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Zusammenfassung

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass das rezidivfreie Uberleben von Patienten mit
Glioblastomen oder Meningeomen stark von der Radikalitat der Tumorresektion abhangt
(Simpson, 1957; McGirt et al.,, 2009; Nanda et al., 2015). In den letzten Jahren hat
insbesondere bei der Resektion von Glioblastomen der Einsatz von 5-Aminolavulinsdure (5-
ALA) bei fluoreszenzgestitzter Tumorresektion zur Verlangerung des rezidivfreien
Uberlebens der Patienten gefiihrt (Stummer et al., 2006). Die Fluoreszenz wird bei diesem
Verfahren mit Hilfe eines speziellen Operationsmikroskops rein subjektiv durch den

Operateur eingeschatzt.

Ziel dieser Arbeit war es, laborexperimentell an Glioblastomen und Meningeomen ein

objektives Verfahren zur Fluoreszenzquantifizierung zu untersuchen.

Hierfir wurde der Prototyp eines Fiberoptikspektrometer mit kleiner Handsonde
(Oceanoptics) getestet, welches potenziell im OP eingesetzt werden kénnte und die
Ergebnisse mit einem kommerziellen Spektrometer, dem Microplatereader Safire (Tecan),
verglichen. Im ersten Schritt wurden Verdiinnungsreihen mit bekannten Protoporphyrin IX
(PPIX)-Konzentrationen mit beiden Spektrometern vermessen (Kalibrierung). PPIX ist ein
Stoffwechselprodukt der 5-ALA und fir die in Tumorzellen beobachtete Fluoreszenz
verantwortlich. In einem zweiten Schritt wurden sieben Glioblastom- und zehn
Meningeomproben von Patienten mit dem Fiberoptikspektrometer vermessen. Dabei
wurden Fluoreszenzmessungen mit unterschiedlichen Abstianden zwischen Fibersonde und
Tumorprobe durchgefiihrt (0 bis 2 Millimeter in 0.5 Millimeter-Intervallen). Weiterhin
wurden die Proben im Safire-Spektrometer vermessen.

Ein linearer Zusammenhang konnte fir die Verdinnungsreihen durch die
Fluoreszenzvermessung mit beiden Spektrometern gezeigt werden (Fiberoptikspektrometer:
R’=93.5%; F=492.114; p<0.001; Safire: R?=99.1%; F=5015.284; p<0.001). Bei der
Tumorfluoreszenzvermessung zeigten Glioblastome bei jedem Abstand zwischen Fibersonde
und Tumor eine signifikant héhere Fluoreszenz als Meningeome. Der Zusammenhang
zwischen Distanz von Fibersonde zu Tumorgewebe und Fluoreszenzintensitat erwies sich als
quadratisch abnehmend (Glioblastome: R®=0.226; F=4.683; p<0.5; Meningeome: R?=0255;



F=8.042; p<0.01). Um das unterschiedliche Fluoreszenzverhalten der Tumore weiter
abzuklaren, wurde immunbhistologisch die Ferrochelataseaktivitat (FECH) bestimmt, welche
als Schrittmacher im Protoporphyrin IX-Metabolismus gilt (Hefti et al., 2011).

Das getestete Fiberoptikspektrometer erwies sich gegeniliber dem Safirespektrometer als
weitgehend gleichwertiges Instrument zur Messung der PPIX-Fluoreszenz. Gegenilber dem
Safirespektrometer hat es den groBen Vorteil, dass nicht nur eine Lésung bzw. Suspension
sondern auch natives Tumorgewebe direkt vermessen werden kann. Weiterhin konnte das
Fiberoptikspektrometer ein unterschiedliches Fluoreszenzverhalten zwischen Glioblastomen
und Meningeomen nachweisen. Dies war durch eine rein subjektive Betrachtung nicht
moglich. Insgesamt denken wir, dass das Verfahren leicht in den klinischen Alltag integriert
werden kann und dort z.B. durch ein ,Scannen” der Tumorgrenzen nach Tumorexstirpation
eine residuelle Tumorinfiltration anzeigen kann. Dies wiirde eine radikalere Tumorresektion
ermoglichen. In weiteren Studien wird aktuell geprift, wie sich das Fluoreszenzverhalten von

Tumoren im Ubergangsbereich zu normalem Gewebe verhilt.
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1 Einleitung

In der neurochirurgischen Therapie der Glioblastome zeigte sich durch die Einfiihrung der
fluoreszenzgestiitzten Tumorresektion eine signifikante Uberlebenszeitverldngerung der
Patienten (Stummer et al.,, 2006). Zur fluoreszenzgestiitzten Resektion wird die 5-
Aminolavulinsdure (5-ALA) verwendet. Diese wird in héherem Mafe von Tumorzellen als
vom physiologischen Gehirngewebe aufgenommen und zu Protoporphyrin IX (PPIX)
verstoffwechselt (Peng et al., 1997). Durch die Eigenschaft des PPIX unter Blaulicht rot zu
fluoreszieren, ist es dem Operateur moglich, das rot fluoreszierende Tumorgewebe von dem
nicht fluoreszierenden Hirngewebe besser zu unterscheiden und somit geringste
Tumorreste, die mittels konventioneller Operationsmethode nicht erkennbar waren, zu
entfernen.

