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Vorbemerkungen

1. Zur besseren Lesbarkeit wird in dieser Dissertation das generische Maskuli-
num verwendet. Die in dieser Dissertation verwendeten Personenbezeich-
nungen beziehen sich, sofern nicht anders kenntlich gemacht, auf alle Ge-

schlechter.

2. Ein Teil der in dieser Dissertation verwendeten Tabellen, Abbildungen und
Bildunterschriften stammt aus der folgenden Primarquelle:

Chalissery et al.: Influence of vitamins and food on the fluorescence
spectrum of human urine. Lasers Surg Med. 2024; 56: 485—-495.
Obwohl die vollstandige verdffentlichte Version der Primarquelle einer restrik-
tiven Lizenz (CC BY-NC-ND 4.0) unterliegt, gestattet der Verlag John Wiley
& Sons den Autoren, Teile der Priméarquelle nicht-kommerziell wiederzuver-
wenden, zu Uibersetzen und bei Tabellen sowie Abbildungen Anderungen vor-
zunehmen, sofern auf diese hingewiesen wird bzw. diese kenntlich gemacht

werden.

Zusatzlich erfolgt die Verwendung dieser Tabellen, Abbildungen und Bildun-
terschriften mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons
sowie des Copyright Clearance Center (Lizenz-Nummern: 6010090297169
und 1599898-2).

Die Tabellen und Abbildungen wurden inhaltlich nicht verandert, jedoch gra-
phisch angepasst und ins Deutsche Ubersetzt. Bildunterschriften sind, sofern
sie aus der Primarquelle tbernommen wurden, ebenfalls ins Deutsche uber-
setzt worden. Das Copyright der originalen Abbildungen, originalen Tabellen

und originalen Bildunterschriften liegt beim Verlag John Wiley & Sons.
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Die Hinweise zum Copyright wurden gemald den Lizenzbedingungen Uber-
nommen und in der Originalsprache belassen, da sie sich auf die englisch-
sprachige Originalveroffentlichung beziehen. Die Nutzung erfolgt ausschliel3-
lich zu nicht-kommerziellen akademischen Zwecken im Rahmen dieser Dis-

sertation.
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Zusammenfassung

Im Rahmen der Photodynamischen Therapie (PDT) und der Photodynamischen
Diagnostik (PDD) kommen oral verabreichte oder lokal applizierte Photosensibi-
lisatoren bzw. deren Vorstufen zum Einsatz. Durch die Verstoffwechslung im
menschlichen Korper kommt es zu einer selektiven Anreicherung des Photosen-
sibilisators oder dessen metabolisierter Stoffwechselprodukte im pathologischen

Gewebe, zum Beispiel Tumoren.

Sowohl bei der PDT als auch bei der PDD wird das pathologische Gewebe mit
Licht bestimmter Wellenlange bestrahlt. Bei der PDT flihrt die Bestrahlung zu ei-
ner photodynamischen Reaktion mit Bildung von Sauerstoffradikalen, die in einer
Elimination des pathologischen Gewebes resultiert. Bei der PDD fihrt die Be-
strahlung zu einer Fluoreszenz des pathologischen Gewebes, wodurch es sich
vom umliegenden gesunden Gewebe abhebt und seine Resektion mittels kon-
ventionellen Prozeduren erleichtert wird. Eine bei der PDT und PDD haufig ver-
wendete Substanz ist 5-Aminolavulinsaure (5-ALA). Sie ist die Vorstufe des Pho-

tosensibilisators Protoporphyrin IX (PplIX).

Zudem sind 5-ALA und PplX biochemische Stoffwechselprodukte der Ham-Syn-
these. Ausgehend von 5-ALA entstehen im Verlauf der Ham-Synthese weitere
Stoffwechselprodukte wie unter anderem Coproporphyrin | und Il (CPI und
CPIIl). Von diesen ist CPIIlI in den Fokus der Forschung gertickt, denn die Be-
stimmung der CPIlI-Konzentration im Urin mittels Fluoreszenz-Spektroskopie
kénnte sich als zuverlassiger, effizienter und minimalinvasiver Marker fur akute

Porphyrien und onkologische Erkrankungen erweisen.
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Hierbei ist die ldentifikation potenzieller Storfaktoren, die das Urin-Fluoreszenz-
spektrum und/oder die CPIlI-Konzentration verfalschen kdnnten, notwendig, um
maogliche Fehlinterpretationen bei Verwendung der CPIlI-Konzentration in der Ur-
indiagnostik zu verhindern. Im Rahmen dieser Dissertation wurden Lebensmittel
und Nahrungserganzungsmittel im Hinblick auf deren Einfluss auf das Urin-Fluo-
reszenzspektrum sowie auf die Bestimmung der CPIlI-Konzentration im Urin un-
tersucht. Daraus geht hervor, dass lediglich durch Vitamin B2 die Intensitat des
Urin-Fluoreszenzspektrums gesteigert wird, die Bestimmung der CPIlI-Konzent-

ration bleibt hingegen davon unberihrt und unterliegt keinen Stérfaktoren.

Des Weiteren wurde bei fluoreszenzgestiitzter Resektion (FGR) von Glioblasto-
men im Rahmen von PDD unter oraler Verabreichung von 5-ALA untersucht, ob
die CPI/llI-Konzentration im Urin vor der Resektion von der Konzentration nach
der Resektion abweicht. Dieses Vorgehen konnte ggf. fur CPI/Ill-Diagnostik im
Urin als potenziellen Tumormarker genutzt werden. Zudem wurde die CPI/IlI-
Konzentration in Urinproben untersucht, die wahrend und nach der Bestrahlung
bzw. Radiodynamischer Bestrahlung mit vorheriger 5-ALA-Gabe gesammelt wur-
den. Bei diesen klinischen Untersuchungen konnte eine Verringerung der CPI/111-
Konzentration im Urin nach Resektion des Glioblastoms jedoch noch nicht zwei-

felsfrei nachgewiesen werden und bedarf somit weiterer Forschung.
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Abstract (English)

In the context of photodynamic therapy (PDT) and photodynamic diagnostics
(PDD), photosensitizer or its precursor substances such as 5-aminolevulinic acid
(5-ALA) are either administered orally or applied locally. This leads to a targeted
accumulation of metabolites like Protoporphyrin IX (PpIX) within diseased tis-
sues, such as tumors. When these diseased tissues are exposed to light of spe-
cific wavelengths, they can be destroyed through a photodynamic reaction that
generates oxygen radicals (PDT). Alternatively, the pathological tissue may ex-
hibit fluorescence, distinguishing it from healthy tissue, thereby aiding in its sur-

gical removal through conventional methods, such as surgery (PDD).

Precursor substances for PDT and PDD such as 5-ALA and photosensitizer in
PDT and PDD such as PplX are metabolites involved in the heme synthesis path-
way. Based on 5-ALA, further involved metabolites of the heme synthesis path-
way include Coproporphyrin | and Il (CPI and CPIII). The measurement of CPIII
levels in urine through fluorescence spectroscopy may serve as a reliable, effi-
cient, and minimally invasive biomarker for acute porphyrias and certain oncolog-

ical conditions.

However, it is crucial to identify potential confounding factors that could alter the
urinary fluorescence spectrum and CPIlIl levels to avoid misinterpretation in diag-
nostic applications. This doctoral thesis investigates the impact of nutrition and
dietary supplements on the urine fluorescence spectrum and furthermore the
guantification of CPIII in urine. The findings indicate that only supplemented vita-
min B2 shows an impact in form enhanced intensity of the urine fluorescence

spectrum. The determination of the CPIIl concentration within the urine remains



Abstract (English) 14

stable and unaffected by any supplemented and potentially interfering sub-
stances.

Furthermore, additional investigations were conducted on glioblastoma patients.
The concentration of CPI/IIl in urine was monitored before, while and after the
excision of glioblastomas during the PDD procedure with oral application of 5-
ALA. A discovery of differences of the CPI/lll-concentration at different times
could make it possible to employ CPI/1ll as a marker for urine tumors. Moreover,
the CPI/lll-concentration was examined in urine samples collected during and
after radiation and radiodynamic therapy with prior 5-ALA administration. Further
research is necessary since the evidence for a clear decrease in CPI/lll-concen-

tration in urine following glioblastoma resection is still equivocal.
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1. Einleitung

1.1 Photodynamische Therapie (PDT) und Photodynamische
Diagnostik (PDD)

Die PDT ist eine Behandlungsform, welche in der Medizin eingesetzt wird [1, 2].
Sie macht sich die Eigenschaften eines Photosensibilisators mit bekannten opti-
schen Eigenschaften zunutze, der von pathologischem Gewebe (z. B. Tumoren)
vermehrt aufgenommen/produziert wird [1, 3, 4]. Nach Einnahme oder Applika-
tion des Photosensibilisators bzw. dessen Vorstufe wird das pathologische Ge-
webe mit Licht bestimmter Wellenlangen bestrahlt, durch die der Photosensibili-
sator angeregt wird [1, 3, 4]. Dies fuhrt zu einer photodynamischen Reaktion mit
Fluoreszenz und mit Bildung von Sauerstoffradikalen, die in einer Zerstorung des

pathologischen Gewebes resultiert [1, 3-5].

Eine Etablierung der PDT ist in verschiedenen Fachbereichen der Medizin zu
beobachten: in der Dermatologie ist der Einsatz bei Hautlasionen und in der Gast-
roenterologie bei Lasionen des Gastrointestinaltraktes erprobt [6-10]. Die PDT
findet zudem bei der Behandlung von Tumoren der Lunge, des Hals-Nasen-Oh-

ren-Bereichs, des Prostatakarzinoms und des Glioblastoms Anwendung [11-18].

Neben der PDT macht man sich in der Medizin ferner die PDD zunutze: Bei der
PDD wird, wie in der PDT, ein Photosensibilisator bzw. dessen Vorstufe verab-
reicht oder appliziert, der vom pathologischen Geweben vermehrt aufgenommen
wird [19, 20]. Im Falle einer Bestrahlung mit Licht einer bestimmter Wellenlange
lasst sich das pathologische Gewebe aufgrund von Fluoreszenz vom gesunden

Gewebe unterscheiden [19, 20]. In der Neurochirurgie wird die PDD im Rahmen
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fluoreszenzgestutzter Resektionen (FGR) angewendet: nach Verabreichung ei-
nes Photosensibilisators bzw. dessen Vorstufe und Bestrahlung mit Licht l&sst
sich das Tumorgewebe sichtbar vom gesunden Gehirngewebe unterscheiden,

was zu einer praziseren Resektion des Tumorgewebes verhelfen kann [21-23].

Ein Photosensibilisator, der sowohl in der PDT als auch in der PDD Anwendung
findet, ist Protoporphyrin IX (PplIX), das nach der oralen Einnahme der Vorstufe

5-Aminolavulinsaure (5-ALA) entsteht [8, 18, 21, 23-25].

1.2 Ham-Synthese und -abbau

Ham stellt das wichtigste Porphyrin des Menschen dar und ist Bestandteil des
Hamoglobins, eines in den Erythrozyten befindlichen Proteins [18, 26, 27]. Die
Funktion des Hamoglobins besteht darin, Sauerstoff im Kérper zu binden und zu
transportieren [18, 26, 27]. Dartiber hinaus findet sich Ham nicht nur im Hamo-
globin, sondern auch in einer Vielzahl anderer Enzyme wie beispielsweise Gua-
nylatzyklasen, Cytochromen der Atmungskette, Oxygenasen und Peroxidasen
[26, 27]. Folglich ist jede Zelle des menschlichen Kérpers zur Ham-Synthese be-
fahigt [26-28]. Vorrangig findet die Ham-Synthese jedoch in den Hepatozyten und

bei den erythroiden Vorlauferzellen im Knochenmark statt [26-29].

Ham gehort zur Gruppe der Porphyrine und diese bestehen aus vier Pyrrolringen,
die durch Methinbrticken miteinander verbunden sind (Abbildung 1) [26, 27]. Fer-
ner tragen Porphyrine neben den Pyrrolringen Substituenten [26, 27]. Die Sub-
stituenten des Hams sind vier Methyl-, zwei Propionyl- und zwei Vinylgruppen
sowie zweiwertiges Eisen (Abbildung 1) [26, 27]. Vorstufen der Porphyrine wer-

den als Porphyrinogene bezeichnet [26, 27].
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CH,
H,C

HsC CHs

O™ “oH o’ O
Abbildung 1: Chemische Struktur von Ham, adaptiert nach [30].

Im Rahmen der PDT und PDD wird 5-ALA verabreicht, wobei es sich um ein
Zwischenprodukt der Ham-Synthese handelt (s. Kapitel 1.1) [18, 26]. Ohne exo-
gene Zufuhr erfolgt die Synthese von 5-ALA durch die Reaktion von Succinyl-
CoA (SCoA) und der Aminosaure Glycin (GLY) unter katalytischer Wirkung eines
Enzyms namens ALA-Synthase in der mitochondrialen Matrix (Abbildung 2) [18,

26, 27].

In sieben weiteren enzymatischen Schritten wird die Synthese von 5-ALA zum
Ham fortgefuhrt (Abbildung 2) [18, 26, 27]: es ist zu beobachten, dass 5-ALA das
Mitochondrium verlasst und in das Zytosol gelangt [18, 26]. Im Zytosol erfolgt die
Kondensation zweier Molekile 5-ALA unter Abspaltung zweier Wassermolekiile
zum Porphobilinogen (PBG) [18, 26, 27]. Im Anschluss daran werden vier Mole-
kille PBG durch vierfache Desaminierung zu Hydroxymethylbilan (HMB) konden-
siert; dann wird das HMB durch den Ringschluss zum Uroporphyrinogen Il (UP-
gen Ill) zyklisiert [18, 26, 27]. Daraufhin erfolgt eine Decarboxylierung der vier

Acetylseitenketten des UPgen Ill, wodurch Coproporphyrinogen Il (CPgen IIl)
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entsteht [18, 26, 27]. Das CPgen IIl wird in den Intermembranraum des Mito-
chondriums befordert [18, 26, 27], wo eine Decarboxylierung und Oxidation der
Propionylseitenketten des CPgen IIl zu Vinylresten stattfindet [26, 27]. Daraus
entsteht Protoporphyrinogen IX (PPgen), dessen Methylenbrticken nachfolgend
durch Oxidation zu Methinbriicken transformiert werden [26, 27]. Dadurch ent-
steht ein neuer Metabolit namens Protoporphyrin IX (PpIX), welcher in die mito-

chondriale Matrix transportiert wird [26, 27]. Dort erfolgt der Einbau von zweiwer-

tigem Eisen, woraus Ham entsteht (Abbildung 2) [26, 27].

Mitochondrion

CPgen Ill

i | Nucleus
UPgen llI \ /
gen &/

HMB

Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der Ham-Synthese, adaptiert nach [18, 31]. Die
Zahlen 1-8 kennzeichnen Stoffwechselschritte und Lokalisationen, die zu einer selek-
tiven Akkumulation von PpIX im Tumorgewebe fihren konnten. 1 steht fur eine durch-
lassige Blut-Hirn-Schranke bei Erkrankung durch Gliome. 2 bezieht sich auf die erh6hte
Aufnahme von 5-ALA in Gliom-Zellen; 3 und 4 auf erhéhte Enzymaktivitaten. 5 bezieht
sich auf verminderte Enzymaktivitdt und 6 auf die verminderte Verfugbarkeit von Eisen.
7 und 8 zeigt die Transportsysteme der Zelle auf.

Die Regulation der Ham-Synthese erfolgt Uber die Aktivitat bzw. Inaktivitat der

ALA-Synthase [26, 27]. Zwei Isoenzyme der ALA-Synthase sind bekannt: ALA-
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Synthase 1 und 2 [26, 27]. Erstere kommt in allen Geweben vor, wohingegen
letztere lediglich in Erythroblasten zu finden ist [26, 27]. Wahrend die ALA-Syn-
thase 1 bei hohen Hamspiegeln durch negative Rickkopplung gehemmt wird,
bewirken zweiwertiges Eisen und Erythropoietin eine Stimulation der ALA-Syn-

thase 2 [26, 27].

Des Weiteren haben Medikamente und Erndhrung einen Einfluss auf die Expres-
sion der in allen Geweben vorkommenden ALA-Synthase 1 [26, 27]. Bei Defekten
von Enzymen der Ham-Synthese kommt es zur Ansammlung von Metaboliten
der HAm-Synthese [26, 27]. Ein Beispiel hierfir ist die akute Porphyrie, bei wel-
cher es sich um eine genetische Erkrankung handelt [26, 27]. Die Einnahme von
Arzneimitteln wie Barbituraten oder Steroiden fuhrt zur Stimulation der Transkrip-
tion des ALA-Synthase-1-Gens [26, 27], was durch eine Ansammlung von Stoff-
wechselprodukten der Ham-Synthese zu einem Schub der akuten Porphyrie fuh-
ren kann [26, 27]. Wé&hrend eine Energieaufnahme in Form von Glukose zur
Hemmung der Expression der ALA-Synthase 1 fuhrt, bedingt die Nahrungska-
renz eine Stimulation der Bildung der ALA-Synthase 1 [26, 27]. Somit kann Fas-
ten durch die Ansammlung von Stoffwechselprodukten der Ham-Synthese zu ei-

nem Schub der akuten Porphyrie fuhren [26, 27].

Der Abbau und die Ausscheidung von Ham erfolgen durch Umwandlungsschritte
von Biliverdin zu indirektem Bilirubin, was im hauptsachlich in der Leber befindli-
chen retikuloendothelialen System (RES) stattfindet [26, 27, 32]. Daraufhin er-
folgt die Biotransformation von indirektem Bilirubin zu direktem Bilirubin, welches
Uber die Galle in den Darm gelangt und von der Darmflora in Urobilinogen und
Stercobilinogen umgewandelt wird (Abbildung 3) [26, 27]. Die Ausscheidung von

Stercobilinogen erfolgt nach Oxidation zu Stercobilin Gber den Stuhl [26, 27]. Das
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verbliebene Urobilinogen wird zum Teil Uber den enterohepatischen Kreislauf
rickresorbiert, zum anderen Teil nach Oxidation als Urobilin tber den Urin aus-

geschieden [26, 27]. Urobilin verleint dem Urin seine gelbe Farbe [26, 27].

