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1.

1.1.

1.1.1.

1.1.2.

1.1.2.1.

Einflhrung
Das Prostatakarzinom
Epidemiologie

Das Prostatakarzinom (PCA) gehort bei den Ménnern neben den Malignomen der
Haut und den Malignomen der Luftrohre, der Bronchien und der Lunge zu den
hiufigsten Krebserkrankungen in den westlichen Industrienationen (American
Cancer Society 2004).

Untersuchungen des Tumorzentrums Miinchen haben gezeigt, dass in den letzten
Jahren die Inzidenz des PCA in der minnlichen Bevdlkerung um 50 %

zugenommen hat [Tumorregister Miinchen 2000].
Atiologie

Die kausale Pathogenese des PCA ist unbekannt. Als mogliche Faktoren bei der

Entstehung des Prostatakarzinoms werden mehrere Ursachengruppen angefiihrt.
Ursachen fur die Entstehung des Prostatakarzinoms

Altersbedingte Ursachen

Die Priavalenz des Prostatakrebses nimmt mit dem Alter zu. Bei tiber 50-Jéhrigen
steigt sowohl die Inzidenz als auch die Sterblichkeitsziffer des PCA in einer nahezu
exponentiellen Kurve [Wingo et al.1995].

Ethnographische Ursachen

Am haufigsten erkranken Ménner aus der schwarzen Bevolkerung in Nordamerika,
deren Inzidenzraten ca. 30mal hoher liegen als bei asiatischen Ménnern [Landis et
al. 1998, Pienta et al. 1995].

Diatetische Ursachen

Whittemore und Mitarbeiter fanden bei ihren Untersuchungen in der schwarzen und
weillen Bevolkerung der USA Hinweise auf negative Einfliisse von fettreicher und
faserarmer Kost auf die Inzidenz des PCA [Whittemore et al. 1995].

Genetische Ursachen

Meikle und  Mitarbeiter ~ konnten  zeigen, dass Briider  von

Prostatakarzinompatienten, die im 7. Lebensjahrzehnt erkrankten eine 4 mal hohere
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1.1.2.2.

Inzidenz haben an einem PCA zu erkranken, gegeniiber Ménnern im gleichen Alter
ohne familidre Vorgeschichte eines PCA [Meikle et al. 1985].

Hormonelle Ursachen

Testosteron ist fiir ein physiologisches Wachstum des Prostataepithels notwendig
(Montie und Pienta 1994). Ein verdnderter Testosteronstoffwechsel, sowie andere
Hormone, insbesondere Prolactin und Ostrogen [Wynder et al 1984], kénnten eine
Rolle bei der Entstehung des PCA spielen.

Schlieflich werden erhohte Risken bei Schwermetallexposition, speziell bei
Kadmuim, gefunden. Bei weiteren moglichen pathogenetischen Faktoren, wie der
operativen Unterbindung der ableitenden Samenwege (Vasektomie), einem
erniedrigten Ostrogenspiegel, z.B. bei Zirrhotikern, viralen (Herpesviren Typ II)
Infektionen, Nikotinabusus und Strahleneinfliissen konnte kein signifikanter
Einfluss auf die Entstehung des PCA nachgewiesen werden [Altwein 2001, Chacko
et al. 2002].

Mogliche molekulare Ursachen

Mutationen der Stammzelllinie

Je kiirzer die Lédnge der Micro-Satellitten in der Position 5 ist, welche die
Promotorregion des Androgenrezeptorgens darstellt, desto sensitiver reagiert die
Zelle auf Androgene. Dies fordert wiederum das Wachstum eines
Prostatakarzinoms [Kennth und Pienta 1998].

Verlust an Tumorsuppressionen

Bei nahezu 70% von Patienten mit klinisch lokalisiertem PC kann eine Deletion auf
Chromosom 8P22 nachgewiesen werden [Macoska et al.1994]. 36% von jenen mit
lokalisierten und 60% mit metastasierten Tumoren zeigten Deletionen auf
Chromosom 16q [ Isaacs et al.1986].

Androgenrezeptormutationen

Ungefahr 50% der PCA Patienten mit Knochenmetastasen mit androgen-
unabhingigen Zellen weisen Mutationen der Androgenrezeptoren auf, welche auf

andere Wuchsfaktoren ansprechen [Taplin et al.1995].
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1.1.3. Histologie

1.1.3.1. Histologische Subtypen

Das Adenokarzinom geht vom Epithel der Azini und der terminalen
Driisenausfiihrungsgédnge aus. Mehr als 95 % aller Prostatakarzinome gehdren
diesem Typ an. Eine modifizierte WHO-Klassifikation ist in Tabelle (1)
wiedergegeben [Denis et al.1995].

Azindres Adenokarzinom

Duktales Adenokarzinom

Muzindses Adenokarzinom
Transitionalzellkarzinom
Plattenepithelkarzinom
Neuroendokriner Tumor

Kleinzelliges anaplastisches Karzinom

Undifferenziertes Karzinom

Tab. 1: Klassifizierung des Prostatakarzinoms [nach Denis et al. 1995]

1.1.3.2. Histologisches Grading

Die WHO teilt die Karzinome in Grad 1, 2 und 3 (gering-, maiBig-,
hochdifferenziertes Karzinom) ein [Mostofi et al. 1976].

Die Einteilung nach Gleason [Gleason 1966] basiert rein auf der Bewertung des
strukturellen Karzinommusters und der unterschiedlichen Entdifferenzierung ohne
Beriicksichtigung von zytologischen Malignitiitskriterien. Eine Ubersetzung beider
Graduierungssysteme zeigt erfahrungsgeméal etwa folgende Abstufungen:

G1 = Gleason 2-4
G2 = Gleason 5-7
G3 = Gleason 8-10

Die Graduierung nach den Empfehlungen des Pathologisch-Urologischen
Arbeitskreises Prostatakarzinom beriicksichtigt in einer Punkteskala sowohl
strukturelle Gesichtspunkte (driisige-, kribriforme-, bzw. solide Karzinomanteile)

und auch zytologische Kriterien (Kernformen, Kern-Plasma-Relationen,
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Kerngrofenklassen, Zahl der Nukleolen und Hyperchromasiegrade). Diese
Graduierung hat sich als prognostisch bedeutsam erwiesen. Der Malignitétsgrad la-

Ila zeigt eine deutlich giinstigere Prognose als der Malignitétsgrad IIb und III
[Helpap et al. 1985].
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1.14.

Stadieneinteilung

Die

Klassifaktion nach Whittmore und Jwett (1975) war die erste weit verbreitete

Klassifikation auf diesem Gebiet. Die TNM-Klassifikation [UICC 2002] ist in
Tabelle (2) dargestellt.

T
Tx
TO
T1

T2

T3

T4

N

Nx
NO
N1

M

Primértumor

Priméartumor kann nicht beurteilt werden

Kein Anhalt fiir Primartumor

Klinisch nicht erkennbarer Tumor, der weder tastbar noch in

bildgebenden Verfahren sichtbar ist

T1a= Zufilliger histologischer Befund ("incidental carcinoma")
in 5 % oder weniger des resezierten Gewebes

T1b= Zufilliger histologischer Befund ("incidental carcinoma")
in mehr als 5 % des resezierten Gewebes

T1 c= Tumor mittels Nadelbiopsie diagnostiziert
(z. B. wegen erhohter PSA-Werte)

Tumor begrenzt auf Prostata

T2 a= Tumor befillt eine Hélfte eines Lappens oder weniger

T2 b= Tumor befillt mehr als die Halfte eines Lappens,
aber nicht beide Lappen

T2 ¢ = Tumor befillt beide Lappen

Tumor breitet sich durch die Prostatakapsel hindurch in extrakapsuldres Gewebe aus

T3 a= extrakapsuldrer Tumor.

T3 b= Tumor infiltriert Samenblase(n)

Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen

Regionare Lymphknoten
Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
Keine regiondren Lymphknotenmestastasen

Regiondrer Lymphknotenbefall

Fernmetastasen

Mx Metastasen nicht beurteilbar

MO Kein Anhalt fiir Fernmetastasen

M1 Metastasen

Mla= Extraregiondrer Lymphknotenbefall
M1b= Knochenmetastasen

Mlc= Andere Manifestationen

Tab. 2: TNM-Stadien des Prostatakarzinoms [UICC 2002]
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1.15.

1.1.5.1.

1.15.2.

Diagnostik

Symptomatik

Prostatakrebs verursacht selten frithe Krankheitssymptome, da die Mehrheit der
Adenokarzinome in der Peripherie der Driise, weit entfernt von der Urethra,
entsteht. Das Auftreten von Symptomen weist auf eine lokal fortgeschrittene
Erkrankung hin. Dysurie, Pollakisurie, Himospermie, verringertes Ejakulatvolumen
und Impotenz sind die Hauptsymptome. Bei einer Metastasierung, die vorwiegend
in das Skelettsystem auftritt konnen Knochenschmerz, Anidmie und ein

paraneoplastisches-Syndrom hinzukommen [Carter und Partin 1998].
Untersuchungen zur Diagnostik und Stadieneinteilung

Zur Diagnostik des Prostatakarzinoms stehen nachfolgende MaBnahmen zur

Verfiigung:

Digitale Rektale Untersuchung (DRU)
Mit der DRU konnen etwa 70 % der Prostatakarzinome der peripheren Driise
diagnostiziert werden. Transitionalzellkarzinome werden nicht entdeckt [Altwein et

al. 2001].

Prostataspezifisches Antigen (PSA) im Serum

Das PSA ist eine Glykoprotein-Serin-Protease und wird in den Driisenzellen
gebildet. Seine Hauptfunktion besteht in der Verfliissigung des Ejakulates. Die
Konzentration im Seminalplasma schwankt zwischen 0,3 und 3 mg/ml, und ist somit
um den Faktor 1000 hoher als im Serum [Luboldt und Riibben 2000]. Mehrere
Studien hatten einen Cut-Off des Serum PSA-Wertes von 4 ng/ml fiir die
Entdeckung des Prostatakarzinoms vorgeschlagen [Gann et al. 1995]. Bei einem
PSA-Wert zwischen 4 und 10 ng/ml besteht eine starke Uberlappung der Werte von
Patienten mit einem Benignen Prostata Syndrom (BPS) wund einem
Prostatakarzinom. Vier Ansédtze sollen in diesem Bereich die diagnostische
Genauigkeit verbessern:

PSA im Zeitverlauf (PSA velocity): Da die PSA-Werte direkt mit dem Volumen
des Prostataepithels korrelieren, kann die Wachstumsgeschwindigkeit von

benignem und malignem Prostatagewebe durch serielle Messungen des PSA

Untersuchungen zur Photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-Aminoldvulinsiure
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Verlaufes abgeschétzt werden. Ein Anstieg um mehr als 0.75 ng/ml pro Jahr weist
auf ein Prostatakarzinom hin [Carter et al. 1992].

PSA-Dichte (PSA density): Hierunter versteht man den Quotienten aus PSA
Konzentration und sonographisch bestimmtem Prostatavolumen. Ein Wert von
mehr als 0.15 ng/ml PSA pro ccm Prostata-Volumen weist auf ein mogliches PCA
hin [Benson et al 1992].

Altersabhéngige PSA-Grenzwerte: Der PSA-Wert steigt mit zunehmendem
Lebensalter an. Die Berechnung der 95%-Perzentile ergibt altersabhingige
Grenzwerte [Oesterling et al. 1993 und Dalkin et al. 1993].

Bestimmung des Quotienten von freiem und gesamtem PSA (gPSA): Das PSA
liegt im Serum iiberwiegend an Alpha-1-Antichymotrypsin (ACT) gebunden vor.
Der QPSA liegt bei Patienten mit reinem BPS im Mittel bei 0.30 (30% des PSA in
freier Form), bei Patienten mit lokalisiertem PCA bei 0.15. Ein Grenzwert von
kleiner als 0.18 scheint auf das Vorliegen eines PCA hinzuweisen [Lilja et al.

1991].

Transrektaler Ultraschall der Prostata (TRUS)

Der TRUS ermoglicht durch die Verwendung hochfrequenter biplaner
Schallsonden eine sehr gute strukturelle Feinbeurteilung der Prostata. Ergidnzend
zum Tastbefund erhdlt man Informationen zur OrgangroBle, der prognostisch
bedeutsamen Samenblaseninvasion und zur Abgrenzbarkeit des Tumors gegeniiber
den Nachbarstrukturen. Andriole et al. sowie Ellis et al. konnten zeigen, dass der
TRUS jedoch in der Sensitivitit der DRU und dem PSA-Wert nicht {iberlegen ist
[Andriole et al. 1988, Ellis et al. 1994].

