben einer
Fluoreszenzdiagnostik anschlieBend eine photodynamische Therapie angewendet werden soll und eine

ausreichende Konzentration von PPIX in den Tumorzellen nétig ist.

5.4 Nebenwirkungen

Die Photodynamische Diagnostik durch 5-ALA-induziertes PPIX ist eine neue Mdglichkeit das Staging
beim Ovarialkarzinom zu erweitern, v.a. auch um makroskopisch beim konventionellen Staging okkulte
Metastasen sichtbar zu machen. Man darf jedoch nicht vergessen, dass diese neue Methode ein
gewisses Risiko der Gewebsschadigung mit sich tragt, da das PPIX neben der fluoreszierenden
Eigenschaft auch eine photosensibilisierende besitzt. Dieses Risiko ist abhangig von der Lichtquelle,
der zugefiihrten Dosis des Photosensibilisators, dem Intervall zwischen Gabe und Bestrahlung und von
der Gewebeart.

Die am haufigsten beschriebene unerwiinschte Nebenwirkung der PDD und PDT ist die
Photosensibilisierung der Haut, da sich das PPIX neben den Tumorzellen auch in der Haut und
anderen Organen ansammelt [Rick K. et al.,, 1997; Webber J. et al., 1997b; Mikvy P. et al., 1998.
Dies fiihrt zu einer kurz wahrenden sonnenbranddhnlichen Veranderung. Die groBte Gefahr dafiir
besteht bei einer Lichtexposition zwischen 6,5 und 10 Stunden, abhangig von Dosierung und Ort,
wobei v.a. Kopf und Hals und die Lippen die groBte PPIX-Fluoreszenz-Intensitdten zeigen. Nach 40
Stunden kann man davon ausgehen dass der Hauptanteil verschwunden ist und die Patientinnen sich
dem Sonnenlicht wieder exponieren kénnen [ Webber J. et al., 1997b]. In unserer Arbeit konnte dieser
Sachverhalt nicht beobachtet werden. Die Patientinnen waren wahrend der Operation durch die
sterilen Tlicher vor dem OP-Licht geschiitzt, post-operativ lagen sie in normal beleuchteten Zimmern.
Herman beschrieb intraoperative hdmodynamische Auswirkungen bei kardiovaskuldr vorbelasteten
Patienten, nachdem zu deren Abdominaleingriff eine PDT mit 5-ALA durchgefiihrt wurde. Es zeigte
sich ein signifikanter Abfall des systolischen und diastolischen Blutdrucks. Des Weiteren trat bei den
meisten Patienten ein erhdhter systemischer GefaBwiderstand auf. Nicht signifikant nachgewiesen
werden konnten Verdnderungen im pulmonalen kapillaren Wedge Druck oder im kardialen Output
[Herman M.A. et al., 1998]. Da die Operation beim Ovarialkarzinom meist sehr ausgedehnt ist und es

intraoperativ. haufig zu einem gréBerem Blutverlust kommen kann, welcher physiologische
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Auswirkungen auf die Hamodynamik zeigt, war es innerhalb unserer Studie nicht mdglich einen
solchen Sachverhalt auf die PDD mit 5-ALA zurlick zu fiihren. Des Weiteren waren unsere
Studienteilnehmerinnen anamnestisch nicht kardiovaskulér vorbelastet.

Als gastrointestinale Nebenwirkungen der Fluoreszenzdiagnostik mit einer 5-ALA-Konzentration von
30 bis 60 mg/kg KG wird bei 15-28% der Patienten Ubelkeit beschrieben, bei 5% kommt es zudem zu
Erbrechen. Das Risiko einer solchen Reaktion nimmt mit steigender Dosierung zu [ Webber J. et al.,
1997b]. Innerhalb unserer Studie klagten zwei Patientinnen tiber Ubelkeit, wobei eine Patientin eine
sehr ausgedehnte Operation inklusive Darmchirurgie hatte, die andere Patientin erhielt prdoperativ die
niedrige ALA-Konzentration von 1 mg/kg KG, so dass es in diesem Fall unwahrscheinlich ist, dass die
Fluoreszenzdiagnostik Ursache ist.