Ham

v
bl

Bilirubin Enterohepatischer

Kreislauf

/

Stercobilin /

Urobilinogen
(Stercobilinogen)

RES

Galle

Darm

Abbildung 3: Ham-Abbau, adaptiert nach [33].

1.3 Herausforderungen in der Diagnostik onkologischer und
genetischer Erkrankungen und Bestandteile der Ham-
Synthese als deren potenzielle Marker

Bei hochgradigen Gliomen handelt es sich um bosartige Tumoren des zentralen
Nervensystems [24, 34]. Die Therapie der hochgradigen Gliome besteht aus ei-
ner Kombination von chirurgischer Resektion und anschlieRender Radio- und
Chemotherapie [24]. Nichtsdestotrotz gelten sie als unheilbar und ihre Prognose
ist infaust [21, 24, 34]. In der Neurochirurgie wird 5-ALA bei FGR im Rahmen von
PDD verabreicht, da es mehrere Stunden nach Einnahme zur Ansammlung von
PpIX in den Gliomen fiihrt und bei Bestrahlung mit blauem Licht rote Fluoreszenz

emittiert [24, 35]. Aktuelle wissenschaftliche Untersuchungen deuten darauf hin,
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dass sich bei Patienten mit hochgradigen Gliomen nach oraler Verabreichung
von 5-ALA im Blutserum signifikant h6here PplX-Konzentrationen zeigen im Ver-
gleich zu gesunden Probanden [24]. Die Messung der PplX-Konzentration im
Blutserum kann eine effizientere diagnostische Methode fur den Therapieverlauf
der Patienten im Vergleich zu seriellen MRTs darstellen [24]. Aul3erdem zeigten
sich signifikant hohere Konzentrationen von PpIX im Blutplasma nach Verabrei-
chung von 5-ALA bei an Blasenkrebs leidenden Menschen, sodass PplX das Po-
tenzial aufweist, sich als Tumormarker fir Blasenkrebs etablieren zu kbnnen [24,

35].

Nicht nur die Bestimmung der PplX-Konzentration im Blut, sondern auch die Be-
stimmung von CPIII- und UPI-Konzentrationen im Urin wurden hinsichtlich ihrer
Eignung als Screening-Methode fir Karzinome untersucht [36, 37]. Das For-
schungsteam sammelte acht Stunden nach Einnahme von 5-ALA Urinproben von
Patienten mit kolorektalem Karzinom und gesunden Probanden [36, 37]. Es
stellte sich heraus, dass die Porphyrinkonzentrationen im Urin bei den an kolo-
rektalem Karzinom leidenden Patienten signifikant hoher waren im Vergleich zu
den gesunden Probanden [36, 37]. Vier Wochen nach operativer Resektion des
kolorektalen Karzinoms zeigten die Patienten unter Einnahme von 5-ALA signifi-
kant niedrigere Porphyrinkonzentrationen im Urin im Vergleich zu vor der Resek-
tion [36, 37]. Auch im Urin von Patienten mit Blasenkarzinomen konnten acht
Stunden nach 5-ALA-Gabe erhéhte Porphyrinkonzentrationen von CPI, CPIII,
UPI und UPIII verglichen zu gesunden Probanden festgestellt werden [38]. Diese
Erkenntnis kdnnte ebenfalls zu effizienterer und nicht-invasiverer Diagnostik von

Blasenkarzinomen beitragen [38].
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Sogar ohne Verabreichung von 5-ALA konnten bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom, Mamma- und Nierenkarzinom erhthte Porphyrin-Konzentrationen im

Blut mittels Analyse von Fluoreszenzspektren gefunden werden [24, 39-44].

Weitere wissenschaftliche Untersuchungen legen nahe, dass die Bestimmung
der CPIlI-Konzentration im Urin nicht nur fir die Tumordiagnostik, sondern auch
fur die Diagnostik von genetischen Erkrankungen wie der akuten Porphyrie ge-

eignet sein konnte [45].

Es folgen allgemeine Informationen zur Anatomie und Physiologie der Harnbe-
reitung und Harnableitung sowie Einblicke in die klinische Relevanz der Urindi-

agnostik.

1.4 Harnbereitung und Harnableitung

Das nephro-urogenitale System des Menschen besteht aus zwei Nieren, zwei
Harnleitern, der Harnblase sowie der Harnréhre [46]. Der Urin wird als Ultrafiltrat
des Blutplasmas von den Nieren produziert und anschliel3end im nephro-uroge-
nitalen System transportiert, gespeichert sowie bei Bedarf ausgeschieden [46-

52].

1.4.1 Die Niere

Durch die Niere werden wasserldsliche Endprodukte mittels Urin aus dem Kérper
ausgeschieden, der Volumenhaushalt des Kérpers reguliert, die Homoostase der
Elektrolytkonzentration und des Saure-Basen-Haushalts im Koérper aufrecht-
erhalten und weitere hormonelle Aufgaben erledigt [46-55]. Des Weiteren ist die

Niere fur humorale Aufgaben sowie dem Katabolismus von Peptiden, dem Pro-
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teinabbau sowie der Glukoneogenese zustandig [48, 49]. Aufgrund dieser wich-
tigen Funktionen sind intakte Nieren fur die Homdostase des menschlichen Or-

ganismus unabdingbar [49].

Die Nieren weisen eine paarige Anordnung auf und befinden sich mit den Neben-
nieren innerhalb einer Fettkapsel im Retroperitonealraum [49]. Sie lassen sich
aus anatomisch-funktioneller Sicht in Nierenlappen unterteilen [49]: Innerhalb
dieser Nierenlappen besteht die Niere an ihrer Oberflache aus Rinde (Cortex
renalis), wahrend sich innen das Mark (Medulla renalis) befindet [49]. Letzteres
weist mit seiner Innenzone, welche auch als Papille bezeichnet wird, Verbindun-
gen zum Nierenbecken (Pelvis renalis) auf [49]. Die kleinsten funktionellen Ein-
heiten der Niere werden als Nephrone bezeichnet und umfassen die Nierenkdr-

perchen mit Glomeruli und das Tubulussystem (Abbildung 4) [47, 49-52].

In der Nierenrinde befinden sich ungeféhr eine bis eineinhalb Millionen Glomeruli,
[49-52]. Das Blut gelangt tber die beiden Nierenarterien (Aa. renales) und ihren
Verzweigungen in die Glomeruli, wo das durchflielBende Plasma zum Primérharn
filtriert wird [49-52, 56, 57]. Hierdurch entstehen pro Tag schatzungsweise 130
bis 200 Liter Primarharn [49-52]. Die Filtration des Primarharns tber die Glome-
ruli findet nach MolekulgroRe sowie Molekilmasse und nach Ladung statt [49].
Molekule mit einem Radius kleiner als 1,6 bis 1,8 nm und einer Masse von 6 bis
15 kDa konnen frei filtriert werden und werden somit mit dem Priméarharn ausge-
schieden [57]. Bei Molekulradien von 1,8 bis 4,4 nm ist die Durchlassigkeit des
Filters abhangig von der Ladung des jeweiligen Molekils [57]. Positiv geladene
Molekule konnen im physiologischen Zustand besser filtriert werden als ungela-

dene Molekile [57, 58], letztere hingegen besser als negativ geladene Molekile
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[57, 58]. Zu den in den Glomeruli filtrierten Stoffen gehéren unter anderem Ami-
nosauren, Salze und Zucker, obwohl sie fir den menschlichen Korper essenziell
sind [49]. Im Gegensatz dazu wirde die Ansammlung mancher Endprodukte aus
dem Protein- und Nukleinsédurestoffwechsel toxisch fur den Organismus sein,

beispielsweise Ammoniak, Harnstoff, Kreatinin, Oxalat und Harnsaure [49].

Somit finden sich im Ultrafiltrat sowohl eine Vielzahl an essenziellen Molektlen
als auch ausscheidungspflichtige Stoffe [49]. Um diese voneinander zu trennen,
ist das Tubulussystem zustandig, das an die Glomeruli angeschlossen ist [49]:
das Tubulussystem sorgt dafiir, dass jene essenziellen Stoffe sowie Wasser re-
sorbiert und die toxischen Endprodukte aus dem Kérper sezerniert werden [49,
51, 56, 59]. Der nun bei der Passage durch das Tubulus- und Sammelrohrsystem
entstehende Harn wird zum Endharn konzentriert und macht einen Prozent des
Primarharns aus [49, 51]. Der Endharn wird anschliel3end tber die ableitenden

Harnwege aus dem Kérper ausgeschieden [49, 51].
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Abbildung 4: Aufbau der Niere, adaptiert nach [60]. Das unfiltrierte Blut gelangt tber
die A. renalis in die Niere und wird vom Nephron filtriert. Der im Glomerulus filtrierte
Primarharn gelangt in das nachgeschaltete Tubulus- und Sammelrohrsystem zur weite-
ren Resorption, Sekretion und Konzentration des Harns. Arterielles Blut ist in dieser Ab-
bildung rot und vendéses Blut ist blau dargestellt.

1.4.2 Ableitende Harnwege

Die ableitenden Harnwege bestehen aus den Nierenkelchen, den Nierenbecken,

den Harnleitern, der Harnblase sowie der Harnréhre (Abbildung 5) [49-51, 61].

Die Peristaltik des Harnleiters stellt den Transportmechanismus fir den in der
Niere produzierten Endharn bzw. Urin dar [49, 51]. Der Endharn wird in der Harn-
blase wahrend der Fullungsphase gesammelt [49], deren maximales physiologi-
sches Fassungsvermoégen 0,5 bis 2 Liter betragt [50]. Bei ausreichendem Inhalt
(ca. 0,15 bis 0,3 Liter) senden die Dehnungsrezeptoren der Harnblase viszeroaf-

ferente Signale an das vegetative Nervensystem und fiihren zum Harndrang [50,
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62]. Verstarkte Aktivitat der Blasenmuskulatur fuhrt zur Erhdhung des Drucks in
der Blase und bei Relaxation der SchlieBmuskulatur kann die Entleerung der
Harnblase stattfinden, wobei der Urin Gber die Harnrohre ausgeschieden wird

[50, 62].

Nebennieren

_ Nieren

Harnleiter

Harnblase ‘

Prostata

mannliche /
Genitalien \

Harnréhre

-

Abbildung 5: Nephro-urogenitales System mit Nieren und ableitenden Harnwegen beim
biologischen Mann, adaptiert nach [63].

1.5 Urin als diagnostisches Mittel

Untersuchungen des Urins reichen bis weit in die Vergangenheit zurlck [64, 65].
In den altesten erhaltenen medizinischen Schriftstiicken wird erwéhnt, dass Pa-
rameter wie Menge, Farbe, Konsistenz und sogar Geschmack des Urins bei der
Entscheidungsfindung im Rahmen der Diagnostik und Therapie berucksichtigt
wurden [64, 65]. Beispielsweise hat im 5. Jahrhundert v. Chr. der Philosoph Her-
mogenes die Farbe und andere Eigenschaften des Urins als mégliche Hinweise
auf bestimmte Krankheiten beschrieben [47, 66]. Es ist bekannt, dass Urin Arzten

seit Jahrhunderten als Untersuchungsmaterial dient [47, 64].
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Die Urindiagnostik ist ein wichtiger Bestandteil der klinischen Diagnostik und
bringt Erkenntnisse Uber den Gesundheitszustand des Patienten ein [47, 64]. Sie
besteht hauptsachlich aus der Untersuchung des Urinstatus und der laboratori-
umsmedizinischen Untersuchung des Urinsediments [52, 67]. Dafur wird die
Urinprobe frisch gewonnen und sollte aus Mittelstrahlurin bestehen [52, 67, 68].
Die Untersuchung des Urinstatus umfasst zuerst die Inspektion der Urinprobe,
dann die Diagnostik mittels Teststreifen und gegebenenfalls weitere laboratori-

umsmedizinische Untersuchungen [67, 68].

Bei der Inspektion des Urins gelten alle Farbtone von hellem bis dunklem Gelb
als physiologisch, wobei dunkles Gelb Folge einer Dehydratation sein kann [67].
Der physiologische Urin ist klar, wohingegen Tribungen auf Infektionen hinwei-
sen kdnnen [67]. Eine rétliche Verfarbung des Urins kann Symptom einer Hama-
turie sein, wahrend brauner Urin mit Glomerulonephritiden in Zusammenhang
gebracht werden kann [67]. Darliber hinaus wird eine rot-orange Farbung des
Urins mit einer Hyperbilirubinamie in Verbindung gebracht [67]; hingegen kbnnen
zu hohe Konzentrationen an Urobilinogen dem Urin eine schwarze Farbe verlei-
hen [69]. Farblosigkeit des Urins kann auf einen unkontrollierten Diabetes hin-

weisen [67].

Normalerweise weist der Urin einen leicht muffigen, abgestandenen Geruch auf
[67]. Pathologische Zustande wie Harnwegsinfektionen kénnen zur Veranderung
von Farbe und Geruch des Urins fuhren, wahrend Stoffwechselkrankheiten wie

Diabetes mellitus fur einen sifRen und fruchtigen Geruch sorgen kénnen [67, 70].

Der Urinteststreifen ermdglicht den unverziglichen und semiquantitativen Nach-

weis von Parametern wie Leukozyten, Erythrozyten, Nitrit, Protein, pH-Wert, Ke-
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tonkorper, Glukose und Bilirubin (Abbildung 6) [52, 67]. Bei der laboratoriumsme-

dizinischen Untersuchung des Urinsediments findet eine mikroskopische Be-
trachtung des Bodensatzes statt, nachdem der Urin zentrifugiert wurde [67]. Gan-

gige Parameter bei der Untersuchung des Urinsediments sind Leukozyten, Eryth-

rozyten, Zylinder, Kristalle, Bakterien, Pilze und Lipide [67].

URINOX-10

W

BETE
el UL

PEE

A
A
i
3
i
3
i &
0)

Abbildung 6: Beispiel fur einen Urinteststreifen mit Legende, adaptiert nach [71]. Der
Teststreifen wird in der Regel in die frisch gewonnene Probe aus Mittelstrahlurin gehal-

ten. Bei pathologischen Zustéanden fuhren chemische Reaktionen zu einer Veranderung
der Farbe, deren Auswertung mithilfe der Legende erfolgen kann.

AulRerdem gibt es weiterfiihrende laboratoriumsmedizinische Untersuchungsme-
thoden des Urins, um beispielsweise Zustédnden wie einer Proteinurie und Hama-

turie bzw. Erkrankungen wie einem Plasmozytom genauer auf den Grund zu ge-
hen [67].
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1.6 Exogene Einflisse auf Farbe und Geruch des Urins

Dass pathologische Zustdnde im menschlichen Organismus die Farbe und den
Geruch des Urins verandern kdnnen, wurde bereits erlautert (s. Kapitel 1.5). Al-
lerdings kbénnen auch exogene Faktoren wie Medikamente, Chemikalien, Nah-
rungsmittel sowie Vitaminpraparate die Farbe und den Geruch des Urins veran-
dern [67-69, 72-80]. Medikamente wie Propofol und Metoclopramid kénnen den
Urin grun farben [73, 77, 78], Ciprofol dagegen rosa [72]. Die Einnahme von Mul-
tivitaminpraparaten kann den Urin hellgelb farben, was an den wasserléslichen
Vitaminen B2 und B12 liegen kann [68, 74, 79]. Verzehr von Spinat kann den
Urin blau-grun verfarben [79], Verzehr von roter Bete kann den Urin rot verfarben
[79]. Dagegen kann Verzehr von Spargel den Geruch des Urins verandern [67,

79, 80].

1.7 Fluoreszenz und Spektroskopie des Urins

Unter Fluoreszenz versteht man die Emission eines Photons, wenn ein Elektron
nach optischer Anregung des Mediums aus einem kurzlebigen hoher angeregten
energetischen Zustand in einen niedriger angeregten energetischen Zustand o-
der in den Grundzustand tbergeht [81, 82]. Sowohl der Grundzustand als auch
der angeregte Zustand bestehen aus Unterzustdnden (Abbildung 7) [83]. Die
Ubergéange zwischen den Unterzustanden werden als nichtstrahlende Uber-
gange bezeichnet, da sie keine Fluoreszenz verursachen, sondern strahlungsfrei
Energie freisetzen [83]. Das Fluoreszenzphoton besitzt eine geringere Energie
und damit eine héhere Wellenlange als das Photon, das bendétigt wird, um das
Mediums anzuregen [83-86]. Dieser Vorgang wird als Stoke-Verschiebung be-

zeichnet [83-86].
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Abbildung 7: Jablonski-Diagramm, adaptiert nach [87]. Sowohl der Grundzustand (So)
als auch der angeregte Zustand (S:) besteht aus Unterzustdnden. Zur Anregung des
Elektrons ist Energie notig. Die Fluoreszenz setzt ein, sobald ein Photon emittiert werden
kann.

Spektroskopie umfasst analytische Methoden, welche auf der Interaktion von
elektromagnetischer Strahlung unterschiedlicher Wellenlangen und der zu ana-

lysierenden Substanz beruhen [88].

Da Urin fluoreszierende Substanzen enthalten kann, kann er als Gegenstand von
Fluoreszenz- und Spektroskopie-Untersuchungen herangezogen werden [89].
Beispiele fur im Urin fluoreszierende Substanzen sind Neurotransmitter wie Se-
rotonin sowie Dopamin, Aminosauren wie Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin

sowie Vitamine wie Vitamin B2, Vitamin B9 (Folsaure) und Vitamin B6 [90].
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1.8 Urin-Fluoreszenzspektroskopie im Urin als potenzielles
diagnostisches Mittel in der Humanmedizin

Fluoreszenzspektroskopie-gestiitzte Untersuchungen des Urins kdnnen einen
Beitrag zu verbesserter Diagnostik in der Humanmedizin leisten [37, 91]: Bei-
spiele hierfur sind Konzentrationsmessungen von metabolisierten Fluorchinolon-

Antibiotika im Urin [37, 92] und die Diagnostik von Bluthochdruck [37, 90].