Transrektale oder perineale Stanzbiopsie der Prostata

Eine Biopsieentnahme aus der Prostata ist bei jedem Verdacht auf das Vorliegen
eines Karzinoms indiziert. Hierzu besteht die Moglichkeit iiber einen perinealen
oder transrektalen Zugangsweg, unter Ultraschallkontrolle, Gewebe zu entnehmen.
Bei palpablem Tumor werden mit der Stanzbiopsie Sensitivititen von 89 % und
Spezifititen von 88 % erreicht [Faul 1991]. In 50 % der Félle kommt es zu einer
Makrohdmaturie und Himospermie, die in den meisten Féllen spontan sistieren und

keiner weiteren Therapie bediirfen [Collins et al. 1993]. In bis zu 2 % der Fille
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wird eine Tumorzellverschleppung in den Stichkanal beobachtet, deren klinische
Bedeutung jedoch nicht bekannt ist [Bastacky et al. 1991].

Skelettszintigraphie, CT und MRT-Untersuchungen

Die Skelettszintigraphie ist die empfindlichste Methode zum Nachweis von
Knochenmetastasen [Terris et al 1991].

Das CT-Abdomen oder das MRT-Abdomen weist fiir die Diagnostik eines lokalen
Progresses nur eine geringe Sensitivitit auf. Lymphknotenmetastasen konnen ab

einer GrofBe von 1 cm nachgewiesen werden.

1.1.6. Therapie des lokal begrenzten PCA (pT1-3)

Fir die Behandlung des lokal begrenzten PCA (pT1-3) stehen folgende

Therapieoptionen zur Verfiigung:

e Radikale Prostatovesikulektomie (RPVE)
e  Strahlentherapie

e  Watchful-waiting-Strategie

1.1.6.1. Radikale Prostatovesikulektomie (RPVE)

Das Operationsziel ist, durch die komplette Organentfernung unter Einschluss der
Samenblasen eine vollstdndige Elimination des Tumors zu erreichen [Walsh 1998].
Das lokal begrenzte Tumorstadium (T1b-T3, NO, MO0) ist die klassische Indikation
zur Durchfithrung der RPVE. Daneben sollte aufgrund des biologischen Verhaltens
des Tumors eine voraussichtliche Lebenserwartung von mindestens 10 Jahren
vorliegen. Diese Empfehlung wurde erstmals 1975 von Jewett ausgesprochen und
hat auch heute noch Giiltigkeit in den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir
Urologie [Jewett 1975, Miller und Wei3bach 1999].

Die onkologischen Ergebnisse nach RPVE werden entscheidend von der
Patientenselektion [Huland 2001], dem Differenzierungsgrad des Tumors [Catalona
1994] und dem Gleason Score [Sweat et al. 2002] beeinflusst. Die Arbeitsgruppe um
Huland konnte an 789 Patienten zeigen, dass das tumorspezifische Uberleben mit
dem Tumorstadium korreliert. Mehr als 90 % der Patienten mit einem

organbegrenzten Karzinom wiesen nach 7 Jahren ein tumorspezifisches Uberleben
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auf, wohingegen Patienten mit einem organiiberschreitenden Karzinom deutlich
schlechtere Daten zeigten [Huland 2001].

Komplikationen sind ein massiver Blutverlust, eine rektale Verletzung in 2 % der
Fille und in bis zu 1,6 % eine Ureter-Verletzung [Hammerer et al. 1995, Igel et al.
1987]. Die unmittelbare postoperative Sterblichkeit liegt bei 2% [Hammerer et al.
1995]. Die hidufigsten Ursachen fiir die postoperative Mortalitit sind
thrombembolische Komplikationen [Andriole et al. 1994].

Die limitierenden Faktoren dieses operativen Eingriffes sind allerdings die
Folgeerscheinungen im Sinne einer Harninkontinenz und einer erektilen
Dysfunktion. Die Haufigkeit beider Komplikationen ist abhédngig von der
Operationstechnik und dem Ausbreitungsgrad des Tumors [Noldus et al. 2002].
Derzeit wird an mehreren urologischen Zentren die radikale Prostatoveskuolektomie
iiber einen laparoskopischen bzw. extraperitonalen endoskopischen Zugang an
grofleren Patientenserien durchgefiihrt. Die Vorteile dieses Verfahrens sollen in
verbesserten Kontinenzverhiltnissen, geringeren Blutverlusten und einer schnelleren

Rekonvaleszenz liegen [Guillonneau et al. 2000 und 2001; Tiirk et al. 2001].

1.1.6.2. Strahlentherapie

In der Strahlentherapie werden mehrere Techniken zur Behandlung des lokal
begrenzten PCA eingesetzt.

Neben der externen Technik werden in den letzten Jahren vermehrt die interstitiellen
Verfahren (permanente Seed-Implantation und HDR-Afterloading) eingesetzt. Die
tumorspezifischen Uberlebensraten nach externer Strahlentherapie sind vergleichbar
mit den Ergebnissen nach radikaler Prostatovesikulektomie. Langzeitstudien weisen
tumorspezifische 5- bzw. 10-Jahresiiberlebensraten von 95 bzw. 89 % nach externer
Strahlentherapie bei lokal begrenztem PCA auf [Shipley et al. 1999, Zagars et al.
1988]. Die Arbeitsgruppe um Grimm berichtete liber Langzeitergebnisse nach
'2]od-Brachytherapie bei Patienten mit einem niedrigen Progressionsrisiko. Das
PSA-freie Uberleben betrug in diesem Kollektiv 87 % [Grimm et al. 2001].

Bei der Strahlenbehandlung steht die akute, aber auch lang anhaltende
Strahlenzystitits, Proktitis oder Enteritis im Vordergrund der Komplikationen
[Andriole et al. 1994, Igel et al. 1987]. Die Impotenzraten sind niedriger als nach

operativen Eingriffen und werden zwischen 5-41 % angegeben [Robinson et al.

2002, Schmeller et al. 1997]. Die Harnrohrenstrikturraten von bis zu 13 % sind in
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der Haufigkeit vergleichbar mit der Anastomosenstriktur nach radikaler
Prostatovesikulektomie [Middleton et al. 1995].

Die Entwicklung der 3-D-konformalen Bestrahlungstechnik erméglicht mittlerweile
eine exaktere Applikation hoherer Strahlendosen in ein zuvor errechnetes Feld, bei
gleichzeitiger Reduktion der Nebenwirkungen der im Strahlenfeld liegenden

Nachbarorgane [Ryu et al. 2002].
1.1.6.3. Watchful-waiting-Strategie

Bei dieser Strategie handelt es sich im eigentlichen Sinne um eine verzogerte
hormonelle Therapie. Nach Diagnosestellung erfolgt zunichst keine aktive
Behandlung sondern ein Monitoring des PSA-Wertes (3-6 monatlich) und der
klinischen Symptome der Patienten. Erst beim Auftreten von lokalen Symptomen
oder Beschwerden durch Fernmetastasen wird eine antiandrogene Therapie
durchgefiihrt.

In einer kiirzlich publizierten prospektiven randomisierten Studie konnte gezeigt
werden, dass die Watchful-waiting-Strategie keine Option bei Patienten mit méfig-
oder schlecht differenzierten Tumoren und einer Lebenserwartung ldnger als 10

Jahren darstellt [Holmberg et al. 2002].
1.1.6.4 Alternative Therapieformen des lokoregionaren PCA

In den letzten Jahren haben 2 minimal-invasive Techniken in der Behandlung des
lokoregiondr begrenzten PCA vermehrtes klinisches Interesse gefunden. Neben der
Kryoablation der Prostata wird die lokale Therapie mittels Hoch Intensivem

Fokussiertem Ultraschall (HIFU) zur Behandlung des Prostatakarzinoms eingesetzt.

Die Kryoablation der Prostata, die bereits in den 70er Jahren aufgrund
inakzeptabler Nebenwirkungen verlassen worden war, hat sich aufgrund moderner
Kryotechnik neu an die Therapie des lokoregiondren PCA adaptiert. Als
Indikationsspektrum gelten das lokoregiondre PCA bei Patienten mit hoher
Komorbiditdt, das Lokalrezidiv nach Strahlentherapie und das Lokalrezidiv nach
radikaler Prostatovesikulektomie [Sommer et al. 2001].

In mehreren Studien konnte eine negative Biopsierate in 75-80 % der Félle 6 Monate
nach Behandlung gezeigt werden [Cohen et al. 1996, Conolly et al., 1997, Sommer
etal. 2001].
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1.2.

1.2.1.

1.2.2.

Das therapeutische Ziel des Hoch Intensiven Fokussiertem Ultraschall ist die
Induktion einer lokal minimal-invasiven Nekrose der Prostata. Uber einen
transrektal eingefiihrten Applikator werden Ultraschallwellen im Prostatagewebe
fokussiert. Die absorbierte Ultraschallenergie wird in Hitze konvertiert, die bei
Temperaturen um 65°C zu einer Koagulationsnekrose fithrt. 50 % der
Studienpatienten wiesen postoperativ nicht mehr nachweisbare Serumwerte fiir das
PSA auf. Die Langzeitergebnisse zu dieser Behandlungsform stehen derzeit noch

aus. [Chapelon et al. 1999, Thiiroff und Chaussy 2001].
Photodynamische Therapie

Einleitung

Photodynamische Verfahren beruhen auf der Wechselwirkung von Licht mit
bestimmten Farbstoffen, den so genannten Photosensibilisatoren, im Gewebe. Nach
Absorption von Licht reagieren die Photosensibilisatoren einerseits durch Emission
von Fluoreszenz, andererseits werden in der Gegenwart von Sauerstoff zytotoxische
Reaktionen ausgelost.

Die Fluoreszenzemission der Photosensibilisatoren wird fiir die Tumordiagnostik,
die phototoxischen Effekte fiir die Tumortherapie genutzt.

Der Begriff “Photodynamische Wirkung” wurde erstmals zu Beginn des 20.
Jahrhunderts von Tappeiner und Oskar Raab in Miinchen beschrieben [Tappeiner
1900].

Sie beobachteten, dass Wimperntierchen die mit Acridin-Orange behandelt wurden,
bei zusitzlicher Einwirkung von Licht starben. Dieser Effekt wurde von ihnen als
nlichtinduzierte Reaktion in biologischen Systemen unter Beteiligung von

Sauerstoff bezeichnet.
Mechanismen

Ausgangspunkt fiir die photodynamische Reaktion ist {iblicherweise der langlebige
angeregte Triplett-Zustand der Photosensibilisatormolekiile. Aus diesem Zustand
heraus finden in Gegenwart geeigneter Substrate Elektronen- oder
Energietransferaktionen statt, die als Typ-I- bzw. Typ-II-Mechanismus bezeichnet

werden und beide zur Entstehung hochreaktiver Sauerstoffspezies fiihren. Beim

Untersuchungen zur Photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-Aminoldvulinsiure
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Typ-I-Mechanismus fungieren die angeregten Photosensibilisatormolekiile als
Elektronendonatoren fiir Substrat- oder Sauerstoffmolekiile und erzeugen hierbei
hochreaktive Radikale (z.B. O,). Diese fiihren zur Oxidation verschiedenster
Biomolekiile und letztlich zu einer Zellschdadigung. Beim Typ-II-Mechanismus
findet ein Transfer elektronischer Anregungsenergie vom
Photosensibilisatormolekiil auf ein Sauerstoffmolekiil statt. Dabei erfolgt
gleichzeitig ein Ubergang des Sensibilisatormolekiils vom angeregten Triplett-
Zustand in den Singulett-Grundzustand und ein Ubergang des Sauerstoffmolekiils
vom Triplett-Grundzustand in den angeregten Singulett-Zustand [Bunting 1992].
Der Photosensibilisator ist damit wieder in seinen Grundzustand ,,regeneriert” und
steht fiir einen weiteren Absorptionsprozess zur Verfiigung. Abbildung 1 illustriert

diesen Sachverhalt.

VAN

Singulett

) Biologischer
o Triplett /‘ Effekt
e
1
W\ -
Absorption Fluoreszenz
-w

Sauerstoff
Photosensibilsator K

Ausgangszustand

Abb. 1: Energetische Veranderungen wéhrend der Anregung des Photosensibilisators

Sauerstoff ist eines der wenigen Molekiile, dessen Grundzustand ein Triplett-
Zustand ist. Angeregter Singulett- Sauerstoff ist ein hoch reaktives Molekiil, das zu
dhnlichen Oxidationsmechanismen wie beim Typ-I-Mechanismus und damit
ebenfalls zu einer Zellschiddigung fiihrt.