Wichtig ist die Analyse des postoperativen Verlaufs der Leberenzyme. Bereits in zahlreichen Studien
wurde ein voriibergehender Anstieg bei bis zu 25% der Patienten beschrieben [ Webber J. et al.,
1997b; Regula J. et al., 1995). AuBerdem wurden nach der systemischen Applikation von 5-ALA in der
Leber mindestens so hohe PPIX-Konzentrationen gefunden wie im Tumorgewebe [Webber J. et al.,
1997b). Dies ist erklarbar durch den enterohepatischen Kreislauf der 5-Aminoldvulinsdure nach oraler
Gabe, zudem die Hepatozyten als Hauptort der Hambiosynthese gelten und (iber eine ausreichende
Menge an zur PPIX-Bildung bendtigte Enzyme verfligen [Peng Q et al, 1997b]. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass es aufgrund der hohen Konzentration von PPIX im Rahmen einer
Photodynamischen Therapie auch innerhalb der Leber zu einer Bildung von Sauerstoffradikalen
kommt, ein erwiinschter Vorgang im Tumorgewebe, welche der Leber bleibende Schaden anrichten
kdnnten. AuBerdem gibt es bereits Studien, die zeigen dass es bei humanen Hepatozyten nach 5-ALA-
Applikation zu einer Porphyrin-Akkumulation kommt und dass eine mehrmals wiederholte hoher
dosierte Gabe zu einem Zelluntergang fiihren kann, ebenso wie eine einmalige nur ausreichend hoch
dosierte Gabe [ Weiss T.S. et al., 2003). Beeindruckend war, dass in unserer Studie alle Patientinnen
am siebten postoperativen Tag Uber die Norm erhdhte y-GT-Werte hatten. Sogar bei Patientinnen, die
lediglich 1 mg/kg KG 5-ALA erhielten, also die Konzentration, bei welcher keine ausreichende
Fluoreszenzintensitat erzeugt werden konnte, zeigten noch erhéhte y-GT-Werte. In der Gruppe mit
dem groBten Zeitintervall sind die Werte im Mittel finf Mal so hoch gewesen wie praoperativ.
Erwahnenswert ist dabei, dass alle Werte im weiteren Verlauf ohne Therapie auf ihr Ausgangsniveau
zuriickfielen.

In der Abdominalchirurgie beobachtet man des Ofteren nach einer photodynamischen Therapie post-
operative Komplikationen wie intestinale Fisteln, insuffiziente Darmanastomosen und verzdgerte
Heilungsprozesse [Sindelar W.F. et al., 1991]. Erklarbar ist dies durch eine innerhalb des Tumors
gewiinschte Nekrosebildung, welche eine zu groBe Tiefe erreicht. Die Komplikationsrate diesbeziiglich
scheint jedoch mit Einsatz des neuen Photosensibilisators 5-ALA abzunehmen [Mikvy P. et al., 1998).
Ebenso wird ein vermehrtes Auftreten von Pleuraergiissen nach PDT beschrieben [DeLaney T.F. et al.,
1993]. Ein Ereignis, welches nach unserer Fluoreszenzdiagnostik bei keiner Patientin festgestellt
werden konnte. Eventuell tragt dazu auch der relativ kurze zeitliche Aufwand der Diagnostik bei,

wohingegen sich die Operationszeit bei Durchfiihrung der Therapie deutlich verlangert.
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Das zytotoxische Potential eines Photosensibilisators lasst sich auch nach konventioneller WeiBlicht-
Bestrahlung der PPIX-speichernden Organe wie Leber und Darm feststellen. Als maximal tolerable
Dosis wurde daraufhin 1, 10 und 100 mg/kg KG fiir die Zeitintervalle 2, 6 und 16 Stunden bei
intravendser oder intraperitonealer Gabe definiert. Genau so gilt, dass je kiirzer das Intervall, desto
niedriger ist die maximal tolerable Dosis [Aalders M.C.G et al., 1999].

5.5 Wertung der Photodynamischen Diagnostik mit 5-ALA des Ovarialkarzinoms

Die Effektivitdt der PDD ist von einigen Parametern abhangig. In unserer Studie wurden die optimale
ALA-Konzentration sowie das beste Zeitintervall zwischen Applikation und Durchfiihren der
Fluoreszenzdiagnostik evaluiert. Durch die relativ geringe Konzentration des 5-ALA sind trotz
systemischer Verabreichung nur wenige Nebenwirkungen beim Patienten zu erwarten. Durch das
groBziigige Zeitintervall von vier bis neun Stunden wird dem Anwender ein annehmbarer operativer
Spielraum zwischen Medikation und Fluoreszenzbetrachtung geschaffen. So wird man beispielsweise
durch eine notwendige ausgedehnte Adhasiolyse nicht zeitlich unter Druck gesetzt und kann vor der
Diagnostik, wenn nétig eine ausgedehnte Adhasiolyse durchfiihren.