In der Onkologie besteht aul3erdem die Hoffnung, dass die Urin-Fluoreszenz-
spektroskopie zum Screening und zur Diagnosefindung von Tumorerkrankungen
beitragen kénnte [37, 91]. Marker wie NADH und Flavine kénnten auf Krebser-
krankungen im Allgemeinen hinweisen [37, 93]. Abnormer Metabolismus von
Porphyrin-Derivaten und Bilirubin im Urin kénnte zur Diagnostik eines hepatozel-
lularen Karzinoms oder einer Leberzirrhose beitragen [37, 94]. Tryptophan, Iso-
xanthopterin und Xanthopterin im Urin kdnnten als Marker fur Blasenkrebs die-
nen [37, 95], Isoxanthopterin im Urin dariber hinaus noch als potenzieller Indika-
tor fir Magenkrebs [37, 96]. Tryptophan, NADH, FAD und Porphyrine im Urin
konnten mit Nierenkrebs in Verbindung gebracht werden [97]. Pteridine im Urin
konnten Uber das Potential verfligen, sich als Fluoreszenzmarker im gynakologi-
schen Bereich bei Eierstockkrebs zu etablieren [37, 98]. Porphyrine, NADH und
Kollagen kénnten zur Diagnostik von Zervixkarzinomen beitragen [43]. Des Wei-
teren konnte in der Dermatologie Lipofuszin als potenzieller Marker fur das ma-

ligne Melanom herangezogen werden [37, 99].
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1.9 Einflusse von Nahrungserganzungsmitteln und
Lebensmitteln auf das Urin-Fluoreszenzspektrum bei
fluoreszenz-gestiitzten Untersuchungsmethoden

Die im vorherigen Kapitel (1.8) erwéhnten Studien untersuchten verschiedene
Biomarker mittels Urin-Fluoreszenzspektroskopie und stellten Zusammenhange
zu Krankheiten her [37]. Sie untersuchten jedoch weder die Existenz potenzieller
Storfaktoren noch den potenziellen Einfluss dieser Storfaktoren auf die Mess-

genauigkeit der jeweiligen Biomarker [37].

Ernahrung, die Einnahme von Medikamenten oder die Exposition gegenuber
Chemikalien stellen mdgliche exogene Faktoren dar, die in der Lage sind, die
Farbe und den Geruch des Urins zu verandern (s. Kapitel 1.6). An dieser Stelle
kommt die Frage auf, ob diese Verfarbungen des Urins Auswirkungen auf die
Diagnostik durch Urin-Fluoreszenzspektroskopie und damit auch auf die darauf

basierende Therapieentscheidung haben kénnen [37, 91].

Mogliche Storfaktoren wahrend fluoreszenz-gestitzter Untersuchungen wie der
Fluoreszenz-Zystoskopie (FZ) wurden von Zellweger et al. untersucht [89]. Die
FZ ist eine Untersuchungsmethode zur Diagnostik und Therapie von Blasenkrebs
[89]. Falls sich im Urin fluoreszierende Substanzen befinden, kann die Fluores-
zenz dieser Substanzen zu einer Beeintrachtigung der Qualitat der FZ-Bildge-
bung fihren und damit die diagnostischen Ergebnisse und mogliche Therapie-
konsequenzen der FZ beeinflussen [37, 89]. Ern&dhrung und Stoffwechsel stellen
Faktoren dar, die dariiber hinaus zu dieser Fluoreszenz beitragen kénnen und
diese gegebenenfalls verstarken konnen [89]. Das Forschungsteam stellte die
Hypothese auf, dass Vitamine fluoreszieren kdnnten und untersuchte daher die

Auswirkungen der Einnahme eines Multivitaminpraparats auf die Qualitat der
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Bildgebung einer FZ an neun gesunden Probanden [89]. Die Urin-Fluoreszenz-
spektren der Probanden wurden anhand von Anregungs-Emissions-Matrizen (A-
EMs) vor, wahrend und nach Einnahme des Multivitaminpraparats analysiert [89].
Das Forschungsteam kam zu der Erkenntnis, dass die Fluoreszenzintensitaten
ungefahr 8-10 Stunden nach Einnahme des Multivitaminpréaparats ansteigen, in
den folgenden 12 Stunden fallen und den Ausgangszustand vor Einnahme des
Praparats gegen 24 Stunden nach dessen Einnahme erreichen [37, 89]. Laut
dem Forschungsteam sind die B-Vitamine ein potenzieller Auslosefaktor fir die
Fluoreszenzintensitaten, davon am ehesten die Vitamine B2, B6 und B12 [89].
Das Forschungsteam leitet daraus die Empfehlung ab, ungefahr eine Woche vor

einer anstehenden FZ keine Multivitaminpréparate einzunehmen [37, 89].

Allerdings ist weiterhin nicht klar, welche einzelnen Vitamine, Nahrungsergan-
zungsmittel (NEM) und Lebensmittel (LM) die Fahigkeit besitzen, das Urin-Fluo-
reszenzspektrum zu verandern [37]. Ob NEM/LM mit der Bestimmung der CPIII-

Konzentration im Urin interferieren, ist ebenfalls unklar [37].

1.10 Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde mittels einer klinischen Studie untersucht,
ob Vitamine in Form von NEM sowie LM die Intensitdt des Urin-Fluoreszenz-
spektrums beeinflussen [37]. Zudem wurde in der klinischen Studie Uberprift, ob
dieselben NEM/LM einen Storfaktor bei der Bestimmung der CPIII-Konzentration
im Urin darstellen [37]. Fir die Diagnostik von akuten Porphyrien mittels Fluores-
zenz-Spektroskopie des Urins sowie anderer fluoreszenzgestutzter Untersu-
chungsmethoden des Urins wie beispielsweise einer FZ kénnen solche Erkennt-

nisse hilfreich sein.
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Des Weiteren wurde anhand der sog. ALA-RDT-Studie untersucht, wie sich die
CPI/llI-Konzentration im Urin vor, wahrend und nach FGR von rezidivierenden
Glioblastomen sowie wéahrend Bestrahlung bzw. Radiodynamischer Therapie
(RDT) mit vorheriger 5-ALA-Gabe verhalt. Diese Untersuchungen erfolgten mit
der Fragestellung, ob die Bestimmung der CPI/Ill-Konzentration als potenzieller
Tumormarker fur Diagnostik, Screening oder Monitoring von Glioblastomen die-

nen kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Methoden zur Untersuchung der Einfllisse
von NEM/LM auf das Urin-Fluoreszenzspektrum

Die Einflusse von NEM/LM auf das Urin-Fluoreszenzspektrum und die Bestim-
mung der CPIlI-Konzentration wurden im Rahmen einer klinischen Studie unter-
sucht [37]. Die Durchfiihrung der Studie erfolgte gemal der Deklaration von Hel-
sinki sowie mit der Zustimmung der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen, Deutschland (Nr.: 22-0762) [37].

2.1.1 Eingeschlossene Studienteilnehmer

Insgesamt umfasste die Studie acht Teilnehmer, von denen sieben ménnlichen
und eine weiblichen biologischen Geschlechts waren [37, 91]. Die Altersspanne
erstreckte sich von 22 bis 64 Jahren [37, 91]. Wahrend der Durchflihrung der

Studie lag keine Erkrankung bei den Probanden vor.

2.1.2 Verwendete Nahrungserganzungsmittel und Lebensmittel

In der Studie erfolgte die Einnahme der wasserléslichen B-Vitamine und des was-
serldslichen Vitamin C durch die Probanden [37, 91]. Des Weiteren wurden von
den Probanden die fettldslichen Vitamine A, D, E, K1 und K2 eingenommen [37,
91]. Als Lebensmittel wurden Spinat, Spargel und rote Beete von den Probanden
verzehrt [37, 91]. Eine detaillierte Auflistung der fur die Studie verwendeten

NEM/LM ist in Tabelle 1 zu finden.

Tabelle 1: Detaillierte Auflistung aller in der Studie verwendeten Nahrungserganzungs-
mittel und Lebensmittel, adaptiert nach [37].
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Produkt Bestandteile / Beschreibung Einge-
nommene
Dosis pro
Person
[mg]
Vitamin A Retinylacetat (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland) 3
Vitamin B Thiamin-Hydrochlorid 40
Komplex Natrium-Riboflavin-5’-Phosphat 20
Nicotinamid 100
D-Calcium-Panthotenat 50
Pyridoxal-5’-Phosphat 20
D-Biotin 0,5
6S-5-Methyltetrahydrofolsdure-Glucosaminsalz, Calcium-L-Methylfolat 0,4
Methylcobalamin, Hydroxycobalamin, Adenosylcobalamin 0,3
Citicholin 10
Trimethylglycin-Betain 50
Myo-Inositol 25
(Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland)
Vitamin B1 | Thiamin-Hydrochlorid (Nutraceutical Corp., Park City, Utah, USA) 100
Vitamin B2 | Natrium-Riboflavin-5’-Phosphat (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, 100
Deutschland)
Vitamin B3 | Nicotinamid (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland) 500
Vitamin B5 | D-Calcium-Pantothenat (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutsch- 500
land)
Vitamin B6 | Pyridoxal-5’-Phosphat-Monohydrat (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, 25
Deutschland)
Vitamin B7 | D-Biotin (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland) 10
Vitamin B9 | L-Methylfolat (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland) 0,4
Vitamin Cyanocobalamin (Queisser Pharma GmbH & Co. KG, Flensburg, Deutsch- 0,35
B12 land)
Vitamin C Ascorbinsaure (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutschland) 1000
Vitamin D Cholecalciferol (Queisser Pharma GmbH & Co. KG, Flensburg, Deutsch- 0,05
land)
Vitamin E Alpha-Tocopherol-Acetat (Euro Vital Pharma GmbH, Hamburg, Deutsch- 600
land)
Vitamin K1 | Phytomenadion (Gall Pharma GmbH, Judenburg, Osterreich) 0,06
Vitamin K2 | Vitamin K2 MK7 all-trans (Sunday Natural Products GmbH, Berlin, Deutsch- 0,2
land)
Alpha- R-Alpha-Liponsaure (Vitabay, Maastricht, Niederlande) 300
Liponsaure
Rote Beete | Gewdhnliche Portion einer Mahlzeit 200.000
Spinat Gewohnliche Portion einer Mahlzeit 200.000
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Spargel Gewdhnliche Portion einer Mahlzeit 200.000

2.1.3 CPIllI-Referenzlésungen

Die Entwicklung von CPIlI-Referenzldsungen mit medizinisch relevanten Kon-
zentrationen erfolgte vor dem Hintergrund, mdgliche Einflisse von NEM/LM auf
die Wiederfindungsrate der CPIII-Konzentration im Urin zu untersuchen [37]. Da-
fur wurde zuerst eine CPIlI-Stammldsung erstellt [37, 91]. Folgende Materialien

kamen zum Einsatz:

e CPIlI-Dihydrochloridsalz (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, Texas,
USA)
e Salzsaure 2,5 mol/l (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

e Essigsaure 50% (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) [37, 91].

1 mg des CPIII-Dihydrochloridsalzes wurden zunachst mit 10 ml der Salzséaure
vermischt [37, 91]. Danach wurden 40 ml der 50-prozentigen Essigsaure hinzu-
gegeben [37, 91]. Die Lagerung dieser CPIlI-Stammldsung erfolgte lichtgeschutzt

bei 8 Grad Celsius im Kihlschrank [37].

Aus der CPIII-Stammldsung erfolgte das Mischen von drei CPIlI-Referenzlésun-
gen mit den Verdunnungen 1:50, 1:100 und 1:200 durch Zugabe von 50-prozen-
tiger Essigséaure [37, 91]. Das Mischen der drei CPIlI-Referenzlésungen wurde

jedes Mal erneut vollzogen, wenn ein neues NEM/LM getestet wurde [37].

Die Transmission der CPIII-Lésungen wurde mit einem Absorptionsspektrometer
(Lambda 40 von Perkin Elmer, Waltham, USA) gemessen. Die Berechnung der
exakten Konzentrationen der CPIII-Lésungen erfolgte mithilfe von Daten der Ab-

sorption bei einer Wellenlange von 402 nm und dem Extinktionskoeffizient a =
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L
mol X cm

4,9 x 10°

aus der Literatur [37, 100]. Die CPIII-Stammldsung wies eine

CPIII-Konzentration von 63 pmol/l auf [37].

2.1.4 Messung und Auswertung der Urinproben

Die Einnahme des NEM/LM erfolgte abends vor der Nachtruhe [37]. Urinproben
wurden fur jedes NEM/LM direkt vor dessen Einnahme und ungeféahr 8 £ 1 Stun-
den nach dessen Einnahme von drei der insgesamt acht Probanden am folgen-
den Morgen gesammelt [37, 91]. Die Abgabe der Urinproben erfolgte am selben
Morgen und deren Messung wurde innerhalb von zwei Stunden nach Abgabe

durchgefihrt [37].

2.1.4.1 Messung im Prototyp-Spektrofluorometer

Fur jede abgegebene Urinprobe wurden drei unabhangige Messungen in einem
Prototyp-Spektrofluorometer (FerroSens GmbH, Minchen, Deutschland, Serien-
nummer: FS-PORscreen-00002) (ProSp) durchgefiihrt, was im Folgenden als
Triplet-Messung bezeichnet wird [37]. AuRerdem wurden bei den Urinproben
nach Einnahme des NEM/LM dariber hinaus drei CPIllI-Referenziésungen mit
den Verdinnungen 1:50, 1:100 und 1:200 zugegeben (sog. Spiking) [37, 91].
Dieses Spiking erfolgte, um potenzielle Einflisse auf die Wiederfindungsrate der
CPIlI-Konzentration im Urin zu untersuchen [37, 91]. Bei Messungen mit Spiking
fanden pro verwendeter CPIlI-Referenzlsung ebenfalls Triplet-Messungen statt
[37]. Bei drei CPIlI-Referenzlésungen ergibt dies pro Proband insgesamt neun

gemessene Urinproben mit zusatzlichem CPIII-Spiking der jeweiligen Urinprobe
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[37]. Abbildung 8 dient zur Verschaffung eines Uberblicks tiber die Messproze-

dur.
Proband
Zeit = 0 Std. Zeit = 8 + 1 Std.
Urinprobe vor Einnahme Urinprobe nach Einnahme
von NEM/LM von NEM/LM
Ohne Spiking Mit Spiking
CPIIl 1:50 CPIll 1:100 CPIIl 1:200
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Abbildung 8: Darstellung der Messprozedur fir jeden Probanden, adaptiert nach [37].
Die roten Linien stehen fur die Messprozedur mit 500 pl Wasser, 100 pl Urin und 10 pl
Salzsaure, die grinen Linien stehen fir die Messprozedur mit 400 pl Wasser, 100 pl
Urin, 10 pl Salzsdure und 100 pl CPIlI-Referenzlosung [37]. E: Exemplar.
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
LLC. Permission conveyed through Copyright Clearance Center.

Fur die Messung der Urinproben im ProSp wurden folgende Materialien benétigt:

e HPLC Wasser (Fisher Scientific, Loughborough, Vereinigtes Kénigreich)
e Salzsaure 6 mol/l (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
e 700 pl-Plastikkivetten (UV-Cuvette micro von Brand GmbH + CO KG,

Wertheim, Deutschland) [37, 101].

In eine Kuvette wurden 500 ul HPLC Wasser, 10 pl Salzsaure sowie 100 pl der
jeweiligen Urinprobe pipettiert [37, 91, 101]. Im Falle von Spiking mit CPIlI-Refe-
renzlésungen wurden 100 pl des verwendeten Wassers mit derselben Menge der
jeweiligen CPIlI-Referenzlésung ersetzt [37]: es wurden somit 400 ul des HPLC
Wassers, 10 pl der Salzsaure, 100 ul der jeweiligen Urinprobe sowie 100 ul der

jeweiligen CPIII-Referenzlésung in eine Kivette gegeben [37].



2 Material und Methoden 40

Die Anregungswellenlange bei Messungen im ProSp betrug 407 + 3 nm und die
Messung des Fluoreszenzspektrums erfolgte im Spektralbereich von 490 bis 800

nm [37, 91].

In Lang et al. [45] wurde die Vorgehensweise zur Berechnung der CPIII-Konzent-
ration im Urin ausfihrlich dargelegt. Zur Berechnung der CPIII-Konzentration im
Urin kommt ein Fit-Algorithmus zum Einsatz, der die Amplitude des CPIII-Spekt-
rums im gemessenen Fluoreszenzspektrum mittels zweiter Ableitung bestimmt
[37, 45]. Daraus wird die CPIII-Konzentration nach vorheriger Kalibration des

ProSp berechnet [37, 45].

2.1.4.2 Messung von Anregungs-Emissions-Matrizen

Neben den Messungen im ProSp wurden Messungen mit einem Fluoreszenz-
spektrometer (FluoroMax-2, Horiba Jobin Yvon GmbH, Unterhaching, Deutsch-
land) durchgefuhrt [37]. Dieses Fluoreszenzspektrometer ist in der Lage, Anre-
gungs-Emissions-Matrizen (AEMs) zu generieren [37]. Die Messungen erfolgten
im Anregungswellenlangenbereich von 300 bis 500 nm mit einer Schrittweite von
5 nm [37, 91]. Der Emissionswellenlangenbereich betrug 400 bis 700 nm mit ei-
ner Schrittweite von jeweils 5 nm [37, 91]. Die AEMs zeichnen sich dadurch aus,
dass sie eine umfassendere Darstellung des Urin-Fluoreszenzspektrums im Ver-

gleich zu ausschlief3lichen Messungen im ProSp ermoglichen [37].
Fir die Messung im FluoroMax-2 wurden bendétigt:

e HPLC Wasser (Fisher Scientific, Loughborough, Vereinigtes Konigreich)
o Messkiuvette (Cuvette STD UV 4 clear side, Kartell S.p.A, Noviglio, Italien)

[37].
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Die zu messende Urinprobe wurde mit einer Konzentration von 1:20 mit dem
HPLC Wasser verdinnt und davon wurden 3 ml in die Messkuvette pipettiert [37].
Hierbei erfolgten keine Triplet-Messungen, sondern nur einmalige Messungen
der Urinproben [37]. Aul3erdem hat kein Spiking mit CPIllI-Referenzlésungen

stattgefunden [37].