Die fluoreszenzgestitzte Tumorresektion wird in experimentellen Studien heute auch bei
Meningeomen getestet und zeigt bei diesen Vorteile fir den Patienten. Auch wenn
Meningeome im Allgemeinen als gutartig und gut therapierbar gelten, zeigen sich
insbesondere bei hohergradigen Meningeomen (WHO Grad Il und Ill) haufiger Rezidive. Vor
allem bei Patienten mit WHO Grad Il und Il Meningeomen zeigte sich ein Benefit durch die
fluoreszenzgestitzte Resektion (Cornelius et al., 2014).

Die fluoreszenzgestiitzte Resektion erfolgt heute durch Operationsmikroskope mit speziellen
Lichtfiltern. Die Einschatzung der Fluoreszenzsignalstarke wird subjektiv vom Operateur
getroffen und ist damit stark von der Expertise des Operateurs abhangig. Dabei erschweren
u.a. ein unterschiedlicher Betrachtungsabstand und Betrachtungswinkel die Einschatzung
der Fluoreszenzstarke. Insbesondere in Resektionshohlen ist es schwierig, die Fluoreszenz
richtig einzuschatzen (Kim et al., 2010 ; Rapp et al.,, 2014). Um Fluoreszenz objektiv zu
messen, entwickelten Kim et al.(2010) eine Methode, die auf einem kleinen Spektrometer
und einer fiberoptischen Sonde basiert, welche direkt dem Tumorgewebe aufgelegt werden
kann und es ermdglicht, Fluoreszenzsignale quantitativ zu erfassen (Kim et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wird die Ubertragbarkeit dieser Methode sowie die klinische
Anwendbarkeit im Rahmen der Gliom- und Meningeomchirurgie in der Neurochirurgischen

Klinik des Universitatsklinikums Disseldorf eingehend untersucht.



1.1 Biochemische Eigenschaften der 5-Aminolavulinsdure

Bei der 5-ALA handelt es sich um eine Aminosaure, welche physiologisch im Organismus von
Saugetieren gebildet wird und eine Vorstufe des Hams darstellt. Wie bei Peng et al.(1997)
dargestellt, umfasst die Hambiosynthese 8 enzymatische Reaktionen, welche teilweise im
Mitochondrium und teilweise im Zytosol stattfinden: Im ersten Schritt wird aus einem
Succinyl-CoA und einem Glycin durch die ALA-Synthase im Mitochondrium 5-ALA gebildet.
Dieses gelangt ins Zytosol. Hier wird es Uber drei enzymatische Reaktionen zu
Coproporphyrinogen |ll weiter verstoffwechselt und gelangt anschlieBend wieder ins
Mitochondrium. Die Protoporphyrinoxidase wandelt Coproporphyrin Il in Protoporphyrin IX
(PPIX) um. In einem letzten Schritt wird durch die Ferrochelatase aus dem PPIX und einem
Eisen-lon das Ham synthetisiert (Peng et al., 1997). Der oben beschriebene Stoffwechselweg

ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1 Vereinfachte Schemazeichnung der Himbiosynthese, orientiert an Peng et al., 1997



1.2 Veranderung des Hambiosynthesewegs in neoplastischen

Zellen

Fir einige Tumore konnte gezeigt werden, dass ihre neoplastischen Zellen eine andere
Zusammensetzung und Aktivitat der Enzyme des Hambiosynthesewegs besitzen. So war
haufig die Aktivitdit der ALA-Synthase und der Porphybilinogen-Desaminase erhoht,
wohingegen die Aktivitat der Ferrochelatase verringert war. Diese Kombination flihrt zu
einer Akkumulierung des PPIX in neoplastischen Zellen, in welchen grundsatzlich ein hoherer

Stoffwechsel herrscht (Bedwell et al., 1992; Hefti et al., 2011).