Innerhalb unserer Studie untersuchten wir zudem die orale Applikationsform, die bisherigen
Publikationen von Major A.L. und Loning M. gaben den Photosensibilisator jeweils intraperitoneal und
erreichten damit gute Ergebnisse [Major A.L. et al., 2002a; Loning M. et al., 2004]. Wir konnten mit
dieser Arbeit zeigen, dass auch durch die orale Verabreichung eine Fluoreszenzdiagnostik in der
Peritonealhdéhle mdglich ist. Dies ist ein Fortschritt, da diese Methode fiir die Patientinnen deutlich
weniger kompliziert und schmerzhaft ist. Die Photosensibilisierung der Haut war bei keiner Patientin zu
beobachten. Da die Operationen beim Ovarialkarzinom in fortgeschrittenen Stadien meist sehr
umfangreich sind und die postoperative Erholungsphase einige Tage andauert, ist eine intensive
Sonnenlichtexposition ohnehin kaum mdéglich [ Vaisbuch E. et al., 2005].

Uber die Videoaufzeichnung ist eine sofortige intraoperative Beurteilung der Fluoreszenz mdglich. Die
spektrometrische Auswertung nimmt jedoch einige Zeit in Anspruch, so dass ein Ergebnis, ob es sich
um die typische PPIX-Fluoreszenz der malignen Herde handelt, nicht sofort wahrend der Operation
vorliegt. Es ware wiinschenswert, wenn durch ein einfacheres Software-Programm schon eine bessere
Einschatzung intraoperativ méglich ware.

Als nachteilig fiir die PDD beim Ovarialkarzinom hat sich innerhalb unserer Studie die Messung anhand
eines Endoskops bei der Explorativlaparotomie erwiesen. Eine laparoskopisch durchgefiihrte Operation
bei  Patientinnen mit fortgeschrittenem  Ovarialkarzinom, @ dem  Hauptanteil  unserer
Studienteilnehmerinnen, wird nach den Leitlinien nicht empfohlen [Rouzier R. et al., 2005]. Somit war
es zum Teil nétig die Diagnostik an der bereits gedffneten Bauchhéhle durch zu fihren. Das
Laparoskop ist im Allgemeinen so aufgebaut, dass jeweils das zu betrachtende Areal die héchste
Lichtintensitdat bekommt. Im Fluoreszenzmodus bedeutet dies, die groBte Menge an blauem

Anregungslicht. Um das Gewebe beurteilen zu kénnen ist ein gewisser Abstand zwischen Laparoskop
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und Objekt einzuhalten. Fihrt man die Operation laparoskopisch durch, ist dies ein automatischer
Vorgang u.a. um die vom Abstand abhdngige Bildscharfe zu erhalten. Bei der Fluoreszenzdiagnostik in
unserer Studie war ein haufiger Wechsel zwischen ,offener" Praparation und laparoskopischer
Beurteilung nétig. Der giinstigste Abstand muss jeweils neu gesucht werden, was sich zum Teil als
sehr zeitraubend erwies. Praktikabler wdre es durch eine Modifikation der Arbeitsgerdte die
Messungen und die Betrachtung auch am gedffneten Bauch ohne groBen Aufwand durchfiihren zu
koénnen.

Andererseits konnte die PDD auch Patientinnen mit einem niedrigen FIGO-Stadium angeboten
werden, oder Patientinnen mit dem Verdacht auf ein Rezidiv eines Ovarialkarzinoms, wo bislang nur
eine Tumormarkererhéhung vorliegt und von einem geringen Tumorbefall (minimal residual disease)
auszugehen ist.

Mit unseren Ergebnissen konnten wir zeigen, dass man zwischen den verschiedenen histologischen
Subtypen des Ovarialkarzinoms differenzieren sollte. Nachfolgende Studien mit gréBerer Fallzahl
muissen zeigen, ob es sich hierbei um signifikante reproduzierbare Unterschiede handelt. Bei
Patientinnen mit einem serds-papilldren Ovarialkarzinom erreichten wir bessere Fluoreszenzergebnisse
als bei anderen Subtypen. Ebenso ist bei einer groBeren Patientenzahl von Interesse, ob man nach
einer neoadjuvanten Chemotherapie schlechtere Ergebnisse erwarten muss.