Des Weiteren wurden im FluoroMax-2 verschiedene Dosierungen von Harnstoff
gemessen. Die Messungen mit Harnstoff zielten darauf ab, um zu ermitteln, ob
sich hohere Mengen an Harnstoff in einer héheren Fluoreszenzintensitat des
Urin-Fluoreszenzspektrums manifestieren kénnten. Es wurden Dosierungen von
6 mg, 12 mg, 70 mg, 200 mg, 1000 mg, 5000 mg und 10.000 mg Harnstoff in
Pulverform (Urea, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) verdinnt zu 1:20 mit
HPLC Wasser und davon 3 ml in die Kuvette fur die Messung pipettiert. Hierbei

fanden keine Triplet-Messungen, sondern einmalige Messungen statt.

2.1.4.3 Vergleichbarkeit der Messungen zwischen beiden verwendeten
Spektrofluorometern

Zur Gewahrleistung der Vergleichbarkeit zwischen den beiden Geréaten (ProSp

sowie FluoroMax-2) wurden Messungen in beiden Geraten mit modifizierter

Messprozedur des jeweils anderen Gerates durchgefihrt [37].

Bei der regularen Messprozedur fir Messungen im FluoroMax-2 wurden 3000 pl
vom 1:20 mit HPLC Wasser verdiinnten Urin in die Klivette gegeben und im Gerat
gemessen [37]. Im ProSp hingegen wurden bei reguléaren Messungen ein Flnftel

davon, also 600 pl (exkl. Salzsaure), in die Kivette gegeben [37].

Fir die vergleichende Messung wurde im ProSp mit einer Verdiinnung des Urins

mit HPLC Wasser und dem Faktor % gearbeitet, da die Kivette fir Messungen
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im ProSp nur ein Funftel von der Kivette fir Messungen im FluoroMax-2 bein-

haltet, und dazu 10 pl Salzsaure (6 mol/l) gegeben [37].

Um im FluoroMax-2 mit derselben Messweise wie im ProSp zu messen, wurde
die proportionale Menge an Salzsaure in die Messkuvette zur 1:20 mit HPLC
Wasser verdiunnten Urinprobe verabreicht [37]. Bei 3000 pl Probenmaterial be-
deutet dies die funffache Menge im Vergleich zum ProSp mit 600 pl Urin sowie

Wasser und 10 pl Salzsaure, also 50 ul Salzsaure (6 mol/l) [37].

2.1.5 Statistische Auswertung

Statistische Tests wurden aufgrund der geringen Teilnehmerzahl nicht angewen-
det [37], stattdessen wurden inter- und intraindividuelle Intensitatsunterschiede
der Urin-Fluoreszenzspektren analysiert [37, 91]. Hierfir wurde die Intensitat im
Wellenlangenbereich von 518 nm + 3 nm fur jede Urinprobe jedes Probanden
betrachtet [37, 91]. Dabei wurde analysiert, wie hoch die Intensitat in der Einheit
Counts verglichen mit den anderen Spektren ist [37]. Von drei der insgesamt acht
Studienteilnehmer wurde mehr als die Hélfte der Urinproben abgegeben, sodass
von diesen ein Grof3teil der Daten vorlagen, um inter- sowie intraindividuellen
Intensitatsunterschiede im Fluoreszenzspektrum des Urins zu untersuchen [37].
Die Analyse der inter- und intraindividuellen Intensitatsunterschiede verhalf zu
einem besseren Uberblick tiber das Urin-Fluoreszenzspektrum in gesunden Pro-

banden [37].

Zudem erfolgte die Definition einer Wiederfindungsrate fir die CPIII-Konzentra-

tion im Urin [37]. Die Intention dafir lag darin, potenzielle Storfaktoren zwischen
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der Einnahme von NEM/LM und der Bestimmung der CPIII-Konzentration zu be-
urteilen [37]. Die Berechnung der Wiederfindungsrate erfolgt gemafd dem hier

dargestellten Quotienten:

Mittelwert der Konzentration von CPIII im Urin

CPIIl — Wiederfindungsrate = [37,

Konzentration der jeweiligen CPIII—Referenzlosung
91]. Der Dividend besteht aus dem Mittelwert der gemessenen CPIlI-Konzentra-
tionen im Urin aller drei Probanden, die Urinproben nach Einnahme des jeweili-
gen NEM/LM bereitstellten [37]. Der Divisor besteht aus der einmalig gemesse-
nen CPIII-Konzentration der jeweiligen CPIlI-Referenzlésung [37]. Aufgrund der
direkten Substitution von 100 pl Wasser durch 100 ul der jeweiligen CPIlI-Refe-
renzlésung beim Dividenden, sind die Konzentrationen von Dividend und Divisor

miteinander vergleichbar [37].

Da Ungenauigkeiten bei der Durchfiihrung der Messung, beispielsweise beim Pi-
pettieren, nicht auszuschlieRen sind, wurde fiir die Wiederfindungsrate eine ak-
zeptable Abweichung erortert [37]. GemalR der Empfehlung der Europaischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) wurde die Orientierung an eine Abweichung von 15
% vorgenommen [37, 91, 102, 103]. Die Wiederfindungsrate der CPIlI-Konzent-
ration im Urin sollte gemal dieser Festlegung zwischen 0,85 und 1,15 liegen [37,

1].

2.2 Material und Methoden der ALA-RDT-Studie

Es erfolgte eine Phase-l/ll-Eskalationsstudie zur Radiodynamischen Therapie
(RDT) mit 5-ALA bei Patienten mit rezidivierenden Glioblastomen [104]. Die
Durchfihrung der Studie erfolgte gemafR der Deklaration von Helsinki sowie mit
der Zustimmung der Ethikkommission der ortlichen Ethikkommission der Arzte-

kammer Westfalen-Lippe, Deutschland, der Universitat Miunster, Deutschland,
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dem Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte, Deutschland, sowie
dem Bundesamt fur Strahlenschutz, Deutschland [104]. Zudem ist die Studie in
der europaischen EudraCT-Datenbank eingetragen (EudraCT-Nr.: 2021-

004631-92) [104].

Insgesamt wurden in die Studie 30 Patienten mit Rezidiv eines supratentoriellen
Glioblastoms in acht Kohorten eingeschlossen [104]. Neben der operativen Re-
sektion des Glioblastoms werden sowohl neoadjuvante als auch adjuvante Be-
strahlungen (Radiotherapien, RT) mit einer Dosis von 1,8 Gy durchgefuhrt [104].
Manche dieser RTs finden als RDT mit vorangegangener oraler Verabreichung
von 5-ALA statt [104]. Die 5-ALA Dosis betrug 20 mg pro Kilogramm Koérperge-
wicht und die orale Verabreichung erfolgte, gel6st in Leitungswasser, sieben bis

neun Stunden vor der Bestrahlung [104].

Wann und wie oft die Bestrahlung als RDT durchgefuhrt wird, unterscheidet sich
je nach Kohorte: in Kohorte 1 findet die RDT neoadjuvant statt, in den restlichen
Kohorten (0,2,3,4,5,6,7,8) adjuvant [104]. Mit Ausnahme von Kohorte 1 finden
die adjuvanten RDTs je nach Kohorte in verschiedenen Abstanden und Haufig-
keiten statt [104]. Die jeweils anderen 1,8-Gy-Bestrahlungen finden ohne die vor-
herige Verabreichung von 5-ALA statt; folglich handelt sich dabei um tbliche RTs
[104]. Neoadjuvante RTs finden ausschlie3lich in den Kohorten 0 und 1 statt, in
den restlichen Kohorten werden alle RTs adjuvant durchgeftihrt [104]. Die ope-
rative Resektion findet als FGR im Rahmen von PDD nach vorheriger Einnahme
von 5-ALA als Vorstufe des Photosensibilisators PplX statt [104]. Zwei bis sechs
Wochen nach der operativen Resektion des Glioblastoms beginnt die adjuvante

Therapie, je nach Kohorte zu unterschiedlichen Zeitpunkten, jedoch einmalig als



2 Material und Methoden 45

RDT mit vorheriger Verabreichung von 5-ALA, ansonsten als tbliche 1,8-Gy-Be-
strahlung [104]. Aktuelle wissenschaftliche Untersuchungen legen nahe, dass die
Kombination aus RT und PDT eine effektivere Therapieform fur onkologische Er-
krankungen darstellen kdnnte als eine alleinige Behandlung aus RT oder PDT

[105].

2.2.1 Kohorten O und 1 der ALA-RDT-Studie

In Kohorte 0 findet die RT neoadjuvant am dritten und zweiten Tag vor der ge-
planten Operation (Resektion) statt [104]. Urinproben wurden jedoch lediglich
vom dritten Tag vor OP zur Messung bereitgestellt. Vor der Resektion wurde 5-
ALA verabreicht [104]. Zudem wurde in der ersten adjuvanten Therapiewoche
eine RDT mit 5-ALA-Gabe durchgefuihrt [104]. In Kohorte 1 finden die Bestrah-
lungen neoadjuvant am dritten und zweiten Tag vor der geplanten operativen
Resektion statt, dabei findet die erste Bestrahlung als RDT mit Gabe von 5-ALA
statt [104]. Auch hier liegen lediglich Urinproben vom dritten Tag vor der OP vor.
Die operative Resektion fand mit vorheriger 5-ALA-Verabreichung statt [104]. Im
Vergleich zur Kohorte 0 gab es jedoch keine adjuvante RDT, sondern eine ad-
juvante RT [104]. Von diesen beiden Kohorten erfolgten Auswertungen der Urin-
proben im Rahmen dieser Dissertation. Bedauerlicherweise wurden in der Doku-
mentation die Bezeichnungen der Kohorten vertauscht, sodass Kohorte 0 aus
der Publikation [104] Kohorte 1 in dieser Dissertation ist und umgekehrt. In den
nachfolgenden Erlauterungen werden diese vertauschten Bezeichnungen beibe-
halten. In der Kohorte 0 fand die RDT also neoadjuvant statt, in der Kohorte 1

adjuvant.
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2.2.2 Studienteilnehmer

Sowohl Kohorte 0 als auch in Kohorte 1 bestanden aus jeweils drei Patienten.
Alle Patienten in Kohorte 0 waren mannlichen biologischen Geschlechts. Zwei
Patienten in Kohorte 1 waren mannlichen biologischen Geschlechts und eine Pa-
tientin weiblichen biologischen Geschlechts. Die Altersspanne erstreckte sich
von 52 bis 69 Jahren in Kohorte 0 und von 59 bis 66 Jahren in Kohorte 1. Die
Patienten litten an einem histologisch gesicherten Rezidiv eines supratentoriellen

Glioblastoms und hatten einen Karnofsky-Index von = 60 [104].

2.2.3 Verabreichung von 5-ALA

Die Verabreichung von 5-ALA erfolgte oral mit einer Dosis von 20 mg pro Kilo-

gramm Korpergewicht, geldst in Leitungswasser [104].

Das Studienprotokoll sah die Verabreichung von 5-ALA 7 bis 9 Stunden vor der
RDT sowie 4 Stunden vor Einleitung der Anasthesie an Tagen der operativen
Resektion vor [104]. Laut Ubermittelten Daten erfolgte die tatsachliche Verabrei-
chung von 5-ALA im Mittel 4,5 £ 0,75 Stunden vor Einleitung der Anasthesie. Die
Einleitung der Anéasthesie wird in dieser Dissertation nachfolgend synonym als

OP-Beginn bezeichnet.

2.2.4 Sammlung der Urinproben

Am Tag der operativen Resektion des Glioblastom-Rezidivs wurde den Patienten
ein Blasenkatheter angelegt. Dies fand direkt nach der Einleitung der Intubation
im Rahmen der Anasthesie statt. Die Entnahme der Urinproben erfolgte direkt

aus dem Katheter. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurde intraoperativ das
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ausgeschiedene Urinvolumen dokumentiert. Der Blasenkatheter wurde nicht ge-
leert, weswegen es sich beim Urinvolumen um Kumulativangaben handelt. Aus
dem Blasenkatheter wurden fir jede Urinprobe drei Aliquots gewonnen. Zwei Ali-
quots wurden bei minus 80 Grad Celsius zur Bestimmung der CPI/IlI-Konzentra-
tion tiefgefroren und ein Aliquot zur Bestimmung des Kreatinin-Wertes an die

hausinterne Laboratoriumsmedizin weitergeleitet.

An Tagen der neoadjuvanten und adjuvanten Bestrahlung im Rahmen der RDT
wurde der Urin in einem Sammelgefal3 gesammelt. Start der Sammlung des
Urins war morgens gleichzeitig mit der oralen Einnahme von 5-ALA, Ende der
Sammlung des Urins nachmittags nach der Bestrahlung. Im Falle einer RT wurde
der Urin wéahrend desselben Zeitraums in einem Sammelgefal3 gesammelt. Eine
Verabreichung von 5-ALA entfiel bei RTs. Aus dem Sammelgefald wurden drei
Aliquots gewonnen, davon wurden zwei bei minus 80 Grad Celsius zur Bestim-
mung der CPI/llI-Konzentration tiefgefroren und eins zur Bestimmung des Krea-

tinin-Wertes an die hausinterne Laboratoriumsmedizin weitergeleitet.

2.2.5 Transport und Lagerung der Urinproben

Da die ALA-RDT-Studie [104] in MUnster durchgefuhrt wurde, die Messungen der
Urinproben aber in Martinsried bei Minchen stattfand, sind die Urinproben unter
einer Kiihlung von minus 80 Grad Celsius nach Minchen transportiert worden.
Von den zwei pro Urinprobe eingefrorenen Aliquots wurde eine nach Minchen
versandt, das jeweils andere Aliquot verblieb in Munster. Unverztglich nach Er-
halt der Aliquots der Urinproben in Minchen erfolgte die Lagerung dieser bei mi-
nus 80 Grad Celsius. Lediglich zur Messung sind die Proben aus der Kuhltruhe

genommen worden, ansonsten verblieben sie in der Kuhltruhe.
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Interne Versuche aus dem Laser-Forschungslabor im LIFE-Zentrum der Urologi-
schen Kilinik und Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen,
Deutschland, ergaben, dass die im Urin zu messenden Porphyrinogene bei einer
Temperatur von minus 80 Grad Celsius nicht mehr in Porphyrine umgewandelt
werden [101, 106]. Au3erdem findet bei dieser Temperatur keine Zerstérung be-

reits vorhandener Porphyrinogene und Porphyrine statt [106].

2.2.6 Messung der Urinproben

Fur die Messung der Aliquots wurden diese aus der Kihltruhe enthommen und
bei Raumtemperatur aufgetaut. Damit die in den Urinproben noch vorhandenen
Porphyrinogene zu Porphyrinen umgewandelt werden, wurden zwei verschie-
dene Oxidationsverfahren verwendet: zum einen die sog. Photo-Oxidation, ba-
sierend auf Bestrahlung der Probe mit Licht der Wellenlange 450 nm, zum ande-
ren eine chemische Oxidation basierend auf der Zugabe von lod. Die Proben
wurden im ProSp bei einer Anregungswellenlange von 407 £ 3 nm bei Emissi-

onswellenlangen zwischen 490 bis 800 nm gemessen.

Aufgrund der Tatsache, dass CPI und CPIIlI dasselbe Fluoreszenzspektrum be-
sitzen und CPI sowie CPIIl bei Messungen im ProSp nicht unterschieden werden

kénnen, wird von der CPI/llI-Konzentration gesprochen.

2.2.6.1 Messprozedur mittels Photo-Oxidation

Die Messprozedur mittels Photo-Oxidation fand wie in 2.1.4.1 beschrieben statt.

Folgende Utensilien wurden bendtigt:

e HPLC Wasser (Fishher Scientific, Loughborough, Vereinigtes Konigreich)

e Salzsaure 6 mol/l (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
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e 700 pl-Plastikkuvetten (UV-Cuvette micro von Brand GmbH + CO KG,

Wertheim, Deutschland) [37, 101].

500 pl HPLC Wasser, 10 ul Salzsaure (6 mol/l) sowie 100 ul der jeweiligen Urin-
probe wurden die allesamt in eine 700 pl-Plastikkiivette gegeben werden [37,

101]. Die Kuvette wird im ProSp gemessen [37, 101].

2.2.6.2 Messprozedur mittels Jod-Oxidation

Neben dem Material, das fur die Photo-Oxidation bendtigt wird, kamen zusatzli-

che Utensilien fir die Jod-Oxidation zum Einsatz:

¢ Reaktionsgefald (safe-lock tubes) 2 ml, Eppendorf, Hamburg Deutschland

e Jod-Pulver, Sigma Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

e Natriumthiosulfat-Losung, Sigma Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

e Vortex-Schuttler, Heidolph REAX Top, Heidolph Scientific Products

GmbH, Schwabach, Deutschland [101].

80 mg Jod-Pulver wurden in 100 ml 96%-Essigsaure (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) gel6st [101]. Um die Aliquots der Urinproben fur die Messung im
ProSp aufzubereiten, wurden zunéchst 100 pl der jeweiligen Urinprobe mit 100
ul der Jod-Essigsauren-Losung in ein Reaktionsgefal gegeben [101]. Die Flus-
sigkeit wurde funf Sekunden im Vortex-Schiittler bei 2400 U/min durchmischt
[101]. Danach wurden 300 pl HPLC Wasser in die Flussigkeit hinzugegeben und
diese wieder fur funf Sekunden im Vortex-Schuttler durchmischt [101]. Im An-
schluss daran wurden 100 pl der Natriumthiosulfat-Losung sowie 10 ul der 6-

molaren Salzsdure in das Reaktionsgefald gegeben und dieses wieder fir funf
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Sekunden im Vortex-Schuttler gemischt [101]. Diese Losung wurde dann in eine

700 pl-Plastikktivette gegeben und anschlie3end im ProSp gemessen [101].

2.2.7 Statistische Auswertung

Erst nach der Messung aller Aliquots der Urinproben wurden Daten Uber die Zu-
gehorigkeit der Patienten zu der jeweiligen Kohorte bereitgestellt. Informationen
der jeweiligen Entnahmezeitpunkte der Aliquots der Urinproben wurden ebenfalls
erst nach Durchflihrung aller Messungen zur Auswertung und Interpretation Uber-

mittelt.