Hochreaktive Sauerstoffspezies fiihren zu einer Oxidation verschiedenster
Biomolekiile, wie beispielsweise ungesittigter Fettsduren und Phospholipide,
Cholesterin und Aminosduren mit elektronenreichen Seitenketten ( Cystein,

Histidin, Methionin, Tryptophan und Tyrosin). Die priméren Oxidationsprodukte
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sind hdufig instabil und damit resultiert eine Anderung ihrer physiologischen
Funktion bzw. eine Minderung der funktionellen Integritit gesamter
Zellbestandteile, die in der Summe direkt oder indirekt zu einer letalen

Zellschadigung fiihren konnen [Strauss 2003].
1.2.3. Photosensibilisatoren

Wesentliche Kriterien fiir die Auswahl eines geeigneten Photosensibilisators sind:

Hohe Tumorselektivitat

GroB3e Eindringtiefe des Anregungslichts ins Gewebe
Hohe Triplett- bzw. Singulett-Sauerstoff-Ausbeute
Gute Photostabilitdt

Geringe Zytotoxizitit

Geringe Verweildauer im Gewebe

Photosensibilisatoren der 1. Generation sind insbesondere komplexe
Substanzgemische verschiedener Porphyrinmolekiile (Hamatoporphyrin-Derivat,
Photofrin”), deren Wirksamkeit vor allem darauf beruht, dass sich Aggregate
bevorzugt im Tumorgewebe (z.B. im TumorgefiBsystem) anlagern. Photofrin®
besteht im Wesentlichen aus einer Mischung nicht-metallischer Porphyrinringe die
durch Ether- und Esterbriicken verbunden sind. Eine detaillierte Substanzanalyse,
die auch eine exakte Reproduzierbarkeit erlauben wiirde, ist bisher nicht gelungen
[Dougherty 1992]. Eine verhiltnismiBig geringe Tumorselektivitit von Photofrin®
[Stepp 1993] und das Auftreten von z.T. erheblichen Nebenwirkungen nach
Photofrin®-Applikation, auf die in den folgenden Abschnitten eingegangen wird,
waren ein Grund fiir die Entwicklung von Photosensibilisatoren der II. Generation.

Die Photosensibilisatoren der II. Generation zeichnen sich durch eine
vergleichsweise hohere tumorselektive Anreicherung, eine Absorption von
langwelligerem Licht sowie eine geringere kutane Photosensibilisierung aus
[Dougherty 2002].

Photosensibilisatoren der jlingeren Generation sind meistens reine Substanzen, und
werden  vorwiegend den  Porphyrinen, Chlorinen, Bacteriochlorinen,

Phthalocyaninen oder Naphthalocyaninen zugeordnet [Bonnett 1995 .
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5-Aminolavulinsaure

Die exogene Applikation von 5-Aminoldvulinsdure (5-ALA) - einem natiirlichen
Zwischenprodukt der Himebiosynthese - fiihrt in epithelialen Tumorzellen zu einer
Anreicherung von Protoporphyrin IX, das sowohl photodiagnostisch als auch
therapeutisch nutzbar ist [ Kennedy et al. 1990].

5-ALA wird physiologisch aus Glycin und Succinyl-Coenzym A durch das Enzym
5-Aminoldvulinasdure-Synthase in den Mitochondrien gebildet. Die nachfolgenden
Syntheseschritte unter Beteiligung der Enzym Porphobilinogen-Synthase,
Hydroxybilan-Synthase  und  Uroporphyrinogen-Decarboxylase  finden im
Zytoplasma statt und fithren zur Bildung von Coproporphyrinogen III. Das Enzym
Coproporphyrinogen-Oxidase, lokalisiert im  Membranzwischenraum  der
Mitochondrien, decarboxyliert sein Substrat zu Protoporphyrinogen IX. Der
vorletzte ~ Schritt der Porphyrinbiosynthese wird durch das Enzym
Protoporphyrinogen-Oxidase katalysiert und fiihrt zur Bildung von Protoporphyrin
IX. AbschlieBend wird durch den Einbau von zweiwertigem Eisen in den durch das
Enzym Ferrochelatase das Endprodukt Him gebildet. Beide Enzyme sind an der
inneren Mitochondrienmembran verankert. Die Porphyrinbiosynthese unterliegt
unter physiologischen Bedingungen einer strengen Kontrolle durch das Endprodukt
[Peng et al 1997 ].

Durch exogene Applikation von 5-ALA und verschiedenen Esterderivativen wird
dieser natiirliche Regelkreis umgangen, was die Grundlage fiir die endogene
Anreicherung des fluoreszierenden und photodynamisch aktiven Protoporphyrin IX
ist. Die Mechanismen, die zu einer bevorzugten Anreicherung von Protoporphyrin
IX in Tumorzellen fiihren, sind bisher nicht eindeutig geklart. Diskutiert werden: (1)
eine gesteigerte Penetration infolge der Beeintrdchtigung einer physiologischen
Barriere, (2) eine gesteigerte Aufnahme in die Zellen (infolge verdnderter
Eigenschaften transmembranérer Transportproteine), (3) eine verdnderte Aktivitit
einzelner Enzyme (Z.B. Reduktion der Ferrochelataseaktivitit) und (4) eine
reduzierte Eisenverfiigbarkeit. Aufgrund der tumorbiologischen Variabilitdt ist es
wahrscheinlich, dass einzelne Mechanismen entsprechend der Tumorentitdt mit
unterschiedlicher Gewichtung zur Anreicherung von Protoporphyrin IX beitragen.
Die systemische Applikation von 5-ALA fiihrt zu einem raschen Anstieg der renalen

Ausscheidung des Werkstoffs sowie seiner hydrophilen Metabolite Porphobilinogen
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und Coproporphyrin. Der lipophilere Metabolit Protoporphyrin IX wird bilidr
entweder primér oder (nach Verstoffwechselung von Hédm) als Bilirubinglucuronid
ausgeschieden. Die systemische Applikation von 5-ALA fiihrt kurzzeitig zu einer
generalisierten Photosensibilisierung. LichtschutzmaBBnahmen fiir Haut und Augen

werden fiir 24-48 h empfohlen.
1.2.4. Lichtquellen

Eine wesentliche Voraussetzung zur Durchfiihrung der photodynamischen Therapie
ist die Anregung des jeweils verwendeten Photosensibilisators durch Licht.

Die meisten Lichtquellen, die fiir die PDT, beinhalten die Optimierung der
emittierten Wellenldinge nahe dem therapeutischen Absorptionsmaximum.
Historisch gesehen waren Argon- und Metalldampf-Laser die erste Wahl fiir
phototherapeutische Anwendungen. Aufgrund technischer Entwicklungen ist es
gelungen  auch  Festkorperlaser, wie  den  Nd:YAG-Laser, nach
Frequenzvervielfachung fiir phototherapeutische Zwecke nutzbar zu machen
[Hofstetter 1995].

Die Lichtmenge, die auf die Oberflidche appliziert wird, ist allerdings nicht mit der
Lichtmenge gleichzusetzen, die vom Photosensibilisator im Gewebe absorbiert
wird. Sie kann durch Lichtreflexion an der Gewebeoberfliche oder durch
Absorption in korpereigenen Chromophoren reduziert werden. Dariiber hinaus
muss berticksichtigt werden, dass die Eindringtiefe von Licht in Gewebe signifikant
von der Wellenlinge abhdngt. Die Eindringtiefe betrdgt im ultravioletten
Spektralbereich nur wenige Zehntelmillimeter, sie vergroBert sich aber
kontinuierlich mit steigender Wellenldnge bis hin zu einigen Millimetern im nahen
Infrarot bei etwa 1000 nm [van Gemert et al 1989]. Die meisten
Photosensibilisatoren ~ sind  optisch  charakterisiert durch eine  hohe
Absorptionsbande zwischen A = 400 nm und A = 430 nm (Soret-Bande) und einer
weiteren kleineren Absorptionsbande im Wellenldngenbereich A > 550 nm (Q-
Banden) [Brancaleon und Moseley 2002]. Die Q-Banden sind das Ziel fiir die PDT-
Zwecke [Reddi und Jori 1988]. Sie haben einen hohen Wirkungsgrad fiir die Typ 1
und Typ II Reaktion und Licht dieser Wellenlidnge besitzt eine hohe Eindringtiefe
in das Gewebe [Profio und Doiron 1987]. Im Allgemeinen penetriert Licht des
Wellenlidngenbereiches A = 600-700 nm um 50 % bis 200 % tiefer in das Gewebe
als Licht des Wellenldngenbereiches um A = 400-500 nm [Wu et al. 1993].
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Laser sind allerdings nicht die einzigen Lichtquellen fiir die PDT. Auch nicht-
kohdrente Lichtquellen wie gefilterte Hochleistungslampen und LEDs
(Leuchtdioden) konnen ihre Anwendung in der PDT finden. Fiir die Nutzung von
Lampen ist bisher jedoch der oberflichige Zugang unbedingte Voraussetzung. Fiir
die endoskopische PDT werden bereits Entwicklungen auf Lampen- als auch auf

LED-Basis durchgefiihrt [Waidelich et al. 2003].
1.3. Photodynamische Therapie des Prostatakarzinoms

Mit der photodynamischen Therapie des Prostatakarzinoms haben sich bislang nur
sehr wenige Arbeitsgruppen beschiftigt. Zu Beginn der 80iger Jahre wurden
tierexperimentelle Untersuchungen mit Photosensibilisatoren der I. Generation
durchgefiihrt [McPhee et al. 1984]. Gonzalez und Henry untersuchten weiterhin die
Moglichkeit den nachgewiesenen phototherapeutischen Effekt durch die
Kombination mit bioreduktiven Alkylantien oder dem Radiosensibilisator
Misonidazol (MISO) zu optimieren [Gonzalez et al. 1986, Henry et al. 1989].
Tierexperimentelle Untersuchungen mit synthetisch hergestellten
Photosensibilisatoren (Aluminiumphthalocyanin, HpD, liposomale
Benzoporphyrinderivate) konzentrierten sich auf den Nachweis einer
photodynamischen Wirkung im Prostatagewebe [Momma et al. 1998]. Die
Arbeitsgruppe um Lee konnte in der benignen Hundeprostata nach Applikation von
Photofrin® gegeniiber Kontrollgruppen nicht thermisch bedingte, phototoxische
Nekrosen nachweisen [Lee et al 1997]. Diese Daten wurden von der Arbeitsgruppe
um Chang bestitigt, die nach Applikation von disulfoniertem Aluminium-
Phthalocyanin eine signifikante Nekrose des Driisengewebes bei erhaltenem Stroma
aufzeigen konnten [Chang et al. 1999].

Windahl et al. berichteten 1990 erstmals {iber klinische Erfahrungen mit
Photofrin® am humanen Prostatakarzinom bei 2 Patienten [Windahl et al. 1990].
Nach subtotaler transurethraler Resektion der Prostata wurde eine Lichtdosis von
15 J/em2 der Wellenldnge von A = 628 nm transurethral in die Resektionsloge
appliziert. Zur Beurteilung der Therapieeffizienz wurde der Verlauf des PSA-
Wertes herangezogen, der bei beiden Patienten nach der Therapie abfiel. Neben
lokalen Nebenwirkungen im Sinne einer Harndrangsymptomatik mussten beide
Patienten aufgrund der extremen Photosensibilisierung der Haut durch Photofrin®

einen mehrwdchigen strikten Lichtschutz einhalten.
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Nathan et al. publizierten kiirzlich ihre Erfahrungen mit einer PDT bei Patienten
mit einem histologisch nachgewiesenem Tumorrezidiv nach Bestrahlung der
Prostata [Nathan et al. 2002]. Als Photosensibilisator wurde mTHPC verwendet.
Aufgrund seiner speziellen Kinetik und der transienten Anreicherung im
Zielgewebe wurde dieser Sensitizer der II. Generation 3 Tage vor Durchfiihrung der
PDT  appliziert. Die  Lichtwellenleiter =~ wurden  unter transrektaler
Ultraschallkontrolle perineal in die Driise eingefiihrt. Als Lichtquelle wurde ein
Diodenlaser (A = 652 nm) verwendet. Bei 9 von 14 Patienten kam es nach der
Therapie zu einem Abfall des PSA-Wertes fiir einen mittleren Zeitraum von 10
Monaten. 4 Patienten entwickelten nach der Behandlung eine Stressinkontinenz
unterschiedlichen Ausmafles und 4 von initial 7 sexuell aktiven Méinnern
berichteten nach der Therapie iiber das Auftreten einer erektilen Dysfunktion. 5 von
14 Patienten wiesen eine kutane Hautreaktion mit Erythembildung auf, die spontan
ausheilte.