Durch ein Selektieren der fiir die Fluoreszenzdiagnostik geeigneten Ovarialkarzinom-Subtypen ist eine
deutliche Verbesserung der Sensitivitdt und Spezifitét zu erwarten. Ebenso kann man Patientinnen
ausschlieBen, bei denen erwartet wird, dass die Fluoreszenzdiagnostik zum Beispiel aufgrund einer vor
der Operation durchgefiihrten Chemotherapie schlecht anspricht. Sollte eine vor der Diagnostik
durchgefiihrte Chemotherapie tatsachlich schlechtere Ergebnisse prasentieren, hdtte dies auch
erhebliche Folgen in der Diagnostik bei Rezidivoperationen, da die Standardtherapie nach der
Operation in den meisten FIGO-Stadien eine adjuvante Chemotherapie ist. Wobei aber zu erwarten ist,

dass der zeitliche Abstand zur letzten Chemotherapie beriicksichtigt werden muss.
Im Allgemeinen lasst sich fiir die Photodynamische Diagnostik zum jetzigen Zeitpunkt sagen, dass es

sich hierbei um eine relativ nebenwirkungsarme Mdglichkeit handelt, Peritonealkarzinoseherde

intraoperativ darzustellen.
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6 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom ist das gynakologische Malignom mit der héchsten Mortalitdt. Dies ist vor allem
auf die meist sehr spate Diagnosestellung bei langem symptomarmen Verlauf zuriickzufiihren. Haufig
wird das Ovarialkarzinom in einem schon fortgeschrittenen Stadium entdeckt.

Die Prognose von Patientinnen mit Ovarialkarzinom wird in erster Linie durch klinische Indikatoren
bestimmt. Von besonders wichtiger prognostischer Relevanz ist hierbei neben der Tumorausbreitung
bei Erstdiagnose insbesondere der postoperativ verbliebene Tumorrest. Es zeigt sich ein signifikant
langeres Uberleben bei Patientinnen, die makroskopisch tumorfrei operiert werden konnten. Es sollte
bei jeder Operation Tumorfreiheit angestrebt werden, da sich bereits ein signifikanter
Uberlebensunterschied zwischen nur mikroskopischen Tumorrest und minimalem makroskopischen
Rest zeigt. Bislang existiert kein Verfahren, welches prdaoperativ zuverldssig die gesamte
Tumoraussaat bestimmen lasst.

Die Photodynamische Diagnostik (PDD) stellt einen neuen Ansatz in der intraoperativen Detektion von
Peritonealkarzinoseherden eines Ovarialkarzinoms dar. Bei dieser Methode wird der Patientin
praoperativ eine Substanz appliziert, welche sich insbesondere in den Tumorzellen ansammelt. Es
handelt sich hierbei um einen Farbstoff, welcher durch Licht einer bestimmten Wellenldnge zum
Fluoreszieren angeregt werden kann. Dies fiihrt zu einem deutlicheren Kontrast zwischen benignem
und malignem Gewebe als es mit bloBem Auge zu sehen ist. Somit gelingt es selbst kleinste Herde zu
entdecken, welche unter Standardbedingungen mdglicherweise ibersehen worden waren.

Wir fihrten die PDD mittels 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) einem Derivat der Hambiosynthese durch.
Bei einer ausreichenden Menge von 5-ALA wird der negative Feedback-Mechanismus umgangen und
es kommt zu einer Akkumulation von Folgeprodukten wie dem Protoporphyrin IX (PPIX). Die
Anreicherung ist gewebeabhangig und lasst sich vor allem in Tumorzellen nachweisen.

Das PPIX ist ein Photosensibilisator, der durch blaues Licht im Wellenlangenbereich um 400nm
angeregt werden kann. Dies resultiert in einer deutlich sichtbaren Rotfluoreszenz der Tumorzellen, die
durch das blaue Anregungslicht eindeutig vom umgebenden gesunden Gewebe abgegrenzt werden
kénnen.

Hintergrund dieser Studie war zum einen die Evaluierung der oralen Applikationsform von 5-ALA und
zum anderen die Bestimmung der optimalen Applikationsparameter.