Aufgrund der geringen Probandenanzahl wurden keine statistischen Tests ange-
wendet. Jedes Aliguot einer Urinprobe wurde als Triplet dreimal unabhangig von-
einander pro Oxidationsverfahren im ProSp gemessen. Dies bedeutet, dass je-
des Aliquot mittels Photo-Oxidation als Triplet und mittels Jod-Oxidation als
Triplet gemessen wurde. Aus diesen Triplet-Messungen pro Oxidationsverfahren

wurde fur jedes Aliguot der Mittelwert der CPI/lll-Konzentration berechnet.

Im ndchsten Schritt fand eine Division der Mittelwerte der CPI/IlI-Konzentration
durch den Kreatinin-Wert der Urinprobe statt. Dies geschah vor dem Hintergrund,
dass die abgegebenen Urinproben unterschiedliche Konzentrationen haben kon-
nen, weil die ausgeschiedene Flissigkeitsmenge und dadurch auch die Dichte
des Urins variieren kann. Es wird daftir angenommen, dass Kreatinin mit dem

Volumen des Urins korreliert [107, 108].

AulRerdem wurde die CPI/IlI-Konzentration mit dem abgegebenen Urinvolumen
multipliziert. Mithilfe dieser Methodik soll die insgesamt ausgeschiedene CPI/III-
Menge berechnet und Aufschluss Uber die Dynamik der ausgeschiedenen

CPI/lllI-Menge gegeben werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Untersuchung der Einflisse von
Nahrungserganzungsmitteln und Lebensmitteln auf das
Urin-Fluoreszenzspektrum

3.1.1 Allgemeine Anmerkungen zum Urin-Fluoreszenzspektrum

Das Fluoreszenzspektrum des Urins gesunder Menschen ist im Emissionswel-
lenlangenbereich von 490 nm bis 800 nm bei einer Anregungswellenlange von
407 = 3 nm weitgehend unstrukturiert (Abbildung 9) [37, 91]. Das Maximum bei

518 = 3 nm ist kunstlicher Natur [37, 91].
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Abbildung 9: Urin-Fluoreszenzspektren einzelner Probanden vor und nach Einnahme
von NEM/LM, adaptiert nach [37]. Es sind das fettldsliche Vitamin A (a), das LM Spargel
(b), sowie zwei wasserlosliche Vitamine (C (c) und B2 (d)) abgebildet [37].
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
LLC. Permission conveyed through Copyright Clearance Center.

Es lassen sich zwei Maxima in den Emissionswellenlangen 595 nm und 650 nm
feststellen, die dem CPIIl zugeordnet werden kdnnen (Abbildung 9) [37]. Diese
Maxima vergrof3erten sich beim Spiking mit den CPIII-Referenzlésungen (Abbil-
dung 10) [37]. Zusatzlich wird beim Spiking ein weiteres Maximum bei der Emis-
sionswellenldnge 620 nm erkennbar (Abbildung 10), welches ohne Spiking nur

sehr schwach ausgepragt ist (Abbildung 9) [37].
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Abbildung 10: Urin-Fluoreszenzspektren eines einzelnen Probanden nach der Einnahme
von Vitamin B2 ohne und mit Spiking mit den CPIlI-Referenzlésungen, adaptiert nach
[37]. Die Spektren von 490 bis 575 nm sind sowohl mit als auch ohne Spiking nahezu
identisch [37]. In den Wellenldngen 595, 620 und 650 nm sind proportional zur CPIII-
Konzentration induzierte Maxima sichtbar [37].
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
LLC. Permission conveyed through Copyright Clearance Center.

3.1.2 Durchschnittliche Intensitat des Urin-Fluoreszenzspektrums

Drei der insgesamt acht Studienteilnehmer stellten mehr als die Halfte der Urin-

proben vor und nach Einnahme eines NEM/LM bereit (Tabelle 2) [37].

Tabelle 2: Probanden und eingenommene NEM/LM.

NEM/LM Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband Proband
1 2 3 4 5 6 7 8

Vitamin A X X X

Vitamin B X X X

Komplex

Vitamin B1 X X X

Vitamin B2 X X X

Vitamin B3 X X X

Vitamin B5 X X X

Vitamin B6 X X X

Vitamin B7 X X X
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Vitamin B9 X X X
Vitamin X X X

B12

Vitamin C X X X

Vitamin D X X X

Vitamin E X X X

Vitamin K1 X X X

Vitamin K2 X X X
Alpha- X X X

Liponséaure

Rote Beete X X X

Spinat X X X

Spargel X X X

Die Intensitaten des kinstlichen Maximums (518 = 3 nm) wurden aus jenen Urin-
proben ermittelt, die von diesen drei Probanden vor Einnahme eines NEM/LM
abgegeben wurden [37]. Daraus wurden Mittelwerte der Intensitaten des kinstli-

chen Maximums berechnet [37]. Sie betragen (Mittelwert £ Standardabweichung)

e 947 + 318 counts bei Proband 1 (berechnet aus 17 Urinproben)
e 806 + 258 counts bei Proband 2 (berechnet aus 13 Urinproben) und

e 2054 + 532 counts bei Proband 3 (berechnet aus 12 Urinproben) [37].

Zur Berechnung der mittleren Intensitaten des kinstlichen Maximums konnten
nicht alle Urinproben herangezogen werden. Grund hierfiir waren unter anderem
hohe Fluoreszenzintensitaten des Hintergrunds durch private Einnahme von B-
Vitaminen. Die in der Studie niedrigste gemessene Intensitat des kinstlichen Ma-
ximums des Fluoreszenzspektrums einer Urinprobe vor Einnahme eines

NEM/LM waren 365 counts, die hdchste betrug 3130 counts [37].

Die mittleren gemessenen CPIll-Konzentrationen in jenen Urinproben, die vor

Einnahme eines NEM/LM eingenommen wurden, betrugen:
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e 0,03 +0,01 pumol/l fir Proband 1 (berechnet aus 17 Urinproben)
e 0,04 + 0,02 pmol/l fir Proband 2 (berechnet aus 13 Urinproben) und

e 0,04 0,01 pmol/l fir Proband 3 (berechnet aus 12 Urinproben) [37].

3.1.3 Detaillierte Betrachtung der Urin-Fluoreszenzspektren

In Abbildung 9 werden die Urin-Fluoreszenzspektren von vier Urinproben einzel-

ner Probanden vor und nach Einnahme eines NEM/LM dargestellt.

Aus der Gruppe der fettloslichen Vitamine sind in Abbildung 9a die Spektren vor
und nach Einnahme von Vitamin A dargestellt. Es ist eine leichte Erhéhung der
Intensitat des kiinstlichen Maximums nach Einnahme von Vitamin A zu beobach-
ten [37]. Waren es vor Einnahme noch ungefahr 750 counts, so sind es nach der

Einnahme beinahe 1000 counts.

Aus der Gruppe der LM sind die Spektren vor und nach Einnahme von Spargel
abgebildet (Abbildung 9b). Vor Einnahme betrug die Intensitat des kinstlichen
Maximums ungefahr 1200 counts, wahrend sie nach Einnahme ungefahr 1000
counts betrug. Es ist also eine Verringerung der Intensitat des Spektrums nach

Einnahme von Spargel zu beobachten [37].

Aus der Gruppe der wasserloslichen Vitamine finden sich in Abbildung 9¢ und
Abbildung 9d die Spektren einzelner Probanden vor und nach Einnahme von Vi-
tamin C und B2. Vor Einnahme von Vitamin C lag die Intensitat des Spektrums
bei ungefahr 500 counts, nach Einnahme von Vitamin C waren es ungefahr 1000
counts, was einer Verdopplung entspricht [37]. Bei Betrachtung der Spektren vor
und nach Einnahme von Vitamin B2 ist festzustellen, dass eine Versiebenfa-
chung der Intensitat des Urin-Fluoreszenzspektrums vorliegt [37, 91]. Waren es

noch ungefahr 800 counts vor der Einnahme, so sind es ungefahr 5700 counts
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nach der Einnahme [37]. Zudem ist eine Verschiebung des kiinstlichen Maxi-

mums von 518 £ 3 nm auf ungeféhr 535 nm erkennbar [37, 91].
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Abbildung 11: Weitere Urin-Fluoreszenzspektren einzelner Probanden vor und nach Einnahme
der Vitamine B12, E, D, B1, K1, B6, B5, Alpha-Liponsaure, Spinat sowie Roter Beete.

In Abbildung 11 sind zehn weitere Grafiken abgebildet. In jeder Grafik ist das
Urin-Fluoreszenzspektrum eines einzelnen Probanden vor und nach Einnahme
des jeweiligen NEM/LM abgebildet. Die Grafiken dienen der Veranschaulichung
gewohnlicher Schwankungen des Urinfluoreszenzspektrums. In Abbildung 11a,
e, f, g und i ist eine hdhere Intensitat des kinstlichen Maximums vor Einnahme
des NEM/LM erkennbar. In Abbildung 11b, h und j hingegen liegt eine Erh6hung
der Intensitat des kinstlichen Maximums nach Einnahme des NEM/LM vor. In
Abbildung 11c und d sind nahezu identische Spektren vor und nach Einnahme

des NEM/LM zu beobachten.
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Abbildung 12: AEMs vor (a) und nach (b) Einnahme von Vitamin B2, adaptiert nach
[37]. Nach Einnahme von Vitamin B2 zeigen sich zwei Maxima [37].
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Abbildung 12 visualisiert AEMs vor und nach der Einnahme von Vitamin B2 eines
einzelnen Probanden. Zwei Maxima im Bereich der Anregungswellenlange von
375 bis 445 nm und Emissionswellenlange von 525 bis 545 nm nach Einnahme
von Vitamin B2 treten besonders hervor [37, 91]. Im Gegensatz dazu sind AEMs
einzelner Probanden vor und nach Einnahme von Vitamin K1 in Abbildung 13
und Spargel in Abbildung 14 dargestellt. Bei Einnahme dieser und der Ubrigen
NEM/LM war eine Veranderung des in den AEMs abgebildete Fluoreszenzspekt-

rums nicht erkennbar.
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Abbildung 13: AEMs vor (a) und nach (b) Einnahme von Vitamin K1.
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Abbildung 14: AEMs vor (a) und nach (b) Einnahme von Spargel.

Initial wurde vermutet, dass das Maximum bei 300 nm Anregungs- und 400 nm

Emissionswellenlange durch Harnstoff verursacht sein kdnnte. Um diese Vermu-

tung zu prafen, wurden verschiedene Dosierungen an Harnstoff (6 mg, 12 mg,

70 mg, 200 mg, 1000 mg, 5000 mg und 10.000 mg) in einer Verdiinnung von

1:20 mit HPLC Wasser im FluoroMax-2 gemessen. Diese AEMs weisen jedoch

keine Unterschiede lber den gesamten Wellenlangenbereich bei steigender

Menge an Harnstoff auf und sind nahezu identisch. Somit konnte die Vermutung

nicht bestatigt werden.

3.1.4 Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen beiden
Spektrofluorometern

Beim Vergleich der Urin-Fluoreszenzspektren zwischen ProSp und FluoroMax-2

erfolgten Messungen von Urinproben in beiden Geraten mit modifizierter Mess-

prozedur. Dabei wurde eine deutlich héhere Sensitivitat des ProSp gegentber

dem FluoroMax-2 festgestellt, bezogen auf eine Anregungswellenl&dnge von 407

nm und Emissionswellenlangen oberhalb von 520 nm [37].

In Abbildung 15 stellt das blaue Spektrum das mit dem ProSp gemessene Urin-
Fluoreszenzspektrum dar [37]. Das schwarze Spektrum in Abbildung 15 stellt das

mit dem FluoroMax-2 gemessene Urin-Fluoreszenzspektrum dar, multipliziert mit

Intensitiit [counts|



3 Ergebnisse 62

dem Skalierungsfaktor s = ﬁ nach Subtraktion der Grundlinie [37]. Bei Messun-

gen im FluoroMax-2 (schwarzes Spektrum) kann die Urin-Fluoreszenz ab einer
Emissionswellenlange von 415 bis 700 nm detektiert werden (Abbildung 15) [37].
Im ProSp (blaues Spektrum) kann die Urin-Fluoreszenz hingegen erst ab 490 nm
Emissionswellenlange gemessen werden und reicht bis 800 nm (Abbildung 15)
[37]. Beide Spektren weisen vor und nach Einnahme von Vitamin B2 eine anstei-
gende Flanke auf, jedoch in unterschiedlichen Wellenlangenbereichen (Abbil-
dung 15): das schwarze Spektrum weist die ansteigende Flanke von 400 bis un-
gefahr 470 nm auf, das blaue Spektrum hingegen von 490 bis etwa 518 + 3 nm.
Die CPIlll-induzierten Maxima in den Wellenlangenbereichen 595, 620 und 650

nm waren bei Messungen mit beiden Geraten erkennbar (Abbildung 15) [37].
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Abbildung 15: Grafik mit Spektren, die mit beiden Spektrofluorometern vor (a) und nach
Einnahme (b) von Vitamin B2 generiert wurden, adaptiert nach [37].
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
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3.1.5 Konzentrationen der CPIlI-Referenzlésungen

Die Messung der Konzentrationen der CPIlI-Referenzlésungen erfolgte jedes
Mal, wenn Messungen von Urinproben vor und nach Einnahme eines NEM/LM

anstanden [37]. Der Mittelwert der Konzentration betrug

o fur die 1:50 CPIII-Referenzlosung 1,30 pmol/l mit einer Spannweite von
1,18 bis 1,45 pumol/l und einer relativen Standardabweichung von 7 %,

o fUr die 1:100 CPIlI-Referenzlésung 0,63 umol/l mit einer Spannweite von
0,52 bis 0,75 umol/l und einer relativen Standardabweichung von 12 %,

o flr die 1:200 CPIlI-Referenzlésung 0,31 pmol/l mit einer Spannweite von
0,27 bis 0,39 pmol/l und einer relativen Standardabweichung von 10 %

[37].
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3.1.6 Ermittlung der Wiederfindungsrate fur die CPIlI-Konzentration im
Urin

Zur Untersuchung von moglichen Storfaktoren und Interferenzen von NEM/LM
auf die Bestimmung der CPIII-Konzentration im Urin wurde die Wiederfindungs-
rate definiert [37, 91]. Die Berechnung der Widerfindungsrate erfolgte durch die
Division der mittleren CPIll-Konzentration im Urin aller drei Probanden durch die
Konzentration der jeweiligen CPIlI-Referenzlésung [37, 91]. Eine Abweichung
von 15 % wurde als akzeptabel definiert, d. h. eine Wiederfindungsrate von 0,85

bis 1,15 galt als annehmbar [37, 91].

Tabelle 3: Berechnete Wiederfindungsraten fir CPIIl im Urin nach Einnahme von
NEM/LM, adaptiert nach [37]. Werte Uber oder unter der definierten akzeptablen Abwei-
chung (0,85 bis 1,15) sind unterstrichen [37].
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
LLC. Permission conveyed through Copyright Clearance Center.

NEM/LM CPIIl 1:50 CPIIl 1:100 CPIll 1:200
Vitamin A 0,93 1,01 1,20
Vitamin B Komplex 1,07 1,07 1,18
Vitamin B1 0,97 129 1,04
Vitamin B2 1,01 0,99 1,12
Vitamin B3 1,05 1,14 1,19
Vitamin B5 0,91 0,89 0,95
Vitamin B6 0,89 0,87 0,96
Vitamin B7 0,86 0,91 0,91
Vitamin B9 1,08 1,22 1,09
Vitamin B12 1,01 1,11 1,00
Vitamin C 0,92 0,96 1,00
Vitamin D 0,92 0,98 0,92
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Vitamin E 0,96 1,00 1,01
Vitamin K1 0,96 0,99 1,09
Vitamin K2 0,94 1,00 1,03
Alpha-Liponsaure 0,89 0,89 1,00
Rote Beete 0,93 1,05 1,13
Spinat 0,80 0,81 0,84
Spargel 0,92 1,12 1,03
Normaler Urin 1,01 0,90 1,00

Bei der Uberwiegenden Mehrheit dieser Werte ist zu erkennen, dass diese sich
innerhalb der als akzeptabel definierten Wiederfindungsrate befinden [37, 91].

Insgesamt lagen folgende acht Ausreil3er vor:

e Urin nach Einnahme von Vitamin A bei Spiking mit der 1:200 CPIlI-Refe-
renzlésung (Wiederfindungsrate 1,20),

e Urin nach Einnahme von Vitamin B Komplex bei Spiking mit der 1:200
CPIllI-Referenzlésung (Wiederfindungsrate 1,18),

e Urin nach Einnahme von Vitamin B3 bei Spiking mit der 1:200 CPIlI-Refe-
renzlésung (Wiederfindungsrate 1,19),

e Urin nach Einnahme von Vitamin B1 bei Spiking mit der 1:100 CPIlI-Refe-
renzlésung (Wiederfindungsrate 1,29),

e Urin nach Einnahme von Vitamin B9 bei Spiking mit der 1:100 CPIlI-Refe-
renzlésung (Wiederfindungsrate 1,22),

e Urin nach Einnahme von Spinat bei Spiking mit allen drei CPIll-Referenz-

l6sungen (Wiederfindungsraten 0,80; 0,81 und 0,84) [37, 91].
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Abbildung 16: CPIll-Wiederfindungsraten der 1:50 CPIlI-Referenzlésung mit Stan-
dardabweichungen [umol/l] fur jedes NEM/LM und jeden Probanden, adaptiert nach [37].
© 2024 The Authors. Lasers in Surgery and Medicine published by Wiley Periodicals
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Im Gegensatz zu Tabelle 3 ist in Abbildung 16 die Wiederfindungsrate der CPIII-
Konzentration im Urin mit Standardabweichung fur jeden einzelnen Probanden
und jedes NEM/LM bei der 1:50 CPIlI-Referenzlésung dargestellt [37]. Abbildung
16 liefert einen weiterfiihrenden und erganzenden Uberblick auf die Wiederfin-
dungsraten der CPIlll-Konzentration im Urin. Es liel3en sich insgesamt sieben
Ausreil3er in Abbildung 16 feststellen, die sich auRerhalb der als akzeptabel de-
finierten Wiederfindungsrate von 0,85 bis 1,15 befanden [37]. Bei den Ausreil3ern

handelt es sich um:

e Urin nach Einnahme von Vitamin B Komplex bei Proband 1 (Wiederfin-
dungsrate 1,16)

e Urin nach Einnahme von Vitamin D bei Proband 3 (Wiederfindungsrate
0,83)

e Urin nach Einnahme von Vitamin B7 bei Proband 3 (Wiederfindungsrate

0,83)
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e Urin nach Einnahme von Spinat bei Proband 2 und 3 (Wiederfindungsra-
ten 0,72 und 0,81)

e Urin nach Einnahme von Vitamin B9 bei Proband 2 (Wiederfindungsrate
1,20)

e Urin nach Einnahme von Vitamin B3 bei Proband 2 (Wiederfindungsrate

1,26).