Erste tierexperimentelle Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zum Einsatz
der photodynamischen Therapie mittels 5-ALA induziertem Protoporphyrin IX
konnten zundchst eine effektive Anreicherung von PPIX in epithelialem
Prostatagewebe von Beaglehunden nachweisen. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass mittels der PDT phototherapeutisch induzierte Nekroseareale
mit einem Durchmesser von ca. 1 cm erzielt werden konnen (Sroka et al. 2003). In
einer zweiten Versuchsreihe an einem fiir das Prostatakarzinom etablierten
Tumormodel in der Copenhagen-Ratte  konnte  anschlieBend  der
phototherapeutische =~ Effekt an Karzinomzellen gegeniiber Kontrollgruppen
nachgewiesen werden (Zaak et al. 2004).

Diese hierbei gewonnenen Erkenntnisse bildeten die Grundlage fiir die
weiterfiihrenden Untersuchungen am humanen Prostatakarzinomgewebe, die

Gegenstand der vorgelegten Promotionsarbeit sind.
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2. Studienziele

Das grundlegende Potenzial von 5-Aminoldvulinsidure-induziertem Protoporphyrin
IX zur photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms soll untersucht

werden.

Die fiir dieses Zielvorhaben wesentlichen Fragestellungen lassen sich wie folgt

auflisten:

1. Reichert sich Protoporphyrin IX nach exogener Applikation von 5-

Aminolavilinsdure im humanen Prostatakarzinom an?

2. Hat eine photodynamische Therapie mit S5-Aminoldvulinsdure-induziertem

Protoporphyrin IX einen Effekt auf das humane Karzinom?

Untersuchungen zur Photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-Aminoldvulinsiure
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungen zur PPIX-Lokalisation im humanen Karzinom

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Anreicherung von 5-ALA induziertem PPIX
im humanen Prostatakarzinom nachzuweisen. Die Priifung dieses Sachverhaltes
stellt die Grundvorrausetzung fiir weiterfilhrende Untersuchungen zur PDT am
humanen Karzinom dar.

Hierzu wurde an Prostatektomieprdparaten im Rahmen einer radikalen
Prostatovesikulektomie nach préoperativer 5-ALA die Anreicherung von PPIX im
PCA untersucht.

Zu diesen Untersuchungen lag ein Votum der Ethikkommission der LMU Miinchen
vor (Projekt Nr. 90/01; Ethikkommission der Med. Fakultit der LMU Miinchen).
Alle Patienten wurden mittels eines ausfiihrlichen Gesprichs und einer

Patienteninformation aufgeklért und gaben ihr schriftliches Einverstindnis.

Folgende Einschlusskriterien wurde festgelegt:

o Patienten mit histologisch nachgewiesenen Erstbefund eines Prostatakarzinoms
o Indikation zur radikalen Prostatovesikulektomie

. Lokal begrenztes PCA

o Narkoserisiko ASA 1-3

e  Negatives Knochenszintigramm

o Kein Tumorbefall der pelvinen Lymphknoten

Das mittlere Patientenalter betrug 64 (52-72) Jahre. Der PSA-Wert lag zwischen
0.5 und 20 ng/ml, der Gleason Score zwischen 4 und 8. Bei keinem Patienten
bestand zum Zeitpunkt des operativen Eingriffes skelettszintigraphisch der Hinweis
oder der Verdacht auf das Vorliegen von Skelettmetastasen bzw. in

Computertomogram der v.a. vergroBBerte Lymphknoten in Beckenbereich.
3.1.1. Patienten

Bei insgesamt 15 Patienten wurden die entsprechenden Untersuchungen

durchgefiihrt. Bei allen Patienten war vor Durchfiihrung der Studie und radikalen

Untersuchungen zur Photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-Aminoldvulinsiure
induziertem Protoporphyrin IX



Material und Methoden 25

Prostatektomie histologisch mittels einer Prostatastanzbiopsie ein PCA als
Erstbefund diagnostiziert worden.

Alle Patienten wurden iiber die Studie mittels eines ausfiihrlichen Gespriachs und
einer Patienteninformation aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einversténdnis.
Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt des operativen Eingriffes betrug 63,9 (52-72)
Jahre. Bei allen Patienten wurden prioperative Staginguntersuchungen (DRE,
TRUS, Skelettszintigramm) durchgefiihrt. Bei keinem Patienten bestand zum
Zeitpunkt des operativen Eingriffes skelettszintigraphisch der Hinweis oder der
Verdacht auf das Vorliegen von Skelettmetastasen.

Die entsprechenden Patientencharakteristika sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Patient Alter Korper- PSA TRUS Histologie
Gewicht Praop.

(Nr.) (Jahre) (kg) (ng/ml) (ccm) (Gleason)

1 53 88 5,6 70 5(3+2)

2 70 103 10,4 87 6 (3+3)

3 67 75 6,8 34 7 (4+3)

4 55 83 9 38 5(3+2)

5 71 64 6,2 25 6 (3+3)

6 63 83 11,5 30 6 (3+3)

7 58 78 6,4 50 6 (3+3)

8 63 97 52 20 8 (4+4)

9 70 88 3,3 45 6 (3+3)

10 52 82 0,5 10 6 (3+3)

11 63 114 4,5 35 5(2+3)

12 63 90 3,8 35 4(2+2)

13 68 75 8,7 50 7 (3+4)

14 70 80 8 11 4 (2+2)

15 72 112 20 25 7 (3+4)

Tab. 3: Priaoperative Patientencharakteristika
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3.1.2.

5-Aminolevulinsaure (5-ALA)

5-ALA (5-Aminolevulinsidure-Hydrochlorid; medac GmbH, Wedel, Deutschland)
wurde zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Losung in Trinkwasser gelost. Die
Patienten erhielten 20mg 5-ALA/kg KG (KG = Korpergewicht des Patienten).

Die zu applizierende Menge an 5-ALA wurde nach folgendem Schema errechnet.

Korpergewicht in kg x 20 mg 5-ALA/kg KG = zu applizierende 5-ALA-

Gesamtdosis in mg.

In den bislang vorliegenden Untersuchungen zur oralen Applikation von 5-ALA
wurden 1500 mg in 50 ml Trinkwasser geldst [Kriegmair et al. 1995, Stummer et al.

1998;). Somit errechnete sich die Trinkmenge {iber folgende Formel:

Zu applizierende 5-ALA-Gesamtdosis in mg x ml
= x ml Trinklésung

1500 mg 5-ALA in 50 ml

Die 5-ALA Trink-Losungen wurden jeweils frisch vor den Operationen angesetzt.
Unter der Beriicksichtigung tierexperimenteller Kinetikstudien der eignen
Arbeitsgruppe [Sroka et al. 2003, Zaak et al. 2004] wurde folgendes Schema fiir die
Applikation der 5-ALA gewiéhlt:

J 13 Patienten erhielten die 5-Aminolevulinsdure ca. 4 Stunden vor der
geplanten Prostataentnahme (= Zeitpunkt der 5-ALA-Applikation bis zum
Zeitpunkt der intraoperativen Organentnahme) p. o.

e Bei einem Patienten wurde die Applikation von 5-ALA 2 Stunden vor
Organentnahme durchgefiihrt.

o Ein Patient erhielt 5-ALA ca. 12 Stunden vor der Organentnahme.
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3.1.3. Versuchsablauf

Nach operativer Entfernung der Organe wurden diese sofort in einen abgedunkelten

Raum verbracht.

Dort wurden alle Priparate:

1. In longitudinale, ca. 0,5 cm dicke Scheiben geteilt und die Schnittflichen auf
das Vorhandensein einer PPIX-Fluoreszenz untersucht.

2. In fliissigem Stickstoff eingefroren, bei -70°C gelagert und dann lichtgeschiitzt
zur weiteren histologischen Aufarbeitung gebracht. Der Transport erfolgte auf

Trockeneis.

Ad (1) und (2):

Die PPIX-Fluoreszenz wurde mittels der inkohédrenten Xenon-Bogen-Lichtquelle
des Wellenldngenbereiches A = 380-420 nm (D-Light, Karl STORZ GmbH,
Tuttlingen, Deutschland) angeregt [Zaak und Kniichel 1998]. Die Lichtiibertragung
erfolgte iiber ein spezielles Zystoskop (0°-Hopkins Optik, Karl STORZ GmbH,
Tuttlingen, Deutschland) mit integriertem Lichtleitfaserbiindel in dessen Okular ein
Gelbfilter eingefasst ist. Dieser Gelbfilter erzeugt einen Farbkontrast zwischen der
roten PPIX-Fluoreszenz und der im riickgestreuten Anregungslicht blau
dargestellten normalen nicht PPIX-angereicherten Umgebung. Die Befunde wurden
videodokumentiert und gleichzeitig schriftlich fixiert.

Bei einigen Préparaten wurden aus fluoreszierenden und nicht fluoreszierenden
Arealen Fluoreszenzspektren mittels des optischen Vielkanalanalysator (OMA-
System, SI-Spectroscopy & Imaging GmbH, Erwitte, Deutschland, generiert. Das
Fluoreszenzlicht wurde hierzu liber die Beobachtungsoptik des Zystoskops mittels
eines Strahlteilers auf dem Okular an einen flexiblen Lichtwellenleiter (HCN 600)
gekoppelt. Dieser war flir den spektralen Nachweis im Wellenlédngenbereich von A =

500-750 nm an den optischen Vielkanalanalysator angeschlossen.
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Auswertung und Beurteilung der PPIX-Anreicherung:

Sédmtliche mikroskopischen Befunde wurden von einer Pathologin (Prof. Dr. R.
Kniichel, Pathologisches Institut der Universitit Regensburg) erhoben.

Hierzu wurden die Gefrierschnitte fluoreszenzmikroskopisch (DM IRBE, Leica
GmbH, Wetzlar, Germany) untersucht, die korrespondierenden benachbarten
Schnitte Hadmalaun-Eosin-gefarbt und zur Identifikation der Lokalisation
lichtmikroskopisch (Axiolab, Carl Zeiss GmbH, Oberkochen, Germany) beurteilt.
Die Bewertung erfolgte nach 3 Kategorien: PPIX-Anreicherung im Stroma, den
benignen Driisenzellen und/oder den Karzinomzellen. Im Falle einer positiven
PPIX-Anreicherung wurde diese nochmals in stark oder schwach durch den
Untersucher stratifiziert.

Die Befunde wurden in dem in Tab. 4 dargestellten Auswertungsbogen festgehalten.

Stroma Benignes Malignes
Drisengewebe Drusengewebe

Fluoreszenz

Tab. 4: Klassifikation der PPIX-Anreicherung im humanen Karzinom
- =keine Fluoreszenz
+ = Fluoreszenz schwach

++ = Fluoreszenz stark
3.1.4. Nebenwirkungen und Komplikationen

Die Patienten wurden in den ersten 24 Stunden nach Applikation der 5-ALA nicht
direktem Kontakt mit Sonnenlicht oder starker kiinstlicher Beleuchtung ausgesetzt.
Das Auftragen spezieller Sonnenschutzcremes (,,sun-blocker*) auf die Haut oder das
Tragen von Gesichtsmasken wurde nicht durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der Leber- und Nierenfunktion wurden pri- und postoperativ die
entsprechenden Laborwerte (Kreatinin, Harnstoff, yGT, GOT, GPT, Bilirubin,
Quick-Wert) entnommen.

Eine routinemiBige Uberwachung der Kreislaufparameter (Puls, Blutdruck) wurde

pré-, intra- und postoperativ durchgefiihrt.
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3.2. Photodynamische = Therapie  bei  Patienten mit einem

Prostatakarzinom

Ziel dieser Untersuchungen war es, die bislang gewonnenen Erkenntnisse aus den
Kinetikuntersuchungen am humanen Karzinom, in einer ersten Pilotserie zu

tiberpriifen. Als Zielkriterien wurden Verdnderungen des PSA-Wertes definiert.
3.2.1. Patienten

Bei einem Patienten wurde im Rahmen einer radikalen Prostatovesikulektomie eine
intraoperative PDT der Prostata vor der Entfernung des Organs durchgefiihrt. Bei 3
Patienten erfolgte eine transurethrale interstitielle PDT und bei 2 Patienten wurde
ein perinealer Zugangsweg gewihlt. Alle Patienten wurden vor Durchfiihrung des
Verfahrens iiber die Studie mittels eines ausfiihrlichen Gespriachs und einer

Patienteninformation aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstindnis.