Bei 26 Patientinnen mit Verdacht auf Primardiagnose oder Rezidiv eines Ovarialkarzinoms wurde eine
PDD nach oraler Medikation mit 5-ALA durchgefiihrt. Es wurde zunachst wie Ublich ein WeiBlicht-
Staging des intraabdominellen Situs durchgefiihrt und anschlieBend die Fluoreszenzbetrachtung.
Neben der intraoperativen visuellen Beurteilung am Bildschirm wurden Messungen des
Spektralbereichs gewonnen und postoperativ ausgewertet. Von verschiedenen reprasentativen Orten
wurden Gewebeproben genommen und histologisch mit den Ergebnissen der PDD verglichen.

Wir konnten zeigen, dass bei einer 5-ALA-Konzentration von 10 mg/kg KG und einem
Applikationsintervall von vier bis neun Stunden vor der Fluoreszenzbetrachtung am besten zwischen

benignen Gewebe und Peritonealkarzinoseherden unterschieden werden kann. Verwendet man nur
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eine Konzentration von 1mg/kg KG des 5-ALA ist keine Fluoreszenz erkennbar. Fihrt man die
Fluoreszenzbetrachtung zu friih durch, ist noch keine Fluoreszenz nachweisbar. Ebenso erweist sich
ein zu langer Abstand von iiber neun Stunden zwischen Applikation und Diagnostik als unbefriedigend,
da die Fluoreszenzintensitdt deutlich schlechter ist, als zwischen vier und neun Stunden. Dieses
Intervall ist ausreichend groB gesetzt um dem Anwender einen zeitlichen operativen Spielraum zu
bieten.

Trotz systemischer Applikation des Photosensibilisators kam es bei keiner Patientin innerhalb unserer
Studie zu relevanten Nebenwirkungen. Es fiel lediglich auf, dass bei allen Patientinnen am siebten
postoperativen Tag eine transiente Erhéhung der Leberenzyme bestand, deren Bedeutung noch unklar
ist. Die Leberwerte normalisierten sich im weiteren Verlauf ohne Therapie.

Die visuelle Betrachtung der PPIX Fluoreszenz erbrachte unter optimalen Bedingungen am
Primartumor eine Sensitivitdat von 81% und eine Spezifitdit von 75%, an Peritonealkarzinoseherden
eine Sensitivitat von 78% und eine Spezifitdt von 100%. Die Leber, einer der Hauptorte der
Hambiosynthese, fluoresziert auch bei Tumorfreiheit unspezifisch.

Mit unserer Studie konnten wir auch zeigen, dass man zwischen den histologischen Subtypen eines
Ovarialkarzinoms unterscheiden muss. Wir erreichten bei serds-papillaren Karzinomherden signifikante
Fluoreszenzen. Ebenso scheint es, dass schlecht differenzierte und Ovarialkarzinome nach
chemotherapeutischer Behandlung bei gleicher 5-ALA-Konzentration weniger fluoreszieren. Dies in
folgenden Studien zu untersuchen ist flir den weiteren Einsatz der PDD von groBem Interesse um
bereits praoperativ Patientinnen mit ungiinstigen Voraussetzungen fiir die Fluoreszenzdiagnostik
ausschlieBen zu kénnen.

Ob sich die PDD beim Ovarialkarzinom bei hohem technischen und zeitlichen Aufwand in der Routine

einsetzen lasst, ist fraglich.
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8 Alphabetisches Abkiirzungsverzeichnis

5-ALA 5-Aminolavulinsaure

Abb. Abbildung

AF Autofluoreszenz

AUC Area under the curve

bzw. Beziehungsweise

ca. circa

CIN Zervikale intraepitheliale Neoplasie
DI Deziliter

FIGO Fédération Internationale de Gynécologie et d’ Obstétrique
Ggof gegebenenfalls

KG Kdrpergewicht

kg Kilogramm

KOF Kdrperoberflache

Lig. Ligamentum

mg Milligramm

PDD Photodynamische Diagnostik

PDT Photodynamische Therapie

PPIX Protoporphyrin IX

PS Photosensibilisator

PTT Partielle Thromboplastinzeit

RKI Robert-Koch-Institut

SEER Surveillance, Epidemiology, and End Results
Tab. Tabelle

TZM Tumorzentrum Minchen

UICC Union Internationale Contre le Cancer
VIN vulvaren intraepithelialen Neoplasie
w.E. Willkdrliche Einheit
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