Drei Werte fielen zudem durch hohe Standardabweichungen auf (Proband 2

nach Vitamin A und Vitamin B12, Proband 1 nach Vitamin B Komplex) [37].

3.2 Ergebnisse der ALA-RDT-Studie

3.2.1 Ergebnisse der absoluten CPI/lll-Konzentrationen in Kohorte 0

Die beiden Graphen in Abbildung 17 veranschaulichen die mit dem ProSp im Urin
gemessenen CPI/IlI-Konzentrationen in Kohorte 0, Abbildung 17a mittels Photo-

Oxidation und Abbildung 17b mittels Jod-Oxidation.

Die Verabreichung von 5-ALA erfolgte drei Tage vor der operativen Resektion

des Glioblastoms zur neoadjuvanten RDT sowie am Tag der OP.
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Abbildung 17: Mittelwerte der CPI/lll-Konzentrationen mit Standardabweichungen der
Kohorte 0 im Verlauf. Gestrichelte Linien zeigen an, dass die Konzentrationen von meh-
reren Tagen bis Wochen gezeigt werden. Die linke Skala bezieht sich auf die gemessene
CPI/I-Konzentration im Urin (Punkte), die rechte Skala bezieht sich auf die Rauten, die
die verabreichte 5-ALA-Dosis darstellen.

Am Tag der RDT wurde morgens das 5-ALA verabreicht, gleichzeitig erfolgte ab

diesem Zeitpunkt die Sammlung des Urins fir 7 bis 9 Stunden bis zum Ende der

Bestrahlung. Bei Patient DE01-01 wurden mittels Photo-Oxidation eine mittlere
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CPI/lll-Konzentration (Mittelwert aus drei Einzelmessungen) von 688,6 nmol/l ge-
messen. Fur Patient DE01-02 waren es gemittelt 1470,5 nmol/l und fir Patient
DEO01-04 gemittelt 792,2 nmol/l. Bei Messung mittels Jod-Oxidation betrugen die

entsprechenden Werte gemittelt 794,4, 1443,9 sowie 845,1 nmol/I.

Am Tag der operativen Resektion wurde das 5-ALA laut ubermittelten Daten 4,5
*+ 0,75 Stunden vor Einleitung der Anasthesie verabreicht. Wahrend der Einlei-
tung der Anasthesie unmittelbar nach der Intubation bekamen die Patienten ei-
nen Blasenkatheter angelegt. Zwei Stunden nach Einleitung der Anasthesie, also
ungefahr 6,5 Stunden nach Verabreichung von 5-ALA, stiegen die CPI/III-Kon-
zentrationen im Urin bei allen Patienten im Vergleich zum Wert bei Einleitung der
Anasthesie an. Die gemittelten Werte bei Photo-Oxidation hierflir betragen 497
nmol/l fur Patient DE01-01, 2663,2 nmol/l fir Patient DE01-02 und 953 nmol/I fur
Patient DEO1-04. Die gemittelten Werte bei Jod-Oxidation betragen 706, 3255,3
und 1211 nmol/l. Nach vier Stunden im OP, also ungeféhr 8,5 Stunden nach 5-
ALA-Gabe, ist ein Absinken der gemessenen mittleren CPI/IlI-Konzentrationen

im Urin bei allen Patienten festzustellen.

Sowohl in der adjuvanten Bestrahlung als auch in der Nachsorge-Bestrahlung
sind die mittleren CPI/IlI-Konzentrationen bei allen Patienten deutlich unter 150
nmol/l und somit niedriger verglichen zum Zeitpunkt der neoadjuvanten RDT und
Operation. Dies ist sowohl bei den Messungen mittels Photo- als auch mittels

Jod-Oxidation zu beobachten.

Bei Patient DE01-02 fallen im Vergleich zu den restlichen CPI/IlI-Mittelwerten h6-
here Standardabweichungen auf. Dies bezieht sich bei der Photo-Oxidation auf

den CPI/llI-Mittelwert der neoadjuvanten RDT (Standardabweichung 177,00
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nmol/l) sowie auf den intraoperativen CPI/III-Mittelwert nach zwei Stunden (Stan-
dardabweichung 117,03 nmol/l). Bei der Messung mittels Jod-Oxidation ist letz-

terer nochmals héher mit einer Standardabweichung von 303,07 nmol/l.

3.2.2 Ergebnisse der absoluten CPI/lll-Konzentrationen in Kohorte 1

In Kohorte 1 erfolgte die Verabreichung von 5-ALA sowohl am Tag der OP als

auch zur adjuvanten RDT.
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Abbildung 18: Mittelwerte der CPI/llI-Konzentrationen mit Standardabweichungen der
Kohorte 1 im Verlauf. Gestrichelte Linien zeigen an, dass die Konzentrationen von meh-
reren Tagen bis Wochen gezeigt werden. Graph (a) zeigt die Mittelwerte der CPI/III-
Konzentrationen nach Photo-Oxidation, Graph (b) nach Jod-Oxidation. Die linke Skala
bezieht sich auf die gemessene CPI/llI-Konzentration im Urin, die rechte Skala bezieht
sich auf die Rauten, die die verabreichte 5-ALA-Dosis darstellen.

Am Tag der neoadjuvanten RT zeigen sich Mittelwerte von CPI/IlI-Konzentratio-
nen unter 160 nmol/l fir Messungen sowohl mittels Photo- als auch Jod-Oxida-

tion (Abbildung 18).

Wie in Kohorte 0 fand am Tag der operativen Resektion die Verabreichung von
5-ALA 4,5 + 0,75 Stunden vor Einleitung der Anasthesie statt. Die Einleitung der
Anasthesie und das Anlegen des Blasenkatheters erfolgten ebenfalls wie in Ko-
horte 0. Wahrend der OP sind die Mittelwerte der gemessenen CPI/Ill-Konzent-
rationen bei allen Patienten hoher als bei der neoadjuvanten RT. Patient DEO1-
05 hatte wahrend der gesamten OP die niedrigsten CPI/llI-Mittelwerte. Bei Pati-
ent DEO1-06 lasst sich im Verlauf der OP ein Absinken der CPI/lll-Mittelwerte
beobachten. Bei Patient DE01-07 steigt der Mittelwert ca. eine Stunde nach OP-

Beginn auf 1029,2 nmol/l (Photo-Oxidation) bzw. 1318,5 nmol/l (Jod-Oxidation)
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an. Im Vergleich dazu fallt die mittlere CPI/lll-Konzentration zwei Stunden spéater

niedriger aus und betragt 762,1 nmol/ bzw. 982,7 nmol/l.

Am Tag der adjuvanten RDT haben alle Patienten hohere CPI/lll-Mittelwerte im
Vergleich zu vorherigen Zeitpunkten in dieser Kohorte. Patient DE01-05 und
DEO01-06 haben bei Messung mittels Photo-Oxidation CPI/IlI-Mittelwerte von
931,5 nmol/l und 1533,7 nmol/l, bei Messung mittels Jod-Oxidation liegen beide
CPI/I-Mittelwerte sehr nah beieinander mit 1380,8 und 1413 nmol/l. Bei Patient
DEO01-07 liegen die Werte fur Photo- und Jod-Oxidation bei 2043,2 und 1962,5
nmol/l und stellen damit héhere mittlere CPI/lll-Konzentrationen bei RDT als bei

den anderen beiden Patienten derselben Kohorte dar.

Bei den Messungen mittels Photo-Oxidation treten vier CPI/Ill-Mittelwerte mit ver-
gleichsweise hohen Standardabweichungen hervor. Es handelt sich bei allen drei
Patienten der Kohorte um die CPI/lll-Mittelwerte der adjuvanten RDT. Die Stan-
dardabweichungen betragen hier 118,07 nmol/l, 97,07 nmol/ sowie 92,76 nmol/l
fur die Patienten DE01-05, DE01-06 und DE01-07. Bei Patient DE01-07 ist der
letzte intraoperativ gemessene CPI/III-Mittelwert mit einer Standardabweichung

von 92,25 nmol/l ebenfalls hoch.

AulRerdem weisen bei den Messungen mittels Jod-Oxidation vier CPI/IlI-Mittel-
werte hohen Standardabweichungen auf. Zwei davon beziehen sich auf Patient
DEO01-06, dessen mittlere CPI/lll-Konzentration zu Beginn der OP eine Stan-
dardabweichung von 68,89 nmol/l aufweist. Der CPI/IlI-Mittelwert bei der ad-
juvanten RDT des Patienten hat eine Standardabweichung von 181,69 nmol/l.
Die restlichen beiden hohen Standardabweichungen sind bei Patient DE01-07
intraoperativ zu finden: nach einer Stunde im OP mit 76,77 nmol/ sowie nach drei

Stunden im OP mit 80,37 nmol/l.
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3.2.3 Ergebnisse in Kohorte 0 bei Division der CPI/lll-Konzentration durch
den Kreatinin-Wert der jeweiligen Urinprobe

Durch diese Kalkulation wurden die Mittelwerte der CPI/llI-Konzentrationen durch

den in derselben Urinprobe gemessenen Kreatinin-Wert dividiert.
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Abbildung 19: Mittelwerte der CPI/lll-Konzentrationen der Kohorte O dividiert durch die
jeweilige Kreatinin-Konzentration der Urinprobe. Graph (a) zeigt die Werte nach Photo-
Oxidation, Graph (b) nach Jod-Oxidation.
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Die Mittelwerte der Kreatinin-korrigierten CPI/lll-Konzentration am Tag der neo-
adjuvanten RDT sind bei Patient DE01-01 hoher als bei Beginn der OP, sowohl
bei Messungen mittels Photo- als auch Jod-Oxidation (Abbildung 19). Bei Patient
DEO01-02 befinden sich die Werte bei der neoadjuvanten RDT und bei OP-Beginn
auf &hnlichem Niveau sowohl bei Messungen mittels Photo- als auch mittels Jod-
Oxidation. Bei Patient DE01-04 sind die Werte bei der neoadjuvanten RDT nied-

riger als bei OP-Beginn fur Messungen beider Oxidationsverfahren.

Der CPI/1ll-Mittelwert der Urinprobe von Patient DE01-02 zwei Stunden nach OP-
Beginn hat sich durch die Division durch den jeweiligen Kreatinin-Wert der Urin-
probe im Gegensatz zur Betrachtung der absoluten CPI/llI-Konzentration verrin-
gert und stellt in diesem Fall keinen Hochstwert in der Kohorte 0 dar. Stattdessen
zeigt sich nach Division mit dem jeweiligen Kreatinin-Wert der Urinprobe bei Pa-
tient DEO1-04 der Hochstwert nach vier intraoperativen Stunden mit einer Krea-
tinin-korrigierten CPI/IlI-Konzentration von 234,05 nmol/mg (Photo-Oxidation)
bzw. 282,67 nmol/mg (Jod-Oxidation). Bei Messungen mittels Photo-Oxidation
bei Patient DE01-04 ist ein leichtes Abfallen der Kreatinin-korrigierten CPI/III-Mit-
telwerte bei Urinproben zwischen OP-Beginn und zwei Stunden spater zu be-
obachten. Dahingegen steigen unter Jod-Oxidation die Kreatinin-korrigierten
CPI/llI-Mittelwerte der Urinproben bis zu zwei Stunden nach OP-Beginn bei allen

Patienten der Kohorte.

Bei Betrachtung der Kreatinin-korrigierten CPI/IlI-Mittelwerte ist festzustellen,
dass diese bei der neoadjuvanten RDT und wéahrend der OP hdher sind als bei
der adjuvanten Bestrahlung und Nachsorge-Bestrahlung. Die Kreatinin-korrigier-
ten CPI/llI-Mittelwerte fallen au3erdem an Tagen nach 5-ALA-Gabe gegenuber

Tagen ohne 5-ALA-Gabe hoéher aus. Die Kinetik der CPI/lll-Mittelwerte bleibt bei
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der Division durch den Kreatinin-Wert der jeweiligen Urinprobe weiterhin unver-

andert.

3.2.4 Ergebnisse in Kohorte 1 bei Division der CPI/lll-Konzentration durch

den Kreatinin-Wert der jeweiligen Urinprobe
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Abbildung 20: Mittelwerte der CPI/llI-Konzentrationen der Kohorte 1 dividiert durch die
jeweilige Kreatinin-Konzentration der Urinprobe. Graph (a) zeigt die Werte nach Photo-
Oxidation, Graph (b) nach Jod-Oxidation.

Sowohl in Abbildung 20a als auch in Abbildung 20b befinden sich die Mittelwerte
der Kreatinin-korrigierten CPI/lll-Konzentrationen am Tag der neoadjuvanten RT

unter 15 nmol/mg.

Wahrend der 5-ALA-gestitzten operativen Resektion ist bei Patient DE01-06 ein
kontinuierlicher Anstieg der mittleren Kreatinin-korrigierten CPI/IllI-Konzentratio-
nen zu beobachten. Zu OP-Beginn betrugen sie 59,3 (Photo-Oxidation) bzw. 66,2
nmol/mg (Jod-Oxidation), zum Ende der OP betrugen sie 120,9 bzw. 153,4
nmol/mg. Bei Patient DE01-05 sind die intraoperativen mittleren Kreatinin-korri-
gierten CPI/lll-Konzentrationen zwar héher bei neoadjuvanter RT, allerdings blei-
ben sie Uberwiegend konstant und unterhalb 20 nmol/mg wahrend der OP. Pati-
ent DEO1-07 hat zu Beginn der OP eine mittlere Kreatinin-korrigierte CPI/Ill-Kon-
zentration von 123,7 bzw. 163,79 nmol/mg, zum Ende der OP waren es 130,05

bzw. 167,7 nmol/mg mit kleinem Absinken und Ansteigen dazwischen.

Bei der adjuvanten RDT steigt die mittlere Kreatinin-korrigierten CPI/Ill-Konzent-
ration bei Patient DE01-05 auf 76,6 bzw. 113,6 nmol/mg. Unter der Photo-Oxida-
tion bleibt dieser Wert bei Patient DE01-06 im Vergleich zum letzten intraopera-
tiven Wert nahezu gleich, bei der Jod-Oxidation fallt dieser auf 106,6 nmol/mg
ab. Bei Patient DE01-07 ist ein kontinuierlicher Anstieg dieser Werte an im Ver-
gleich zum letzten intraoperativen Wert erkennbar: 293,14 bzw. 281,56 nmol/mg
betragt die mittlere Kreatinin-korrigierten CPI/IllI-Konzentration bei adjuvanter

RDT.

An Tagen mit Verabreichung von 5-ALA sind die mittleren Kreatinin-korrigierten

CPI/llI-Mittelwerte hoher als an Tagen ohne Gabe von 5-ALA. Wie in Kohorte 0
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bleibt die Kinetik der CPI/llI-Mittelwerte bei der Division durch den Kreatinin-Wert

der jeweiligen Urinprobe weiterhin unverandert.

3.2.5 Multiplikation der CPI/lll-Konzentration mit dem jeweiligen Volumen
der Urinprobe in Kohorte 0

In Abbildung 21 wurden die Mittelwerte der CPI/lll-Konzentration mit dem abge-
gebenen Urinvolumen multipliziert. Damit kann die absolute ausgeschiedene
Menge an CPI/lll berechnet werden. Diese ist unabhangig von der Trinkmenge

und damit von der Konzentration des Urins.
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Abbildung 21: Mittelwerte der CPI/IlI-Konzentrationen multipliziert mit dem ausgeschie-
denen Urinvolumen der Kohorte 0 im Verlauf. Graph (a) bezieht sich dabei auf die Photo-
Oxidation, Graph (b) auf die Jod-Oxidation.

Intraoperativ wurde zu verschiedenen Zeitpunkten Urin aus dem am Katheter an-
geschlossenen Urinbeutel entnommen. Weil der Urinbeutel wahrend der OP
nicht geleert wurde, stieg das Urinvolumen an. Aus diesem Grund sollte eine
kontinuierliche Zunahme der ausgeschiedenen CPI/Ill-Menge zu beobachten
sein. Fur die Patienten DE01-02 und DE01-04 ist dies nicht der Fall (Abbildung
21). Bei ihnen scheint die ausgeschiedene Menge an CPI/Ill vier Stunden nach
OP-Beginn zu sinken, verglichen zum vorherigen Wert nach zwei Stunden im OP.
Patient DE01-04 hat dabei den hdochsten Wert nach zwei Stunden im OP mit
1524,8 (Photo-Oxidation) bzw. 1937,6 nmol (Jod-Oxidation). Bei den anderen

beiden Patienten liegen Werte zum selben Zeitpunkt unter 1000 nmol.

Bei allen Patienten ist die mittlere ausgeschiedene CPI/llI-Menge zu den Zeit-
punkten ohne 5-ALA-Gabe geringer als mit 5-ALA-Gabe. Dies zeigt sich am Tag
der adjuvanten RT im Vergleich zur neoadjuvanten RDT, dennoch gibt es Unter-

schiede: wahrend Patient DE01-02 bei der neoadjuvanten RDT Werte tiber 1000
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nmol hat, haben die anderen beiden Patienten Werte unter 500 nmol. Auf3erdem

bleibt die Kinetik der CPI/llI-Mittelwerte bei der Multiplikation mit dem Volumen

der jeweiligen Urinprobe weiterhin unverandert.