Intraoperative PDT:

Parameter Patient 1
Alter (Jahre) 64
Gewicht (kg) 120
Gleasonscore (priop) 5(2+3)
PSA (priop) (ng/ml) 6,6
ProstatagrofRe-TRUS (ml) 35

Transurethrale PDT:

Bei allen 3 Patienten war nach FErstdiagnose des Prostatakarzinoms eine
Strahlentherapie der Prostata durchgefiihrt worden. Der PSA-Wert war bei allen 3
Patienten nach Erreichen des Nadirs in 3 konsekutiven Messungen angestiegen und
die Prostatastanzbiopsien hatten bei allen Patienten vitales Tumorgewebe gezeigt,
so dass von einem Lokalrezidiv nach Durchfilhrung der Strahlentherapie

ausgegangen werden musste.
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Die Staginguntersuchungen (Computertomographie des Abdomens, Rontgen-

Thorax und  Skelettszintigraphie) hatten keinen Hinweis fiir eine
Fernmetastasierung erbracht.
Parameter Patient 2 Patient 3 Patient 4
Alter (Jahre) 58 71 69
Gewicht (kg) 140 70 83,5
Gleasonscore (priop) 6 (3+3) 7 (3+4) IIb
PSA (préop) (ng/ml) 8,7 5,9 7,5
ProstatagrofRe-TRUS (ml) 22 28 10

Perineale PDT:

Bei 2 Patienten wurde eine perineale PDT durchgefiihrt.

Patient Nr. 5 lehnte nach Erstdiagnose ein operatives Verfahren oder eine
Strahlentherapie ab. Patient Nr. 6 befand sich seit 3 Jahren in einer watchful-
waiting-Therapie. Aufgrund steigender PSA-Werte wurde die Indikation zur

aktiven Therapie gestellt.

Parameter Patient 5 Patient 6
Alter (Jahre) 74 76
Gewicht (kg) 80 64
Grading (praop) Glla -
PSA (praop) (ng/ml) 10,6 4,9
Prostatagroe-TRUS (ml) 55 26

3.2.2. Lasersystem, Lichtapplikationssystem und Lichtdosimetrie

Lasersystem

In der vorliegenden Studie diente ein Diodenlaser (CeralLas 633, BioLitec GmbH,
Jena) als Strahlungsquelle und emittierte die Wellenldnge 633 nm um den
Photosensibilisator in seiner 4. Q-Bande bei hinreichender optischer Eindringtiefe

in das Gewebe fiir die PDT anzuregen (siche Abbildung 2). Dieses System
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ermdglicht eine online Leistungskalibrierung an die vom Lichtapplikationssystem
distal abgestrahlte Leistung. Nach Eingabe der Bestrahlungsparameter Leistung und
Dauer wird das Laserlicht nach Aktivierung emittiert, schaltet entsprechend der
vorgegebenen Parameter automatisch ab und ist nach Positionswechsel des

Lichtapplikationssystems sofort wieder einsatzbereit.

ADbb. 2: Diodenlaser (CeraLas PDT 633, CeramOptec GmbH, Bonn)

Lichtapplikationssystem

Das Lichtapplikationssystem bestand aus einem Lichtwellenleiter mit distal
aufgesetzter Diffusorspitze von 10 mm aktiver Linge und 1,8 mm Durchmesser
(Model: IDI-112T-10, LF001; Indigo Medical — ETHICON Endo Surgery GmBH,
Norderstedt). Dieser Applikator entsprach in optimaler Weise der Voraussetzung fiir
die interstitielle PDT des PCA und kann mit einem konventionellen urologischen
Applikationssystem, das fiir die interstitielle Therapie der benignen
Prostatahyperplasie verwendet wird [Muschter und Hofstetter 1995], positioniert
werden. Eine nahezu homogene Abstrahlung entlang der aktiven Strahlerldnge
ermoglicht eine einfache und optimale Lichtdosimetrie.

Lichtdosimetrie

Auf der Basis tierexperimenteller Ergebnisse [Sroka et al 2003] wurde festgelegt,
dass auf einer den Diffusor in 4 mm Entfernung umgebenden Zylinderoberflédche
eine mittlere Energiedichte von 50 J/cm? appliziert werden soll. Der Diffusortip
emittiert nach Kalibrierung des Systems 0,5 W Laserlichtleistung auf einer aktiven

Lange von 10 mm. Die Beleuchtungsdauer pro Position des Diffusors im Gewebe
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3.2.3.

3.2.4.

betrdgt 500 s. Daraus resultiert eine applizierte Energie pro Position von 250 J.
Diese Dosimetrieparameter sind in Tab. 4 aufgelistet. In Abhéngigkeit der GroBe der
Prostata wurden unterschiedliche Positionen und individuell viele Einstiche
(Lichtapplikationen) gewéhlt. Die total applizierte Laserlichtenergie entsprich, dem
Produkt aus der Anzahl der Positionen und der pro Position applizierten Energie und

ist somit individuell.

Parameter fur die transurethrale PDT des PCA | Wert

Wellenldnge 635 nm

Distale Lichtleistung bei 1cm aktiver Strahlerlinge |0,5 W

Bestrahlungsdauer pro Position 500 s

Applizierte Energie pro Position 2507

Tab. 5: Dosimetrieparameter der PDT am humanen Karzinom

5-Aminolavulinsdure (5-ALA)

5-ALA (5-Aminolévulinsidure-Hydrochlorid; medac GmbH, Wedel, Deutschland)
wurde zur Herstellung einer gebrauchsfertigen Losung in Trinkwasser gelost. Nach
oben genanntem Schema erhielten die Patienten 20mg 5-ALA/kg KG (KG =
Korpergewicht des Patienten).

Alle Patienten erhielten die 5-Aminoldvulinsdure 3 - 5 Stunden préoperativ zum
Trinken.

Die Patienten wurden angehalten in den ersten 24 Stunden nach Aufnahme von 5-

ALA den Kontakt mit starkem Sonnenlicht zu meiden.
Versuchsablauf

Intraoperative PDT:

Nach préoperativer Applikation der 5-Aminolévulinsdure wurde eine retropubische
radikale Prostatovesikulektomie durchgefiihrt. Nach Eroffnung der endopelvinen
Faszie, Priaparation des Apex der Prostata und Durchtrennung der Harnréhre wurde
in typischer Weise die Prostata in der aszendierenden Operationstechnik nach Walsh

freigelegt [Walsh 1998]. Zu diesem Zeitpunkt bestanden suffiziente
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Durchblutungsverhéltnisse bei freiliegendem Organ. Nun wurden im Bereich des
Apex und im mittleren Drittel der Prostata insgesamt 3 Lichtwellenleiter (HCN 600)
hintereinander interstitiell platziert. In diesem Bereich war in der préoperativen
Prostatastanzbiopsie ein positiver Tumornachweis gefithrt worden. Die Induktion
der PDT erfolgte mit den unter 3.2.2. aufgefiihrten Bestrahlungsparametern. Nach
Abschluss der PDT wurde das Organ entfernt und der operative Eingriff mit der
Anastomosierung des Blasenhalses mit der Urethra beendet. Das Pridparat wurde in
flissigem Stickstoff eingefroren, bei -70°C gelagert und dann zur weiteren
histologischen Aufarbeitung in das Institut fiir Pathologie der Universitét

Regensburg gebracht. Der Transport erfolgte auf Trockeneis.

Transurethrale PDT:

Nach priaoperativer Applikation der 5-Aminoldvulinsdure wurden die Patienten
nach Einleitung des Narkoseverfahrens in Steinschnittlage gebracht.

Anschliefend erfolgte das videoendoskopische Eingehen in die Urethra mit dem
Zystoskop bis in die Prostataloge. Nach Durchfithrung einer orientierenden
Urethrozystoskopie mit préoperativer Videodokumentation des
SchieBmuskelspieles wurden die Lichtwellenleiter, unter Zuhilfenahme eines fiir
die  Laserkoagulation der benignen  Prostatahyperplasie  konzipierten
Applikatorensystems (Fa. Karl STORZ GmbH; Tuttlingen), in einem Winkel von
ca. 70° von der Urethra aus in die Seitenlappen der Prostata platziert.

Mittels transrektaler Ultraschallkontrolle in 2 Ebenen wurde die suffiziente
Lichtwellenleiterposition dokumentiert bzw. korrigiert. Die photodynamische
Therapie wurde entsprechend den o.g. Bestrahlungscharakteristiken durchgefiihrt.
Nach  Abschluss der Therapie wurde nochmals eine orientierende
Urethrozystoskopie durchgefiihrt, das SchlieBmuskelspiel gepriift und ein
Dauerkatheter eingelegt. In Abbildung (3) ist der komplette operative Aufbau
dargestellt.

Der Katheter wurde am 1. postoperativen Tag entfernt. Im Falle einer
beschwerdefreien Miktion wurden die Patienten aus dem stationdren Aufenthalt
entlassen.

Bei den 3 Patienten wurde zur Evaluierung moglicher therapiebedingter

Verianderungen des PCA am Tag vor der PDT und bis zum 8. Tag nach PDT eine
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MRT-Untersuchung bei 1,5T (Magnetom Vision, Siemens Medizinsysteme,
Erlangen) unter Einsatz der Endorektalspule durchgefiihrt.

Endokamer

<« Halterung fur

Zystoskop

Abb. 3: Operativer Aufbau zur transurethralen PDT.

Perineale PDT:

Nach préoperativer Applikation der 5-Aminoldvulinsdure wurden die Patienten
nach Einleitung des Narkoseverfahrens in Steinschnittlage gebracht.

Das Perineum des Patienten wurde eingestellt und ein speziell gefertigtes
Applikationssystem angebracht. Dieses, den Applikationssytemen der perinealen
Brachytherapie  dhnliche  Template, bestand aus einer rechteckigen
Metallkonstruktion in die in 0,5 cm groflen Abstinden vertikal und horizontal
Locher gestanzt waren. Uber die Locher konnten Lichtleiterfasern unter
transrektaler Ultraschallkontrolle in die Prostata eingefiihrt werden (Abb. 4).

In einem ersten Schritt wurde ein Template mit Haltenadeln in der Prostata fixiert.
Somit war gewahrleistet, dass die im Anschluss eingefiihrten Lichtleiterfasern in
definierten Abstidnden in vertikaler und horizontaler Richtung in der Prostata

platziert waren.
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Abb. 4:  Applikationssystem (Template) zur Steuerung der perinealen
Lichtleiterfaserapplikation

Der photodynamische Prozess wurde wieder mit Licht des Diodenlasers (CeralLas
PDT 633, CeramOptec GmbH, Bonn) der Wellenlédnge A = 633 nm induziert. Mittels
transrektalem Ultraschall war eine exakte Lokalisation und Dokumentation der
Lichtleiterpositionen moglich (Abb. 5). Nach Abschluss der perinealen PDT wurde

ein transurethraler Dauerkatheter eingelegt.

056 KLINIKIM ADER)
-UROLOE

Abb. 5: Transrektaler Ultraschallbefund in 3 Ebenen: Lichtleiterfasern in der Prostata
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3.2.5. Auswertung und Beurteilung der Befunde

Intraoperative PDT:

Zur Beurteilung moglicher frither Zellveranderungen durch die PDT wurde die
Prostata in den behandelten Abschnitten von Fr. Prof. Dr. R. Kniichel-Clarke
untersucht.

Transurethrale und perineale PDT

6 Wochen nach Durchfiihrung der PDT erfolgte die Bestimmung des PSA-Wertes.

Die weiteren Bestimmungen erfolgten in vierteljahrlichen Abstédnden.
3.2.6. Nebenwirkungen und Komplikationen

Die Patienten wurden bis 48 Stunden nach Aufnahme von 5-ALA hinsichtlich der
Entwicklung einer phototoxischen Hautreaktion beobachtet. Die Patienten wurden
angehalten in den ersten 24 Stunden nach Aufnahme von 5-ALA den Kontakt mit
starkem Sonnenlicht zu meiden. Das Auftragen spezieller Sonnenschutzcremes
(,,sun-blocker*) auf die Haut oder das Tragen von Gesichtsmasken wurde nicht
durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der Leber- und Nierenfunktion wurden pri- und postoperativ die
entsprechenden Laborwerte (Kreatinin, Harnstoff, yGT, GOT, GPT, Bilirubin,
Quick-Wert) entnommen.