1.3 Medizinische Einsatzméglichkeiten der 5-Aminolavulinsdure —

und Bedeutung seines Stoffwechselprodukt PPIX

Zwei Eigenschaften machen das PPIX fur den medizinischen Einsatz interessant. Zum einen
lasst sich PPIX unter Bestrahlung mit einem blauen Exzitationslicht zu roter Fluoreszenz
anregen. Daraus entsteht die Moglichkeit der photodynamischen Diagnostik (PDD), bei der
zwischen neoplastischen Zellen mit hoher PPIX—Konzentration gegeniber normalen Zellen
mit niedrigen PPIX Spiegeln differenziert werden kann (Colditz et al., 2012). Zum anderen
besitzt PPIX in hohen Konzentrationen die Eigenschaft, auf Zellen photosensibilisierend zu
wirken. Diese Eigenschaft macht man sich bei der photodynamischen Therapie (PDT) zu
Nutze, indem durch eine Bestrahlung mit monochromatischem Licht der Wellenlange
635 nm eine vermehrte Radikalbildung und der Zelltod induziert werden (Juzeniene et al.,
2007). PDT und PDD werden in vielen verschiedenen medizinischen Bereichen angewandt
(Kennedy et al., 1990; Juzeniene et al., 2007). In der Neurochirurgie hat sich vor allem die
PDD bei Glioblastomen in Form der ALA-gestiitzte Tumorresektion klinisch etabliert und zu

einer Verlangerung der Uberlebenszeit der Patienten gefiihrt (Stummer et al., 2006).

1.4 Das Glioblastom

Die Glioblastome gehoren in die Gruppe der Gliome und stellen mit einer Inzidenz von 0.59
bis 3.69 pro 100.000 Personen den haufigsten Subtyp der astrozytiren Tumore beim
Erwachsenen dar, wobei Manner im Verhaltnis von drei zu zwei haufiger betroffen sind als
Frauen. Es zeigt sich eine Haufung der Erkrankung im sechsten Lebensjahrzehnt (Ostrom et
al., 2014). Sie werden nach der WHO Klassifikation den Grad IV Gehirntumoren zugeordnet

und entstehen entweder aus Astrozytomen eines niedrigeren WHO Grades wie z.B. aus
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einem anaplastischen Astrozytom (WHO l1ll) oder de novo. Glioblastome gehen von den
astrozytischen Gliazellen aus, zeigen ein infiltratives Wachstum und gehen mit einer duRerst
schlechten Fiinfjahresiiberlebensrate von unter fiinf Prozent einher. Das mediane Uberleben
nach Diagnosestellung liegt heute auch unter optimaler Therapie meistens bei nur 12 bis 15
Monaten (Sant et al.,, 2012). Es gibt positive prognostische Faktoren, welche die
Uberlebenszeit der Patienten verldngern kénnen. Zu diesen gehdren ein hoher Karnofsky
Index, ein vorzugsweise junges Patientenalter und in besonderem MaRe die Radikalitat der
Resektion des Tumors (Grabowski et al., 2014; Stupp et al., 2005; Bloch et al., 2012).

Die Symptome eines Glioblastoms kénnen sich beim Patienten anfangs sehr heterogen
manifestieren. Es zeigen sich hadufig Symptome eines erhohten Hirndruckes. Jiingere
Patienten fallen dabei haufig mit fokalen oder seltener generalisierten epileptischen
Anfallen auf, wobei altere Patienten haufiger durch Symptome einer kognitiven Verwirrung

auffallig werden (Posti et al., 2014).

1.4.1 Praoperative Diagnostik

Eine entscheidende Rolle in der praoperativen Diagnostik und Klassifikation der
Glioblastome spielt die Bildgebung. Durch diese konnen Aussagen zu Lokalisation,
Operabilitat und Aggressivitat des Tumors gemacht werden. Dabei hat die
kontrastmittelgestiitzte Magnetresonanztomografie (MRT) die Computertomografie (CT) in
den meisten Neurochirurgischen Kliniken weitestgehend verdrangt. Diese wird
standardmaRig mit gadolinumhaltigen Kontrastmittel durchgefiihrt (Treister et al., 2014). In
der MRT zeigen Glioblastome gegeniber niedriggradigeren Astrozytomen haufig eine
starkere Kontrastmittelaufnahme, die charakteristischerweise girlanden- oder ringférmig ist.
Es zeigen sich hiufig ausgedehnte Nekrosen und ein ausgeprigtes perifokales Odem. Das
Ausmal’ der Kontrastmittelaufnahme, die GrofRe der Nekrose und die GroRe des perifokalen

Odems sind invers mit der Uberlebenszeit des Patienten korreliert (Lacroix et al., 2001).