3.2.6 Multiplikation der CPI/lll-Konzentration mit dem jeweiligen Volumen
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Abbildung 22: Mittelwerte der CPI/IlI-Konzentrationen multipliziert mit dem ausgeschie-
denen Urinvolumen der Kohorte 1 im Verlauf. Graph (a) bezieht sich dabei auf die Photo-
Oxidation, Graph (b) auf die Jod-Oxidation.

Die Mittelwerte der ausgeschiedenen CPI/lll-Mengen am Tag der neoadjuvanten
RT sind im Vergleich zu den zu anderen Zeitpunkten gemessenen Werten am

niedrigsten. Sie liegen alle unter 80 nmol.

Mit Ausnahme von Patient DE01-07 ist ein kontinuierlicher Anstieg der intraope-
rativen CPI/llI-Menge bei den Patienten zu verzeichnen (Abbildung 22). Bei Pa-
tient DEO1-07 gibt es zwar ein kurzzeitiges intraoperatives Absinken der ausge-
schiedenen CPI/llI-Menge, jedoch steigt diese im Verlauf weiter auf 1066,94

nmol (Photo-Oxidation) bzw. 1375,78 nmol (Jod-Oxidation) am Ende der OP.

Die Mittelwerte der ausgeschiedenen CPI/lIlI-Mengen am Tag der adjuvanten
RDT fallen bei Patient DE01-06 (383,43 bzw. 353,48 nmol) und DE01-07 (715,12
bzw. 686,88 nmol) ab, sind jedoch héher als die Werte am Tag der neoadjuvan-
ten RT. Bei Patient DE01-05 steigen sie zum Ende der OP auf 419,18 bzw.
621,36 nmol) und befinden sich wie bei den anderen Patienten bei der adjuvan-
ten RDT auf hoherem Niveau als am Tag der neoadjuvanten RT. Die Kinetik der
CPI/llI-Mittelwerte bleibt bei der Multiplikation mit dem Volumen der jeweiligen
Urinprobe unverandert: es ist festzustellen, dass bei allen Patienten die mittlere
ausgeschiedene CPI/IlI-Menge zu den Zeitpunkten ohne 5-ALA-Gabe geringer

ist als zu den Zeitpunkten mit 5-ALA-Gabe.

3.2.7 Vergleich der beiden Oxidationsverfahren

In Abbildung 23 sind die gemessenen Mittelwerte der CPI/llI-Konzentrationen
durch beide Oxidationsverfahren gegenubergestellt. Die CPI/IlI-Mittelwerte lie-

gen bei Messung durch beide Oxidationsverfahren in derselben Gré3enordnung,



3 Ergebnisse

81

jedoch sind sie bei Messung durch Jod-Oxidation im Mittel um ca. 12 % hoéher

als bei Messung durch Photo-Oxidation. Das Bestimmtheitsmal3 betragt aufge-

rundet 0,96.
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Abbildung 23: Gegeniiberstellung von CPI/lll-Mittelwerten beider Oxidationsverfahren.
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4. Diskussion

4.1 Untersuchung der Einflisse von NEM/LM auf das Urin-
Fluoreszenzspektrum

4.1.1 Einflusse von NEM/LM auf das Urin-Fluoreszenzspektrum

Im Wellenlangenbereich von 518 nm £+ 3 nm weist das Urin-Fluoreszenzspektrum
ein Maximum auf, welches jedoch kein natirliches Maximum ist, sondern ein
kinstliches Maximum [37, 91]: der Langpassfilter (GG495, Schott AG, Mainz,
Deutschland) lasst Licht erst ab einer Wellenlange von 490 nm durch und verur-
sacht dadurch eine ansteigenden Flanke bis etwa 518 nm + 3 nm [37, 91]. Somit
spiegelt die ansteigende Flanke den roten Wellenlangenbereich der Filtercharak-

teristik wider.

Von den getesteten NEM/LM zeigte lediglich Vitamin B2 einen nennenswerten
Effekt auf das Urin-Fluoreszenzspektrum [37, 91]. Dahingegen zeigten die Ubri-
gen getesteten NEM/LM keine nennenswerten Effekte auf das Urin-Fluoreszenz-
spektrum, sondern die Ergebnisse und Intensitatsunterschiede der Spektren
nach deren Einnahme liegen innerhalb der inter- und intraindividuellen Schwan-

kungen, die bei den Messungen beobachtet wurden [37, 91].

Vitamin B2 ist Teil der wasserloslichen Vitamine im Gegensatz zu den Vitaminen
A, D, E, K1 und K2 [109-113]. Die Ausscheidung von Vitamin B2 erfolgt daher
durch die Nieren [37]. Aus diesem Grund ist die gewonnene Erkenntnis, dass
Vitamin B2 einen Effekt auf das Urin-Fluoreszenzspektrum hat, grundsatzlich
plausibel [37]. Ein weiterer Grund fur die Plausibilitat des Einflusses auf das Urin-
Fluoreszenzspektrum ist die chemische Struktur von Vitamin B2 [37]: Aufgrund

der m-Konjugation der aromatischen Ringe und Resonanz des Isoalloxazins in
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seiner chemischen Struktur ist Vitamin B2 in der Lage zu fluoreszieren [37, 114,
115]. Untersuchungen zum Fluoreszenzspektrum von Vitamin B2 kommen zum
Schluss, dass Vitamin B2 je nach Anregungswellenlange im Wellenlangenbe-
reich von ungefahr 500 bis ungefahr 700 nm Fluoreszenz emittiert [116, 117].
Fettlosliche Vitamine hingegen kdnnen zwar fluoreszieren [118-120], werden je-
doch nicht tGber die Nieren ausgeschieden [121, 122], was darin resultiert, dass
nach deren Einnahme kein Effekt auf das Urin-Fluoreszenzspektrum erkennbar

ist [37].

In den AEMs sind neben den Vitamin B2 zuzuschreibenden Maxima noch weitere
Maxima bei 300 nm Anregungswellenlange sowie 400 nm Emissionswellenlange
zu beobachten [37]. Anfangs wurde vermutet, dass diese durch Harnstoff verur-
sacht werden konnten, was durch entsprechende Experimente jedoch nicht be-
statigt werden konnte [37]. Die Erh6hung der Harnstoffdosis tbte keinerlei Wir-
kung auf die Intensitat der AEMs aus. Somit besteht die Vermutung, dass die
Aminosaure Tryptophan und ihre Metaboliten fir diese Fluoreszenz im Urin ver-

antwortlich sein konnten [37, 123, 124].

4.1.2 Diskussion der Vergleichbarkeit der Ergebnisse beider
Spektrofluorometer

Ziel des Vergleichs der beiden Gerate war, die spektralen Signaturen der Urin-
fluoreszenz und von CPIII mit beiden Geraten nachzuweisen und den ProSp als

geeignet fir die Messungen zu qualifizieren.

Prinzipiell waren detailliertere quantitative Vergleichsuntersuchungen als die in
Kapitel 3.1.4 beschriebenen méglich gewesen, wurden aber nicht durchgefihrt

[37]. Detailliertere quantitative Vergleichsuntersuchungen wirden weitere Daten
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voraussetzen, wie beispielsweise die Korrektur des Gitters und Detektoreffizien-
zen [37]. Ein relevanter Erkenntnisgewinn fur den dafir erforderlichen Aufwand
war jedoch nicht erkennbar [37]. Die qualitative Vergleichsuntersuchung hat er-
geben, dass die Spektren beider Gerate hohe Ahnlichkeiten aufweisen und auf-
grund dessen von einer Vergleichbarkeit der Messungen zwischen beiden Gera-
ten ausgegangen werden kann [37]. Daher konnten Untersuchungen zu potenzi-
ellen Einflussen von NEM/LM auf das Urin-Fluoreszenzspektrum mit beiden Ge-

raten erfolgen [37].

4.1.3 Einflusse von NEM/LM auf die CPIlI-Wiederfindungsrate

Im Falle einer klinischen Anwendung der Bestimmung der CPIII-Konzentration im
Urin als Screening-Methode fir onkologische Erkrankungen [36] und akute
Porphyrien [45], ist eine verlassliche Ermittlung der CPIII-Konzentration erforder-
lich [37]. Die CPIII-Wiederfindungsrate wurde als ein Mittel dafur definiert, um
maogliche Einflisse der getesteten NEM/LM auf die Bestimmung der CPIII-Kon-
zentration im Urin zu quantifizieren [37, 91]. Aufgrund der geringen Menge an
physiologischem CPIIl im Urin erschien deren Vernachlassigung bei der Defini-
tion der CPIII-Widerfindungsrate vertretbar. Die als annehmbar definierte Abwei-
chung der CPIllI-Wiederfindungsrate orientierte sich an den Vorgaben der EMA
und betrug 15 %, sodass ein Bereich von 0,85 bis 1,15 als akzeptabel anzusehen

war [37, 91, 102, 103].

Keine der getesteten NEM/LM zeigte Auswirkungen auf die CPIII-Wiederfin-
dungsrate [37]. Selbst bei Vitamin B2, das eine Verstarkung der Urin-Fluoreszenz

bewirkt, fuhrt der benutzte Fit-Algorithmus mit zweiter Ableitung dazu [45], der
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die unstrukturierte Fluoreszenz nicht beeinflusst, die CPIII-Konzentration richtig

zu berechnen [37].

Sowohl in Tabelle 3 als auch in Abbildung 16 fallt auf, dass der Verzehr von Spinat
zu CPIllI-Wiederfindungsraten unterhalb von 0,85 fiuhrte [37, 91]. In Tierversu-
chen konnte nachgewiesen werden, dass Verzehr von Spinat eine héhere Pro-
duktion von Carotenoiden induziert [125]. Beim Menschen konnen Carotenoide
sowohl in der menschlichen Leber als auch im menschlichen Urin akkumulieren
[126] und die Zerstorung der Photoaktivitat der Porphyrine bewirken [127]. Somit
besteht die Vermutung, dass die CPIlI-Konzentration im Urin durch den nach Spi-

natverzehr erhohten Carotenoid-Gehalt im Urin vermindert werden konnte [37].

Bei den restlichen finf Ausreil3ern war keine systematische Abweichung erkenn-
bar, weswegen am ehesten von Mess- und Pipettierfehlern auszugehen ist [37,
91]. Es ist festzustellen, dass bei den funf Ausrei3ern (Urin nach Einnahme von
Vitamin A, B Komplex, B1, B3 und B9) die Wiederfindungsraten jeweils nach
Spiking mit zwei der drei Referenzlésungen nah beieinanderliegen, wéhrend sich
die Ubrige Wiederfindungsrate nach Spiking tber 1,15 befindet [37]. Diese Tat-
sache spricht fir einen Mess- oder Pipettierfehler und gegen eine systematische
Abweichung [37]. Fur die Urinproben nach Einnahme von Vitamin A, B1 und B3
zeigt sich zudem die Konstellation, dass diejenige CPIlI-Referenzlésung, die ei-
nen Ausreil3er bei der Wiederfindungsrate darstellt, am Tag ihrer Messung eine
niedrigere Konzentration als sonst ergab [37]. Weil bei der Berechnung der CPIII-
Wiederfindungsrate die Konzentration der CPIlI-Referenzlésung der Divisor ist,
kann dies aus mathematischen Grinden zu einer héheren CPIII-Wiederfindungs-

rate beigetragen haben [37]. Fur die Urinprobe nach Einnahme von Vitamin B9
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ist anzumerken, dass ein Proband bereits ohne das Spiking héhere CPIII-Kon-
zentrationen im Urin aufwies, was die CPIlI-Wiederfindungsrate aus mathemati-
schen Gruinden hoher ausfallen liefl3 [37]. Bei Vernachlassigung der CPIII-Kon-
zentrationen dieses Probanden wurde die CPIlI-Wiederfindungsrate 1,00 betra-

gen [37].

In Abbildung 16 zeigt sich die Konstellation mit einem Ausreil3er und zwei ver-
gleichsweise homogenen Werten auch bei den Vitaminen B Komplex, B3, B9 und
B12 [37], was am ehesten auf Mess- oder Pipettierfehler zurtickzufuhren ist. Bei
Proband 2 nach Einnahme von Vitamin A sowie Vitamin B12 und bei Proband 1
nach Einnahme von Vitamin B Komplex zeigen sich hohe Standardabweichun-
gen von 0,24, 0,16 und 0,34 umol/l. Dies deutet auf heterogene CPIlI-Konzent-
rationen aufgrund von Mess- oder Pipettierfehlern hin, die insbesondere bei Pro-
band 1 nach der Einnahme von Vitamin B Komplex zu einer Wiederfindungsrate

aul3erhalb der akzeptablen Grenzen beigetragen haben konnte.

Dass Mess- und Pipettierfehler bei Messungen im ProSp an den Ergebnissen zu

beobachten sind, kdnnte auch fur eine hohe Sensitivitat des ProSp sprechen.

4.1.4 Diskussion der Statistik

Der Mittelwert aus den relativen Standardabweichungen aller 297 Triplets betrug
3 % [37]. Der Mittelwert aus den relativen Standardabweichungen fur die 57
Triplets vor Einnahme eines NEM/LM war 3 % und nach Einnahme eines
NEM/LM 4 % bei 60 Triplets [37]. Fur die jeweils 60 Triplets der CPIlI-Referenz-
l6sungen betrug die mittlere relative Standardabweichung 3 %, 2 % und 2 % fur
1:50, 1:100 und 1:200 Referenzlésung [37]. Dies spricht fir eine niedrige Mes-

sungenauigkeit des ProSp.
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Bei der Definition der CPIlI-Wiederfindungsrate erfolgte die Orientierung an die
Vorgaben der EMA, die eine Abweichung von 15 % zur Bertcksichtigung von
Messfehlern und Pipettierfehlern als akzeptabel und angemessen ansieht [37,
91, 102, 103]. AulRerdem wurden dadurch die Standardabweichungen der CPIII-
Referenzldsungen bertcksichtigt, deren Herstellung fur jedes NEM/LM aus der

CPIII-Stammlosung erfolgte [37].

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die durchgefiihrten Messungen

eine hohe Reproduzierbarkeit aufwiesen [37].

4.1.5 Limitationen und Ausblick

In der Studie von Zellweger et al. erfolgte der Hinweis, von einer Einnahme von
Multivitaminpraparaten vor Durchfihrung einer Fluoreszenz-Zystoskopie abzura-
ten [37, 89]. Durch die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiuihrten Untersu-
chungen ist die Aussage von Zellweger et al. einzuschranken [37]: von einer Ein-
nahme von Multivitaminpraparaten vor einer FZ sollte lediglich abgeraten wer-
den, sofern dieses Vitamin B2 enthalt [37]. Diese Aussage muss zudem auf An-
regungswellenlangen von 300 bis 500 nm sowie Emissionswellenlangen von 400
bis 700 nm beschréankt werden [37]. Die CPIll-Konzentration im Urin bleibt von
den getesteten NEM/LM unbeeinflusst und unterliegt keinen Storfaktoren [37]. Im
Falle der Verwendung von Urin-Fluoreszenzspektroskopie zur Bestimmung der
CPIll-Konzentration fir die Diagnostik akuter Porphyrien wirde die Einnahme

von NEM/LM keinen Storfaktor darstellen [37, 45].

Grund fur die Auswahl der verwendeten NEM/LM war die Tatsache, dass sie po-

tenziell in der Lage sind, die Farbe oder den Geruch des Urins zu verandern [37,
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79]. Die verwendeten NEM bestanden fast ausschlief3lich aus Vitaminen und ent-
hielten keine Mineralstoffe. Mineralstoffe lassen sich in Mengen- und Spurenele-
mente unterteilen [128]. Zu den Spurenelementen z&hlen unter anderem Zink,
Eisen, Kupfer, Jod, Selen, Chrom, Mangan, Molybd&n und Bor [128-130]. Zu den
Mengenelementen zahlen unter anderem Magnesium, Kalzium und Kalium [128].
Eine Ausweitung der durchgefiihrten Untersuchungen auf Mineralstoffe erscheint
empfehlenswert, um Erkenntnisse Uber potenzielle Einflisse der verbleibenden
Mikron&hrstoffe auf das Urin-Fluoreszenzspektrum und auf die Bestimmung der

CPIll-Konzentration zu gewinnen.

Die bereits gewonnenen Erkenntnisse sind im Hinblick auf die Verwendung der
Urin-Fluoreszenzspektroskopie und der Bestimmung der CPIII-Konzentration im
Urin als diagnostisches Mittel hilfreich. Mdgliche Storfaktoren, die durch die Ein-
nahme von NEM/LM entstehen kénnen, wurden untersucht. Da NEM/LM Einfluss
auf therapeutische Entscheidungen haben konnten, indem sie das Urin-Fluores-
zenzspektrum und die CPIII-Konzentration im Urin beeinflussen kénnten, wurde
ein Beitrag zur Anwendung des Urin-Fluoreszenzspektrums und der CPIII-Be-

stimmung im Urin im klinischen Kontext geleistet.

Weitere Untersuchungen kénnten zur Klarung der Zeitabhéangigkeit des Einflus-
ses von Vitamin B2 beitragen, also wie lange nach Einnahme von Vitamin B2 die
Wirkung auf die Intensitat des Urin-Fluoreszenzspektrums anhalt und wann diese
abklingt. In der Studie von Zellweger et al. wird von einem Anstieg der Fluores-
zenz-Intensitat Uber ca. 8-10 Stunden gesprochen, woraufhin in den folgenden
12 Stunden ein Absinken der Fluoreszenz-Intensitat zu beobachten ist, die spa-

testens 24 Stunden nach Einnahme des Praparats wieder zum Ausgangszustand



4 Diskussion 89

wie vor dessen Einnahme zurtickkehrt [89]. Da in dieser Studie jedoch keine ein-
zelnen Vitamine getestet wurden, sollten genauere Untersuchungen zu Vitamin

B2 durchgefuhrt werden.