Eine routinemiBige Uberwachung der Kreislaufparameter (Puls, Blutdruck) wurde

pré,- intra- und postoperativ durchgefiihrt.
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4, Ergebnisse

4.1. PPIX-Lokalisation

Um eine PDT mit 5-ALA induziertem PPIX im humanen Prostatakarzinom

durchzufiihren, war es erforderlich zunichst zu priifen,

1.  ob eine PPIX-Anreicherung im humanen Karzinom stattfindet,

2. inwiefern diese Anreicherung auf das gesamte Organ oder lediglich auf die

driisigen Anteile beschrinkt ist.

Nach Entnahme der Organe wurden diese in einem abgedunkelten Raum zunéchst
makroskopisch beurteilt. AnschlieBend erfolgte die Teilung der Prostata in
longitudinale, ca. 0,5 cm dicke Schnitte welche abhéngig von der GroB3e der Prostata
waren. Diese wurden systematisch vom Apex der Prostata bis zur Basis geschnitten
und nummeriert.

Die Schnittflichen wurden makroskopisch nach PPIX-Anreicherung mittels der Xe-
Bogen-Lampe beurteilt und zum Teil spektral untersucht. Nach Videodokumentation
erfolgten dann die Konservierung und der Transport zur weiteren fluoreszenz-
mikroskopischen- und histopathologischen Untersuchung die entsprechend den in
Kapitel 3.1.3. dargelegten Kategorien durchgefiihrt wurde.

In Tabelle 6 sind die histopathologischen Diagnosen der Prostatakarzinome mit dem

entsprechenden Fluoreszenzverhalten aufgefiihrt:

Untersuchungen zur Photodynamischen Therapie des humanen Prostatakarzinoms mit 5-Aminoldvulinsiure
induziertem Protoporphyrin IX



Ergebnisse 38

Nr. Gleason- | TNM PPIX-Anreicherung
Score Stroma Epithel Karzinom
1 5(3+2) pT2b,pN0,cMO ; } -
2 6 (3+3) pT2b, pNO, cMO - - T
3 7(4+3) pT3a, pNO, cMo - R T
4 5(3+2) pTlc, pNO, cMO - _ 2
5 6 (3+3) pT3a, pNO, cMO - - Tt
6 6 (3+3) pT3a, pNO,cM1 - - Tt
7 6 (3+3) pT2b, pNO, cMO _ _ y
8 8 (4+4) pT3a, pNO, cMO - _ Tt
9 6 (3+3) pT2b, pNO, cMO - - T
10 6 (3+3) pTla, pNO, cMO - - ?
11 6 (3+3) pT2b, pNO, cMO ; ; =
12 4 (2+2) pT2a, pNO, cMO - - Tt
13* 7(3+4) pT2b, pNO, cMO ; ) n
14 4 (2+2) pT2a, pNO, cMO - _ Tt
157 [7(3+4)  |pT2b, pNO, cMO - § ye

Tab. 6: PPIX-Anreicherung in den Prostatektomieprdparaten in Korrelation zum
Tumorstadium und Grading

(- = keine Fluoreszenz; + = Fluoreszenz schwach; ++ = Fluoreszenz stark)

? = Bei diesen Patienten fand sich im Prostatektomiepréiparat kein Tumor
* = ALA-Applikation 2 Stunden vor Organentnahme
* = ALA-Applikation 12 Stunden vor Organentnahme

Bei zwei Patienten war im Prostatektomiepridparat kein Karzinom mehr
nachweisbar. Alle iibrigen Karzinome zeigten eine vollstindige PPIX-Anreicherung.
Diese wurde bis auf eine Ausnahme als stark klassifiziert (12/13 ++; 1/13 +). Bei
dem Karzinom mit der schwicheren PPIX-Fluoreszenz handelte sich um denjenigen
Patienten, dem die 5-ALA 2 Stunden vor Entnahme der Prostata tber eine
Magensonde appliziert wurde.

Gleason Score, TNM-Klassifikation, Grading und Tumorvolumen wurden fiir jedes
Priparat einzeln beurteilt.

In keinem Fall (0/15) war eine PPIX-Anreicherung im Stroma der Prostatadriise

oder in benignen Driisenzellen nachzuweisen.
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Die Abbildungen 6, 7 und 8 verdeutlichen diesen Sachverhalt mit der Darstellung
eines typischen  PPIX-Spektrums und den  Gefrierschnitten in der

Fluoreszenzmikroskopie bei einem Patienten mit einem Gleason-6 Karzinom.

—— Tumorgewebe
—— Normalgewebe

1,5

1,0

0,5

Fluoreszenzintensitit [rel.Einh.]

0,0

500 550 600 650 700 750

Wellenldnge [nm]

Abb. 6 : Spektrale Untersuchung der Prostata nach Applikation von 5-ALA. Nachweis
eines typischen PPIX-Fluoreszenzspektrums gegeniiber dem normalen Gewebe
dieser Prostata (Stroma und Driisenanteile).

Abb. 7:  PPIX-Anreicherung in einem Prostata-Karzinom (Gleason 6). HE-Schnitt (links)
und korrespondierender Gefrierschnitt in der Fluoreszenzmikroskopie: Die PPIX-

Anreicherung ist auf das Karzinom beschridnkt. Das umgebende Stroma reichert
kein PPIX an.
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Abb. 8 : PPIX-Anreicherung in einem Prostata-Karzinom (Gleason 6). HE-Schnitt (links)
und korrespondierender Gefrierschnitt (rechts) in der Fluoreszenzmikroskopie:
VergroBerung von Abb. 7. Die VergroBerung verdeutlicht, dass die PPIX-
Anreicherung streng auf das Karzinom beschrinkt ist.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Photodynamische = Therapie bei  Patienten mit einem

Prostatakarzinom

Intraoperative PDT

Nach drei Applikationen von je 100 J/cm® iiber 1000s mit wurde das Organ

entnommen und anschliefend histopathologisch untersucht.

Es fanden sich in diesen Arealen multifokale Herde eines mittelgradig
differenzierten Adenokarzinoms mit z.T. cribriformem Wachstumsmuster mit
dazwischen liegendem Stroma. In diesen Arealen konnte der Nachweis von Herden
mit Zelldissoziationen und geringfiligiger Einblutung sowie Eipithelnekrosen gefiihrt

werden.

In Abbildung 9 ist ein HE-Schnitt aus diesem Bereich dargestellt.

Abb. 9: Prostatakarzinom bei Z. n. PDT. Nachweis von Zelldissoziationen und geringfiigigen
Einblutungen (rechts).

Transurethrale PDT

Pro 2-3 cm’ prioperativ transrektal bestimmtem Prostatavolumen erfolgte eine
Applikation mit 250-275 J. 6 Wochen nach Durchfiihrung der PDT wurden die
PSA-Werte bestimmt.

Bei allen Patienten kam es zu einem Abfall der PSA-Werte im Durchschnitt um
45%. Die geringe Fallzahl lieB3 einen statistischen Vergleich des PSA-Verlaufes
nicht zu. Bei allen 3 Patienten kam es nach Erreichen dieses Nadirs wieder zu einem

Anstieg des PSA, der nach 3-12 Monaten noch unter dem Ausgangswert lag.
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Abb. 10: PSA-Verlauf im Rahmen der transurethralen PDT

MRT-Untersuchungen

Bei allen 3 Patienten war vor und nach der PDT eine MRT-Untersuchung zur
Evaluierung moglicher bildgebend darstellbarer Verdnderungen durchgefiihrt
worden.

Wie in Abbildung 11 dargestellt, zeigte sich bei allen Patienten nach Durchfiihrung
der PDT eine Signalabnahme im Bereich des PCA in den T2-gewichteten Aufnahmen

sowie eine gering ausgeprigtes Odem der Prostata.
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4.2.3.

Abb. 11: T2-gewichtete MRT-Aufnahmen der Prostata vor (links) und nach (rechts) PDT.
Die Kreise umgeben das signalgeminderte Prostatakarzinom, das in diesem Bereich auch

stanzbioptisch nachgewiesen werden konnte.
Perineale PDT

Bei 2 Patienten wurde eine photodynamische Therapie mit perinealer Applikation der
Lichtleiterfasern durchgefiihrt. Die entsprechenden Bestrahlungscharakteristiken sind

Tab. 7 zu entnehmen.

Parameter Bestrahlungscharakteristiken

Patient 4 5
ProstatagroBe TRUS [sz] 55 26
Anzahl der Applikationen [n] 54 39
Op-Dauer [min] 280 240
Applizierte Gesamtenergie [J] 10.800 9.360

Tab. 7: Bestrahlungscharakteristiken der perineal behandelten Patienten

Bei beiden Patienten kam es nach PDT zu einem Abfall des PSA-Wertes um 30%
bzw. 50%. Im weiteren Verlauf war auch bei diesen Patienten wieder ein Anstieg

des PSA-Wertes zu beobachten.
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4.2.4.
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Abb. 12: PSA-Verlauf im Rahmen der perinealen PDT

Nebenwirkungen

Bei keinem dieser Patienten kam es intra- oder perioperativ zum Auftreten von

Komplikationen, im Sinne einer kutanen Phototoxizitdt, kardiopulmonalen
Storungen oder gastrointestinalen Nebenwirkungen.

Die postoperativ entnommenen Leberfunktionsparameter (y-GT, GOT, GPT, Quick-
Wert, PTT, PCHE) zeigten keine Veranderung zu den prioperativ entnommenen
Werten.

Die postoperativen Ultraschallkontrollen zeigten keinen Anhalt fiir eine
Harnstauung auf dem Boden einer Ureterobstruktion. Die Harnblasen konnten
und kontinent entleert werden, ohne Anhalt fiir

restharnfrei dysurische

Beschwerden.
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5. Diskussion

Untersuchungen des Tumorregisters Miinchen haben gezeigt, dass in den letzten
Jahren die Inzidenz des PCA in der méinnlichen Bevolkerung um 50 % zugenommen
hat.

Im Zeitraum 1987-1989 erkrankten im Stadtgebiet Miinchen 50,5 Ménner/100.000
Einwohner an einem Prostatakarzinom. 1996-1998 waren dies 100,9. Demgegeniiber
hat sich die Mortalitét in diesen Zeitraumen nicht verdndert und betrug je 100.000
Einwohner 30,3 (1987-1989) bzw. 30,6 (1996-1998) [Tumorregister Miinchen
20001].

Ein dhnlicher epidemiologischer Verlauf wird auch in den USA beschrieben. Daten
aus dem Department of Defense Center for Prostate Disease Research aus
Washington DC, zeigen eine signifikante Erhohung der organbegrenzten
Tumorstadien, verbunden mit einer Reduktion des Alters zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung [Moul et al. 2002].

Verantwortlich fiir diese epidemiologischen Veridnderungen ist in erster Linie die
breite Anwendung des prostataspezifischen Antigens im Rahmen der
Vorsorgeuntersuchungen des Prostatakarzinoms [Etzioni et al. 2002, Hammerer und
Semjonow 2000].

Durch den breiten Einsatz des PSA-Screenings ist es auch zu einem ,,Stadienschift™
gekommen. So lag der Anteil der Patienten in der ,,vor PSA-Ara“, die bereits bei
Diagnosestellung Metastasen aufwiesen, bei 33%. In den letzten Jahren ist dieser
Anteil im Bereich des Tumorzentrums Miinchen auf ca. 7% gesunken.

Das bedeutet, dass heutzutage mehr Prostatakarzinome diagnostiziert werden und
diese Karzinome vermehrt in einem lokal begrenzten, und damit potentiell kurativ
behandelbaren Stadium vorliegen.

Die potentiell kurativen Standardtherapieverfahren, die dem Patienten bei der
Diagnose eines lokal begrenzten Karzinoms zur Verfligung stehen, die radikale
Prostatovesikulektomie (RPVE) und die Strahlentherapie, weisen effiziente
onkologische Behandlungsergebnisse auf. So werden nach RPVE tumorspezifische
10 Jahres-Uberlebensraten von bis zu 95 % angegeben [Han et al. 2001]. Allerdings
ist der operative Eingriff mit einer nicht unerheblichen Rate an Komplikationen und
Folgeerscheinungen, wie der Inkontinenz und der Impotenz verkniipft (Catalona et

al. 1993, Eastham et al. 1996, Zincke et al. 1994).
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Stehen bei der RPVE die Impotenz und Inkontinenz sowie die operative Morbiditit
im Vordergrund dominieren bei der Strahlenbehandlung die akute, aber auch lang
anhaltende Strahlenzystitits, die Proktitis oder Enteritis [Andriole 1994, Lu-Yao et
al. 1993].

Die nicht unerheblichen Begleiterscheinungen der Strahlentherapie und RRP waren
in den letzten Jahren die Ursache fiir ein breites wissenschaftliches Interesse in der
Entwicklung alternativer bzw. minimal-invasiver Behandlungsmaf3nahmen.

Beim Hoch Intensiven Fokussierten Ultraschall (HIFU) fiihrt die Fokussierung
transrektal  applizierter =~ Ultraschallwellen in der Prostata zu einer
Koagulationsnekrose des Gewebes. Die Ablation durch thermische Energie wirft
allerdings mehrere Probleme bzw. Fragestellungen auf. Mittlerweile wurden
mehrere klinische Studien durchgefiihrt, die zeigen konnten, dass 50% der Patienten
postoperativ nicht mehr nachweisbare Serumwerte fiir das PSA aufweisen
(Chapelon et al 1999). Die Langzeitergebnisse stehen zur Zeit noch aus. Hinsichtlich
der initial beobachteten Stressinkontinenzen in bis zu 25 % der Fille wurde eine
Modifikation des Koagulationsfokus am Apex der Prostata vorgenommen [Thiiroff
und Chaussy 2001]. Aufgrund dieser Aussparung am Apex der Prostata erfolgt keine
Therapie in dieser Sicherheitszone, obwohl in diesem Bereich mit einer erhohten
Rate an Tumorwachstum gerechnet werden muss (Kausik et al. 2002). 30 % der
Patienten nach HIFU klagen im postoperativen Verlauf liber Harnverhalte und
ausgepragte dysurische Beschwerden [Beerlage et al. 2000]. Aus diesem Grunde ist
man dazu {iibergegangen, parallel zum HIFU eine transurethrale Resektion der
Prostata (TUR-P) durchzufiihren [Thiiroff und Chaussy 2001]. Diese Kombinations-
behandlung aus TUR-P und HIFU macht das Verfahren invasiver, und dariiber
hinaus ist die Hypothese ungeklirt, ob die PSA-Abfille nicht Ursache der parallel
durchgefiihrten TUR-P sind.

Die onkologischen Daten zur Kryoablation der Prostata werden sehr kontrovers
diskutiert. Donnelly et al. publizierten Daten einer prospektiven Phase-1I-Studie, in
der Patienten mit einem klinisch lokal begrenzten Prostatakarzinom mittels
Kryotherapie behandelt wurden [Donnelly et al. 2002]. Die Autoren
schlussfolgerten, dass es sich bei der Kryotherapie um eine effektive Option in der
kurativen Therapie des Prostatakarzinoms handelt. Diese Aussage muss allerdings
bei kritischer Wertung der Studie bezweifelt werden. Zwar war nach 5 Jahren fast

kein Patient an seinem Prostatakarzinom gestorben, jedoch wiesen nur insgesamt
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58,5 % der Patienten nach 5 Jahren keine Tumoraktivitidt, d.h. einen PSA < 0,5
ng/ml, auf. Bei mehr als 40 % der Patienten war nach 5 Jahren somit wieder eine
Tumoraktivitdt messbar. Neben den onkologischen Ergebnissen muss bei der
Kryotherapie auch die hohe Rate an Komplikationen als limitierender Faktor fiir
eine sogenannte minimal-invasive Methode [Beerlage et al. 2000]gelten.
Hinsichtlich der therapiebedingten Folgeerscheinungen berichteten 90 % der initial
potenten Ménner iiber eine anhaltende erektile Dysfunktion nach der Kryotherapie,
in 15 % der Fille war aufgrund protrahierten Abgangs von nekrotischem Schleim
eine transurethrale Resektion der Prostata notwendig und 18 % der Patienten wiesen
eine  Stressinkontinenz  unterschiedlicher Ausprigung auf. Die Autoren
schlussfolgerten, dass aufgrund der nicht unerheblichen Komplikationsraten und der
auch in dieser Studie ungeniigenden onkologischen Ergebnisse (38 %
progressionsfreies Uberleben nach 5 Jahren) die Kryotherapie keine Alternative in
der Behandlung des lokal begrenzten PCA sei.

Vor diesem Hintergrund versuchen derzeit mehrere Arbeitsgruppen mit der
Evaluierung der photodynamischen Therapie ein weiteres minimal-invasives
Verfahren mit effizienten onkologischen Ergebnissen in der Behandlung des lokal
begrenzten Prostatakarzinoms zu validieren.

Die PDT ist eine in der Urologie etablierte und umfangreich evaluierte
Behandlungsoption. Obwohl die PDT-Behandlung noch immer an die Expertise und
technische Ausstattung groflerer Zentren gebunden ist, hat diese Behandlungsform
v.a. beim Harnblasenkarzinom den experimentellen Status verlassen und wird bei
ausgewdhlten Patienten bereits in der Routine eingesetzt (Jichlinskli et al 2001).
Bisher haben sich allerdings nur sehr wenige Arbeitsgruppen mit der
phototherapeutischen Potenz der Photosensibilisatoren der II. Generation in der
Behandlung des PCA beschiftigt. Erste Tierexperimente der eigenen Arbeitsgruppe
konnten einen signifikanten Effekt dieser Therapie mittels 5-ALA induziertem PPIX
am PCA nachweisen (Zaak et al. 2004).

Aufbauend auf den in diesen tierexperimentellen Untersuchungen gewonnenen
Erkenntnissen war es das Ziel der vorliegenden Promotionsarbeit erste
Untersuchungen am humanen Karzinom durch zu fiihren.

Doch vor Durchfiihrung einer PDT am humanen Karzinom war es zundchst

erforderlich die  Anreicherung des  Photosensibilisators in  humanen
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Prostatakarzinomen nach zu weisen, d.h. die unabdingbare Vorrausetzung fiir eine
mogliche Therapie zu validieren.

Hierbei zeigte sich in allen untersuchten Prostatektomiepridparaten eine
hochselektive Anreichehrung des von PPIX, wohingegen in den benignen
Driisenabschnitten, als auch im umgebenden Stroma, sowohl spektral als auch
fluoreszenzmikroskopisch kein PPIX nachgewiesen werden konnte. Es zeigte sich
auch kein Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad des Tumors, dem
Gleason Score, den initialen PSA-Werten und der Intensitét der Fluoreszenz.
Entsprechend den von der eigenen Gruppe durchgefiihrten Kinetikuntersuchungen
konnte auch am humanen Karzinom eine suffiziente PPIX-Akkumulation ca. 4-6
Stunden nach Applikation der 5-ALA gezeigt werden. Die Kontrollen, bei denen
eine kiirzere oder langere Inkubationszeitgewéhlt worden war zeigten zwar auch
eine PPIX-Akkumulation, die jedoch schwicher war als nach ca. 4 Stunden.

Bei keinem der Patienten kam es wéhrend der Therapie zum Auftreten von
Komplikationen, insbesondere im Sinne einer kutanen Phototoxizitdt oder kardialer
Probleme. Die postoperativ durchgefiihrten Laboruntersuchungen beziiglich der
Leber- und Nierenfunktion zeigten ebenfalls keine pathologischen Ergebnisse.
Autfbauend auf diesen Erkenntnissen fiihrten wir dann in einem Pilotversuch erste
Untersuchungen zur PDT an Patienten mit einem Prostatakarzinom durch. Ziel
dieser Phase-I-Studie war zum einen die Durchfiihrbarkeit der Therapie zu
validieren und mogliche Nebenwirkungen zu dokumentieren. Als Parameter einer
moglichen Effizienz wurde bei diesen Patienten postoperative Verdnderungen des
PSA-Wertes definiert.

Nur wenige Arbeitsgruppen haben sich bislang ebenfalls mit dem klinischen Einsatz
der PDT beim humanen Prostatakarzinom beschiftigt. Neben der bereits erwéhnten
Studie von Windahl et al. gibt es bislang nur eine weitere Publikation zur PDT am
humanen Karzinom. Nathan et al. berichten {iber ihre Ergebnisse einer Phase-I/II-
Studie zur PDT, die beim Auftreten eines Lokalrezidives nach der Strahlentherapie
bei Patienten mit einem PCA durchgefiihrt wurde [Nathan et al. 2002]. In dieser
Studie wurde mTHPC als Photosensibilisator verwendet. Ziel der Studie war
einerseits die Effektivitit und zum zweiten die Sicherheit in der Anwendung zu
evaluieren. Die Autoren betonen, dass die PDT nicht ausgelegt war, die komplette
Driise zu behandeln, sondern zunichst anhand der postoperativen Stanzbiopsie und

der PSA-Verldufe Anhaltspunkte liber die Effektivitit der PDT bei Applikation bei
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unterschiedlichen Energiedosen zu gewinnen. Insgesamt wurde bei 14 Patienten eine
PDT mit perinealem Zugang der Lichtwellenleiter zur Prostatadriise durchgefiihrt.
Als Ausschlusskriterien wurden lokal fortgeschrittene Tumoren oder Fernmetastasen
definiert. Nach Applikation von 20 J (n = 5 Patienten) konnte bei keinem Patienten
ein Riickgang des PSA-Wertes im postoperativen Beobachtungszeitraum festgestellt
werden. 4 der Patienten, die nach Applikation von 20 J kein Ansprechen der PDT
gezeigt hatten sowie 9 weitere Patienten wurden daraufhin mit einer Energiedosis
von 50 J (n = 13 Patienten) behandelt. Bei 4 der 13 Patienten (30 %) trat kein PSA-
Abfall ein; diese Patienten wurden antiandrogen weiterbehandelt. Bei den iibrigen 9
Patienten wurden PSA-Abfille im Mittel um 60 % festgestellt. In der Folgezeit
konnten bei 5 von diesen 9 Patienten in den ersten 4 Monaten aktive Tumorzellen in
den stanzbioptischen Kontrollen der Driisen nachgewiesen werden. Bei allen 9
Patienten stieg der PSA-Wert innerhalb der ersten 6 Monate nach der Therapie
wieder an.

Die rein onkologischen Ergebnisse der Studie von Nathan et al. decken sich mit den
Daten unserer eigenen Patienten, obwohl sich die photodynamischen Therapien in
diesen beiden Studien in mehreren Punkten voneinander unterscheiden. In Tabelle 8
sind die Parameter der photodynamischen Therapie unserer Studie den Parametern
aus der Arbeit von Nathan vergleichend gegeniibergestellt.

Wie aus der Tabelle hervorgeht haben die 3 transurethral behandelten Patienten,
analog der Studie von Nathan et al. ein Lokalrezidiv nach Strahlentherapie
entwickelt. Bei den beiden Patienten, bei denen die Lichtwellenleiter perineal
appliziert wurden, war keine aktive Vortherapie ihres PCA erfolgt. Aufgrund der
hoheren Lichttoxizitit von mTHPC wurde weniger Energie appliziert. Nachteilig
wirkt sich diese Eigenschaft von mTHPC bei der kutanen Phototoxizitdt aus, die zur
Prophylaxe einen 14-tdgigen Sonnenschutz in der Arbeit von Nathan et al.

notwendig machte [Nathan et al. 2002].
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Nathan et al. Eigene Untersuchungen
Patienten 13 5
Photosensibilisator (PS) | mTHPC 5-ALA-induziertes PPIX
Applikation des PS 72 h vor PDT 5Shvor PDT
Zugang Perineal Perineal/transurethral
Anregungswellenldnge 652 nm 635/633 nm
Lichtwellenleiter bare fiber mit core diffusor tip

diameter 0.4mm
Leistung 100-150 mW 50-490 mW/cm
Energie 1600J/Patient 2724 J/Patient
PSA-Abfall nach PDT 9/13 5/5
Lichtschutz 14 Tage* 1 Tag

Tab. 8 : Parameter der Studie von Nathan et al. und den eigenen Daten zur PDT des

humanen Karzinoms.

Bei den bisherigen PDT-Patienten in unserer Studie war zunichst ein Abfall des
PSA-Wertes im Mittel um ca. 50 % festzustellen. Bei allen Patienten kam es auch in
unserer Serie im weiteren Verlauf zu einem erneuten Anstieg des PSA-Wertes,
dhnlich den Patienten in der Studie von Nathan. Somit wurde bei diesem Kollektiv
das primidre Studienziel erreicht, ein Ansprechen des PSA-Wertes im Sinne der
Reduktion des PCA-Verlaufsmarkers infolge der PDT zu evaluieren.