Des Weiteren ist empfehlenswert, die Untersuchungen an einer wesentlich gr6-
Reren Anzahl von Probanden durchzufuhren, um die Reproduzierbarkeit der hier

beschriebenen Ergebnisse zu bestatigen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse der ALA-RDT-Studie

4.2.1 Absolute CPIl/llI-Konzentrationen in Kohorte 0

Bei Messungen mittels Jod-Oxidation ist ein Anstieg der CPI/Ill-Konzentrationen
im Urin ca. 6,5 Stunden nach ALA-Gabe, also ca. zwei Stunden nach OP-Beginn
bei allen drei Patienten der Kohorte 0 zu verzeichnen. Allerdings unterscheidet
sich die Starke des Anstiegs der mittleren CPI/IlI-Konzentration im Urin bei den
verschiedenen Patienten. Der starkste Anstieg der mittleren CPI/lll-Konzentra-
tion im Urin ist bei Patient DE01-02 zu beobachten. Trotz hoher Standardabwei-
chung ist diese CPI/lll-Konzentration mit Abstand die hochste der Kohorte. Bei
den restlichen beiden Patienten sind die Anstiege der mittleren CPI/IlI-Konzent-

rationen im Urin geringer ausgefallen.

Bei Messung mittels Photo-Oxidation sinkt bei Patient DE01-04 die mittlere
CPI/llI-Konzentration in den ersten beiden intraoperativen Stunden. Unter Be-
ricksichtigung der Standardabweichung kdnnte es sich um eine Stagnation han-
deln. Des Weiteren ist bei Patient DE01-02 ein starker Anstieg der mittleren
CPI/llI-Konzentration im Urin innerhalb der ersten beiden intraoperativen Stun-

den zu verzeichnen.
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Die Mittelwerte der CPI/Ill-Konzentrationen an Tagen mit Verabreichung von 5-
ALA sind gegenuber den Tagen ohne Verabreichung von 5-ALA deutlich erhoht.
Dies zeigt sich bei der neoadjuvanten RDT und am Tag der operativen Resektion.
AulRerdem erscheinen die nach OP gemessenen mittleren CPI/IlI-Konzentratio-

nen geringer als vor der OP.

4.2.2 Absolute CPIl/llI-Konzentrationen in Kohorte 1

Es fallt auf, dass bei Patient DE01-05 am Tag der OP relativ niedrige mittlere
CPI/llI-Konzentrationen im Urin gemessen wurden. Folglich stellte sich die Frage,
ob dieser Patient tiberhaupt 5-ALA bekommen hat und wenn ja, ob dies anhand
adaquater Tumorfluoreszenz wahrend der operativen Resektion sichtbar war.
Die Rucksprache mit den Kollegen aus Munster ergab, dass 5-ALA verabreicht
wurde und eine kraftige Tumorfluoreszenz wéhrend der OP dargestellt werden

konnte.

Im Gegensatz dazu stellen die mittleren CPI/IlI-Konzentrationen im Urin bei Pa-
tient DEOQ1-07 die hochsten der Kohorte dar. Die Ricksprache der Ergebnisse
mit den Kollegen aus Munster ergab, dass dieser Patient zusatzlich zum
Glioblastom spinale Manifestationen hatte. Dieser Umstand konnte zu den hohe-

ren mittleren CPI/lll-Konzentrationen beigetragen haben.

In der gesamten Kohorte sind am Tag der adjuvanten RDT deutlich héhere mitt-
lere CPI/llI-Konzentrationen im Urin gemessen worden als wahrend und vor der
OP. Da die mittleren CPI/lll-Konzentrationen wahrend der OP sowie bei der ad-
juvanten RDT hoher waren als bei der Bestrahlung vor der OP, lasst sich auch

hier konstatieren, dass die gemessenen mittleren CPI/IlI-Konzentrationen im Urin
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an Tagen mit Verabreichung von 5-ALA héher sind als an Tagen ohne Verabrei-

chung.

4.2.3 Division der CPI/llI-Kkonzentrationen durch den Kreatinin-Wert der
jeweiligen Urinprobe

Der Hintergedanke bei der Normierung der mittleren CPI/IlI-Konzentrationen auf
den jeweiligen Kreatinin-Wert war die Korrektur der unterschiedlichen Konzent-
rationen der Urinproben aufgrund Schwankungen der ausgeschiedenen Flissig-

keitsmenge.

Die Normierung wirkte sich auf die mittlere CPI/Ill-Konzentration bei Patient
DEO01-02 zwei Stunden nach OP-Beginn aus. Wahrend die absolute CPI/IlI-Kon-
zentration 2663,2 nmol/l (Photo-Oxidation) bzw. 3255,3 nmol/l (Jod-Oxidation)
betrug und damit die hdochsten gemessenen mittleren CPI/llI-Konzentrationen
darstellten, normiert sich derselbe Wert bei der Division der mittleren CPI/I11-Kon-
zentration durch den Kreatinin-Wert und féllt in Relation nicht mehr so hoch aus
(Abbildung 19). Patient DE01-04 zeigt vier Stunden nach OP-Beginn die hochste
Kreatinin-korrigierte CPI/lll-Konzentration der gesamten Kohorte. Da der Krea-
tininwert allerdings lediglich 13,1 mg/dl betragt und Kreatinin der Divisor ist, fallt
der ermittelte Wert mit 234,05 nmol/mg (Photo-Oxidation) bzw. 282,67 nmol/mg
(Jod-Oxidation) hoéher aus (Abbildung 19). Die Vermutung, dass eventuell eine
fehlerhafte Ermittlung der Kreatinin-Konzentration vorliegt, konnte nicht bestéatigt

werden.

Die generelle Aussage, dass die mittleren Kreatinin-korrigierten CPI/Ill-Konzent-
rationen bei Verabreichung von 5-ALA hoéher sind als ohne jene, zeigt sich hier

weiterhin. In Kohorte 0 sind weiterhin niedrigere mittlere Kreatinin-korrigierte
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CPI/llI-Konzentrationen nach OP verglichen zu vor der OP erkennbar. Die grund-

legende Kinetik der CPI/lll-Konzentrationen bleibt folglich unveréandert.

4.2.4 Multiplikation der CPI/lll-Konzentration mit dem Urinvolumen

Durch die Multiplikation der mittleren CPI/Ill-Konzentrationen mit dem Urinvolu-
men soll die ausgeschiedenen CPI/lll-Menge bestimmt werden. Der Urinbeutel
wurde wahrend des Tages nicht entleert, was einen Anstieg des Urinvolumens
im Beutel zur Folge hat. Das ausgeschiedene Urinvolumen sollte an diesem Tag
daher immer weiter ansteigen. Bei den Patienten DE01-02 und DEO1-04 nach
vier intraoperativen Stunden ist dies nicht der Fall. Fur Patient DE01-07 gilt sel-
biges nach zwei intraoperativen Stunden. Potenzielle Ursachen dafir sind bei-
spielsweise ein falsch abgelesenes Urinvolumen, Fehler bei der Messung der
CPI/llI-Konzentration oder ein anderes Vorgehen bei der Urinabnahme, das vom

beschriebenen Vorgehen abweicht.

Die Feststellung, dass die mittleren mit dem Urinvolumen multiplizierten CPI/III-
Konzentrationen mit 5-ALA hoher sind als ohne 5-ALA, bestatigt sich erneut. In
Kohorte 0 sind wieder niedrigere mittlere Kreatinin-korrigierte CPI/lll-Konzentra-
tionen nach OP im Vergleich zu vor der OP zu beobachten. Auch hier ist erkenn-

bar, dass die grundlegende Kinetik der CPI/lll-Konzentrationen unverandert ist.

4.2.5 Schlussfolgerung aus der ALA-RDT-Studie

Der beschriebene Effekt in den erwahnten Studien (s. Kapitel 1.3), bei denen die
Porphyrin-Konzentrationen im Urin nach Resektion der Tumoren signifikant ab-
nahmen [36, 38], konnte in der ALA-RDT-Studie anhand der wenigen Proben

bisher nicht bestatigt werden.
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Bei Vergleich der mittleren CPI/Ill-Konzentrationen an Tagen mit Verabreichung
von 5-ALA zu jenen ohne 5-ALA-Gabe lassen sich in der Tendenz erhdhte mitt-
lere CPI/lll-Konzentrationen bei Verabreichung von 5-ALA beobachten. An OP-
Tagen wurde dafur der Vergleichbarkeit wegen die letzte intraoperativ gemes-
sene CPI/lll-Konzentration herangezogen, da diese wie bei den RDTs und RTs

einen Zeitraum von ca. acht Stunden nach 5-ALA-Gabe umfasst.

4.2.6 Diskussion der verabreichten ALA-Dosis und deren potenzielle
Verstoffwechslung im menschlichen Organismus

Die in Kapitel 1.3 erwahnten Studien [36, 38], die signifikant erhéhte Porphyrin-
Konzentrationen im Urin bei Tumorpatienten nach Einnahme von 5-ALA nach-
weisen konnten, beziehen sich auf Tumorarten wie beispielsweise kolorektale
Karzinome und Blasenkarzinome, jedoch nicht auf rezidivierende Glioblastome
wie in der ALA-RDT-Studie. Somit kénnte die Tumorart eine Rolle bei der Ver-

stoffwechslung von 5-ALA spielen.

AuRerdem sind die in der ALA-RDT-Studie verabreichten 5-ALA-Dosen hoher als
bei den anderen Studien: Kamada et al. [36] verwendete Dosen von 100 bis 300
mg -5ALA pro Patient, Inoue et al. 1000 mg 5-ALA pro Patient [38], wahrend bei
der ALA-RDT-Studie Dosen von 1340 bis 1860 mg 5-ALA pro Patient verabreicht
wurden. Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, kann jede Zelle des Kérpers die Ham-
Synthese betreiben [26, 27]. Es wird hypothetisch angenommen, dass es drei
Dosierungsbereiche von 5-ALA geben konnte. Erstens: Bei niedriger Dosis
wirde das ALA hauptsachlich von den Hepatozyten und im Knochenmark ver-
stoffwechselt. Die Verstoffwechslung sollte weitestgehend vollstandig zu Ham er-
folgen und es sollten nur in minimalen Mengen Intermediate wie z. B. CPI/IIl ent-

stehen. Zweitens: Wenn die verabreichte Dosis hoher ist, wirde 5-ALA zusatzlich
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von vorhandenen Tumoren verstoffwechselt und es liel3en sich signifikant hGhere
Porphyrin-Konzentrationen im Blut und Urin ermitteln, wie die in Kapitel 1.3 er-
wahnten Studien zeigten. Dies kdnnte daran liegen, dass Intermediate der HAm-
Synthese in hoherer Konzentration akkumulieren als im Gesunden, was die Um-
wandlung von CPgen | und Il in CPI/Ill mit zunehmender verstrichener Zeit be-
gunstigt. Drittens: Bei weiterer Steigerung der ALA-Dosis wirde diese nicht nur
von der Leber, dem Knochenmark und dem Tumor verstoffwechselt, sondern zu-
satzlich von allen restlichen Kdrperzellen. Der Kontrast zwischen der CPI/111-Syn-
these zwischen Tumorzellen und Nicht-Tumorzellen fiele damit deutlich kleiner
aus als in den vorherigen beiden beschriebenen Szenarien. Zudem wurde der
Tumor sozusagen mit den restlichen Korperzellen um die Verstoffwechslung von
5-ALA konkurrieren und im Urin wirden die CPI/IllI-Konzentrationen ein nicht ein-
deutiges Bild zwischen den Zeitpunkten vor und nach operativer Resektion ab-
geben. Fir die ALA-RDT-Studie wird letzteres Szenario angenommen: die ver-
abreichte 5-ALA-Dosis ware so hoch, dass diese von allen Kdrperzellen verstéarkt

aufgenommen wiurde.

Da zwischen 5-ALA-Einnahme und Ende der Urinsammlung ungefahr acht Stun-
den vergangen sind, besteht die Vermutung, dass eventuell nach einem langeren
Zeitraum eine konstante Menge an CPI/IIl durch den Urin ausgeschieden werden
konnte. Es kdnnte beim Verstoffwechseln von CPI/Ill und dessen Transport Uber
die Niere in den Urin noch ungeklarte Mechanismen geben, die zu einer verrin-
gerten Ausscheidung zugunsten des langeren Verbleibs im Korper beitragen. Ein
weiterer moglicher Grund kdnnte eine maximale Filtrations- und Ausscheidungs-

rate der Niere bezuglich CPI/III sein.
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Des Weiteren wird angenommen, dass CPI/Ill bei Verbleib im Kérper von dessen
Zellen abgebaut und in andere Metaboliten umgewandelt wird, beispielsweise
PpIX, das zum Beispiel im Blutserum bei Patienten mit hochgradigen Gliomen
akkumuliert [24]. Grund dafur konnte eine Art Ruckstau von Metaboliten der Ham-
Synthese sein, die bei Dosierungen von ALA wie in der ALA-RDT-Studie verab-
reicht wurden, wahrend hingegen dieser Mechanismus bei niedrigeren Dosierun-
gen von ALA wie in den in Kapitel 1.3 erwahnten Studien mdglicherweise noch
nicht auftritt. Eine weitere Vermutung ist, dass akkumuliertes CPI/Ill méglicher-
weise im Rahmen des Ham-Abbaus Uber den Stuhl ausgeschieden werden
konnte. Da bei Patienten mit Porphyrien die Ausscheidung von verschiedenen
Coproporphyrinen im Stuhl nachgewiesen werden konnte [131, 132], konnte dies
moglicherweise auf Ansammlungen von Coproporphyrinen im Stuhl durch Ein-

nahme von 5-ALA bei Tumoren Ubertragen werden.

4.2.7 Diskussion der Statistik

Fir alle gemessenen Triplets wurden die relativen Standardabweichungen be-
rechnet. Bei der Photo-Oxidation war die niedrigste relative Standardabweichung
bei 0,7 %, die hochste lag bei 15,9 %. Der Mittelwert aller relativen Standardab-
weichungen fur die Photo-Oxidation betragt 5,3 %. Bei der Jod-Oxidation war die
niedrigste relative Standardabweichung bei 1,0 %, die hochste bei 12,9 %. Der

Mittelwert aller relativen Standardabweichungen betragt 5,6 %.

Bei Betrachtung der relativen Standardabweichungen kann von einer hohen Re-
produzierbarkeit der Triplet-Messungen sowie einer niedrigen Messungenauig-

keit des ProSp ausgegangen werden.
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Bei Messungen mit Jod-Oxidation waren die CPI/llI-Mittelwerte im Mittel um ca.
12 % hoher im Vergleich zu Messungen mit Photo-Oxidation. Das Bestimmtheits-
malf3 weist mit 0,96 eine hohe Korrelation zwischen den durch beide Oxidations-
verfahren gemessenen CPI/lll-Mittelwerten hin. Bei Messungen mittels Jod-Oxi-
dation sind hohere Standardabweichungen einzelner Triplet-Messungen zu be-
obachten. Die Jod-Oxidation ist zudem eine aufwendigere und zeitintensivere

Messprozedur als die Photo-Oxidation, sodass letztere vorzuziehen ist.

4.2.8 Limitationen und Ausblick

Die Ergebnisse aus der ALA-RDT-Studie sollten mit einer deutlich héheren Pro-

bandenzahl eingehender untersucht werden.

AulRerdem sollte in Erwégung gezogen werden, ob ein langerer Zeitraum als acht
Stunden zwischen ALA-Einnahme und Sammeln des Urins sinnvoll ist, um ge-

nauere Dynamiken der CPI/IlI-Konzentration im Urin zu erhalten.

Versuche mit verschiedenen Dosierungen von 5-ALA, insbesondere im Bereich
zwischen 300 mg und 1500 mg mit Abstufungen erscheinen ebenfalls empfeh-
lenswert, um herauszufinden, ob und ab welcher Dosierung eine Uberséttigung
5-ALA im menschlichen Organismus vorliegt, die zu einer Verstoffwechslung von
5-ALA in allen Korperzellen filhren konnte. Diese Ubersattigung von 5-ALA im
Organismus gilt es durch eine Verringerung der verabreichten Dosis von 5-ALA
zu vermeiden, da sie zu einer Verringerung des Kontrasts der CPI/IlI-Synthese
zwischen Tumorzellen und Nicht-Tumorzellen bewirken kénnte und damit nicht

eindeutige diagnostische Ergebnisse zur Folge hétte.



4 Diskussion 97

Zudem ist es ratsam, gleichzeitig die CPI/lll-Konzentration im Blut bestimmen zu
lassen, um auch dort mégliche Veranderungen im Vergleich zu gesunden Pro-

banden analysieren zu kdnnen.

Ob sich die CPI/llI-Konzentration als verlasslicher Screening- und Monitoring-Bi-
omarker bei Glioblastomen eignet, kann aufgrund der vorliegenden Datenlage
noch nicht genau gesagt werden und sollte daher mit den erwahnten Vorschla-

gen weiterhin Gegenstand ausfuhrlicher Forschung bleiben.
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5. Fazit

Die getesteten Nahrungsergéanzungsmittel und Lebensmittel stellen keinen Stor-
faktor im untersuchten Wellenlangenbereich bei der Bestimmung der CPIII-Kon-
zentration im Urin dar. Die Fluoreszenzspektroskopie des Urins zur Diagnostik
akuter Porphyrien kann daher ohne Einschrankung der untersuchten Lebensmit-
tel und Nahrungserganzungsmittel erfolgen und sollte weiterentwickelt werden.
Vitamin B2 bewirkt eine Verstarkung der Fluoreszenzintensitat des Fluoreszenz-
Untergrundes des Urins im untersuchten Wellenl&angenbereich und sollte daher
vor einer Fluoreszenz-Zystoskopie und anderen fluoreszenzgestitzten Untersu-
chungsmethoden des Urins nicht eingenommen werden. Die Untersuchung po-
tenzieller Einflisse von Mineralstoffen wie beispielsweise Magnesium, Kalzium,
Eisen und Zink auf das Urin-Fluoreszenzspektrum und auf die Bestimmung der

CPIlll-Konzentration ist empfehlenswert.

Die Verabreichung von 5-ALA bei Patienten mit rezidivierendem Glioblastom
kann zu héheren CPI/IlI-Konzentrationen im Urin fihren, verglichen zu fehlender
Einnahme von 5-ALA. Eine deutliche Verringerung der CPI/llI-Konzentration
nach operativer Resektion des Glioblastoms und damit eine potenzielle Eignung
der CPI/lll-Konzentration im Urin als Screening- und Monitoring-Biomarker
konnte in Rahmen dieser Dissertation bisher nicht bestétigt werden und sollte

Gegenstand weiterer Forschung sein.
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