In der weiteren Entwicklung der PDT miisste es nun das Ziel sein, eine komplexe
Strategie zu entwickeln, um eine kurative Behandlung durchfiihren zu kdnnen.

Um eine komplette und damit kurative Behandlung der gesamten Driise
durchzufiihren, erscheint vor allen Dingen eine Optimierung der Faserapplikation
notwendig. Dies beinhaltet eine liberlappende Ausbelichtung der gesamten Prostata.
Insbesondere bei der transurethralen Applikation der Fasern ist diese
Grundvoraussetzung nur sehr diffizil zu realisieren. Aufgrund der Geometrie der
prostatischen Harnrohre ist derzeit eine interstitielle Faserapplikation von mehr als
70°-80° in die Seitenlappen der Prostata nicht realisierbar [Muschter und Hofstetter
1995]. Das bedeutet, dass das sphinkternahe Gewebe am Apex der Prostata nicht
komplett behandelt werden kann. Wie bereits in der Diskussion zum HIFU

aufgefiihrt, ist aber gerade in diesem Bereich eine Therapie erforderlich, da in bis zu
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25 % der Félle mit einem Tumorwachstum zu rechnen ist [Kausik et al. 2002]. Aus
diesem Grund erscheint der perineale Zugangsweg effizienter. Hier ist, analog der
Brachytherapie, eine komplette Behandlung der gesamten Driise mdglich.
Mittlerweile stehen zur Durchfiihrung der Brachytherapie Ultraschall-gesteuerte
Planungsprogramme zur Verfiigung, die in Kombination mit den kommerziell
erhdltlichen Applikationssystemen (Template) eine sichere Behandlung aller
Driisenabschnitte gewéhrleisten [Blasko et al. 2002, Langley und Laing 2002].
Analog der Studie von Nathan et al. fithrten wir vor und nach der PDT bei den 3
transurethral behandelten Patienten eine MRT-Untersuchung durch. Bei allen
Patienten in unserer Studie zeigten sich nach PDT ein Odem der Driise und eine
Signalminderung im Bereich des Prostatakarzinoms. Die gleichen Befunde wurden
in der Studie von Nathan et al. erhoben und entsprechen auch Untersuchungen aus
der eigenen Klinik, die nach interstitieller Thermotherapie eine — in diesem Falle
allerdings thermisch induzierte — Signalminderung im Sinne einer Nekrose
nachweisen konnten [Miiller-Lisse et al. 1998 und 1999].

Ein Vorteil der 5-Aminoldvulinsdure gegeniiber mTHPC, das in der Studie von
Nathan et al. verwendet wurde, konnte die Selektivitit und das geringere
Nebenwirkungsspektrum von 5-ALA sein. Die Patienten bendtigten nach
Applikation der 5-Aminoldvulinsdure keinen ausgeprdgten Lichtschutz. Im
Gegensatz dazu wiesen 5 von 14 Patienten in der Studie von Nathan trotz des
Lichtschutzes nach Applikation von mTHPC eine kutane Hautreaktion mit
Erythembildung auf. Auch bietet die 5-Amniolédvulinsdure gegeniiber mTHPC den
Vorteil der kiirzeren Inkubationszeit (4 vs. 72 h), so dass in Zukunft sogar eine
ambulante Durchfiihrung der PDT mit 5-ALA denkbar wire.

In der eigenen Untersuchung fand sich in den periurethralen Gefélnervenbiindeln
keine Akkumulation von PPIX. Dies konnte gegeniiber dem unselektiveren mTHPC
den Vorteil der Potenzerhaltung bei einer PDT mit 5-ALA-induziertem PPIX bieten.
In der Studie von Nathan berichteten 4 von initial 7 sexuell aktiven Ménnern nach
der PDT mit mTHPC {iiber das Auftreten einer erektilen Dysfunktion. Auch
hinsichtlich der Kontinenz wiesen 4 (= 28 %) von 14 Patienten in der mTHPC
Studie nach der Behandlung eine Stressinkontinenz unterschiedlichen Ausmalfes
auf. Bel einem Patienten trat nach einem Monat eine rekto-urethrale Fistel auf, die
auf die Durchfiihrung der transrektalen Prostatastanzbiopsien nach der Therapie

zuriickgefiihrt wurde. Dahingegen berichtete kein Patient in unserer Studie nach
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Durchfithrung der PDT mit 5-ALA-induziertem PPIX iiber einen unwillkiirlichen
Harnabgang oder Defdkationsprobleme hervorgerufen durch eine Verletzung des
urethralen Sphinkters oder des Rektums.

Bei einem Patienten hatten wir vor Durchfiihrung des perinealen und transurethralen
PDT-Kollektives in einer Pilotuntersuchung wihrend der RPVE unmittelbar vor der
Organentnahme intraoperativ eine PDT der beiden Seitenlappen vorgenommen um
mogliche frithe Verdnderungen der PDT an den Zellen zu dokumentieren.
Hinsichtlich des Zielkriteriums dieser Pilotuntersuchung konnte in den behandelten
Prostataabschnitten der Nachweis von Herden mit Zelldissoziationen und
geringfiligiger Einblutung, sowie Epithelnekrosen gefiihrt werden. Inwiefern diese
Verdnderungen auf die PDT zuriickzufiihren sind oder lediglich auf das Einfiihren
der Laserfaser, bleibt ungekldrt. Untersuchungen von Ernst et al. konnten
lichtmikroskopisch nach PDT mit Photofrin® am Dickdarm von Wistar-Ratten und

Nacktmdusen ebenfalls frithe Zellveranderungen nachweisen [Ernst et al. 1992].

In Bezug auf die initial definierten Fragestellungen (siehe II) der vorgelegten Arbeit

1. Reichert sich Protoporphyrin IX nach exogener Applikation von 5-
Aminolévilinsdure im humanen Prostatakarzinom an?
2. Hat eine photodynamische Therapie mit 5-Aminolédvulinsdure-induziertem

Protoporphyrin IX einen Effekt auf das humane Karzinom?

kann somit abschlieBend festgehalten werden:

e 5-ALA induziertes PPIX reichert sich nach exogener Applikation von 5-
Aminolédvulinséure in humanen Prostatakarzinomen hochselektiv an.

e Die ersten klinischen Daten belegen die Mdoglichkeit der Durchfithrung einer 5-
ALA-Applikation bei Patienten mit einem Prostatakarzinom bei gleichzeitig
geringem Nebenwirkungsprofil.

e Die ersten Daten zeigen anhand der Reduktion PSA-Wertes einen Einfluss auf
das Karzinom.

e Das weitere Potenzial muss insbesondere unter der Berlicksichtigung des

Zugangsweges fir die Faserapplikation (perineal anstatt transurethral) in
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weiteren Phase I/II-Untersuchungen evaluiert werden. Die Durchfiihrung einer
entsprechenden Studie zur Evaluierung der Sicherheit und der Effektivitit
mittels eines perinealen Zugangs ist fiir das Jahr 2005 vorgesehen.

e Aufgrund der Inkubationszeit und des geringen Nebenwirkungsspektrums der 5-
Aminoldvulinsdure ist eine ambulante Therapie ohne wesentliche

Beeintrachtigung der Lebensqualitit der Patienten denkbar.
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6.

Zusammenfassung

In den westlichen Industrienationen ist das Prostatakarzinom (PCA) derzeit die am
haufigsten diagnostizierte Krebserkrankung des Mannes. Neben einer Verdoppelung
der Inzidenz wird in den letzten 15 Jahren eine Zunahme der lokal begrenzten
Tumorstadien beobachtet, was auf die Anwendung des prostataspezifischen
Antigens (PSA) im Rahmen der Fritherkennung zuriickgefiihrt wird. Die radikale
operative Entfernung der Prostata mit den anhdngenden Samenblasen
(Prostatovesikulektomie) und die Strahlenbehandlung stellen die kurativen
Therapieverfahren der Wahl fiir Patienten mit lokal begrenzten Tumorstadien dar.
Diese Standardtherapieverfahren weisen zwar onkologisch effiziente Daten auf, sind
aber mit zum Teil fir die Lebensqualitit erheblich beeintrichtigenden
Nebenwirkungen und Folgeerscheinungen, wie zum Beispiel
Blasenentleerungsstorungen und erektiler Dysfunktion vergesellschaftet.

Vor diesem Hintergrund wird seit einigen Jahren in der Urologie nach

therapeutischen, minimal-invasiven und selektiven Alternativen gesucht.

Eine solche Alternative konnte in dem Einsatz eines athermischen und selektiven
Behandlungsverfahrens, wie der Photodynamische Therapie (PDT) liegen. Durch
die Interaktion eines im Tumorgewebe selektiv angereicherten Photosensibilisators
mit Licht geeigneter Wellenldnge fiihrt die Photodynamische Therapie (PDT) zur

selektiven Schadigung des den Photosensibilisator anreichernden Gewebes.

Experimentelle Untersuchungen an Tumormodellen des Hundes und der
Copenhagen-Ratte konnten zeigen, dass mittels einer PDT - nach Applikation von 5-
Aminoldvulinsdure (5-ALA), die in Tumorzellen zur Anreicherung von
phototherapeutisch aktivem Protoporhyrin IX (PPIX) fiihrt - eine tumorselektive

Nekrose induziert werden kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, aufbauend auf diesen experimentellen
Untersuchungen, erste Studien am humanen Prostatakarzinom durchzufiihren mit

den Fragestellungen
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1. Reichert sich PPIX nach exogener Applikation von 5-ALA im Humanen
Prostatakarzinom an?
2. Hat eine PDT mit 5-ALA-induziertem PPIX einen Effekt auf den PSA-Wert bei

Patienten mit einem Prostatakarzinom?

Zur Validierung der ersten Fragestellung, die eine unabdingbare Vorraussetzung fiir
die Durchfithrung weiterer Untersuchungen darstellt, wurde bei 15 Patienten im
Rahmen der Durchfilhrung einer radikalen Prostatovesikulektomie die
Anreicherung von Protoporphyrin IX- nach systemischer Applikation von 5-ALA in
den entnommenen Prostaten untersucht.

Hierbei zeigten alle Karzinome eine vollstindige PPIX-Anreicherung, wohingegen
in den benignen Driisenabschnitten als auch im Stroma der Prostatadriisen keine
PPIX-Akkumulation sowohl spektralanalytisch als auch fluoreszenzmikroskopisch
nachweisbar war.

Autfbauend auf diesen Erkenntnissen wurde im Rahmen der zweiten Fragestellung in
einer Pilotuntersuchung bei Patienten mit einem nachgewiesenen Prostatakarzinom
der Effekt einer photodynamischen Therapie bei intraoperativer, transurethraler oder
perinealer Applikation von Lichtleiterfasern auf den PSA-Wert, untersucht. Bei allen
Patienten konnte gezeigt werden, dass es nach Durchfithrung einer PDT zu einer
signifikanten Abnahme des PSA-Wertes, als Surrogat-Marker, kommt. Dieser
Sachverhalt konnte auch histologisch und mittels MRT-Untersuchungen bestitigt
werden. Bei keinem der Patienten kam es zum Auftreten von Nebenwirkungen Im
weiteren Verlauf war zwar ein erneuter Anstieg des PSA-Wertes fest zu stellen,

dieser wies jedoch bei Wiederholung der Therapie einen erneuten Abfall auf.
Somit kann abschlieBend konstatiert werden:
e PPIX reichert sich nach oraler Applikation von 5-ALA im humanen
Prostatakarzinom selektiv gegeniiber dem Stroma und den benignen

Driisenabschnitten an.

e Der Einfluss einer PDT auf Patienten mit einem Prostatakarzinom konnte

anhand signifikanter PSA-Wert Verdnderungen gezeigt werden.
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e Aufgrund des giinstigen Nebenwirkungsprofils erscheint eine ambulante
Therapie ohne wesentliche Beeintrachtigung der Lebensqualitit der Patienten

denkbar.

e Die Moglichkeit der Repetition ist gegeben.

e Weitere Untersuchungen miissen dringende Fragstellungen hinsichtlich des
Applikationsmodus der Lichterleiterfasern (perineal) kldren. Diese
Untersuchungen sind fiir das Jahr 2005 im Klinikum GroBhadern

vorgesehen.
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