Abbildung 2 Frontalschnitt eines Schidel MRTs in T1 Abbildung 3 Horizontalschnitt des Schidel MRTs
mit Kontrastmittel (KM) eines Glioblastompatienten in T1 Sequenz mit KM eines Glioblastompatienten
aus unserer Studie (Pfeilmarkierung Tumor) aus unserer Studie (Pfeilmarkierung Tumor)

1.4.2 Histologische und molekulargenetische Diagnostik

Postoperativ wird eine histologische Differenzierung durchgefihrt und die Diagnose des
Glioblastoms gesichert. Das Glioblastom wird der groBen Gruppe der neuroepithelialen
Tumoren zugeordnet und zeigt ein histologisches Bild mit hoher Zelldichte, welche starke
Zell- und Kernpolymorphien aufweisen. Des Weiteren zeigen sich haufig ausgepragte
Nekrosen, die teils strichformig imponieren und teils palisadenartig von Tumorzellen
umrandet sind (Kl6ppel et al., 2012). Zur Bestimmung der Aggressivitat des Tumors wird der
MIB1/Ki67 Index bestimmt, der bei hoher Aktivitat auf eine schlechte Prognose des
Patienten hinweist — positive Korrelation des MIB1/Ki67 Index zu Aggressivitat (Johannessen
and Torp, 2006). Eine weitere Saule der postoperativen Diagnostik ist die
molekulargenetische Untersuchung des Tumorgewebes. Hier wird die Aktivitat der
Methylguanine-DNA Methyltransferase (MGMT) untersucht, indem Uberprift wird, ob die
Promotorregion der MGMT methyliert ist. Durch Methylierung der MGMT-Promotorregion
wird dieses Enzym inaktiviert, wodurch alkylierende Substanzen (z.B. Temozomolid) eine
starkere zytotoxische Wirkung an dem Gewebe entfalten kénnen (Weller et al., 2010; Weller

et al., 2015; Tanboon et al., 2015).



1.4.3 Therapie

Bei Glioblastomen wird heute moglichst eine Dreifachtherapie angewandt bestehend aus
einer moglichst radikalen Resektion, einer adjuvanten partiellen Bestrahlung des Schadels im
Bereich des Resttumors und eine Chemotherapie mit Temozomolid (Mirimanoff et al., 2006;
Stummer et al., 2006; Eljamel, 2015; Della Puppa et al., 2014a; Julka et al., 2013). Die
Operation wird im Allgemeinen mit Hilfe eines speziellen Operationsmikroskops in Form
einer 5-ALA fluoreszenzgestiitzten Resektion durchgefiihrt (Coburger et al., 2015; Stummer
et al., 2006).Das Operationsmikroskop besitzt zwei Lichtquellen. Zum einen eine Lichtquelle,
die weildes Licht aussendet und bei jedem konventionellen Operationsmikroskop eingesetzt
wird. Zum anderen besitzt das Operationsmikroskop zur fluoreszenzgestiitzten Resektion
eine Blaulichtquelle (405 nm), welche die vom Tumor selektiv aufgenommene 5-ALA zur
roten Fluoreszenz anregt. Durch dieses Verfahren ist es dem Neurochirurgen moglich, eine
radikalere Exstirpation des malignen Gewebes durchzufiihren und gleichzeitig das gesunde
Gewebe zu schonen, wodurch eine Uberlebenszeitverlingerung der Patienten erreicht
werden kann (Stummer et al., 2006).

Die Bestrahlung der Patienten erfolgt als adjuvante partielle Schadelbestrahlung. Durch ein
postoperatives, magnetresonanztomographisches oder computertomographisches Bild wird
das Bestrahlungsfeld mit dem Resttumor bzw. dem Resektionsrand ausgewahlt und
fraktioniert in mehreren Sitzungen mit einer Gesamtdosis von 60 Gy bestrahlt (Fiveash and
Spencer, 2003; Sultanem et al., 2004).

Bei dem als Chemotherapeutikum mittlerweile standardmaRig eingesetzten Temozomolid
handelt es sich um ein oral eingesetztes Alkylanz, welches die DNA-Replikation Uber
Methylierungen hemmt und das Wachstum der Glioblastomzellen verlangsamt (Stupp et al.,

2001; Mirimanoff et al., 2006).

1.5 Das Meningeom

Die Gruppe der Meningeome macht ca. 30 Prozent aller Gehirntumore aus. Meningeome
kommen in einem Verhiéltnis von zwei zu eins haufiger bei Frauen als bei Mannern vor, mit
einem Altersgipfel im sechsten Lebensjahrzehnt (Wiemels et al., 2010). Fir die Entstehung
der Meningeome werden als sehr wahrscheinliche Riskofaktoren eine Schadelbestrahlung in
der Kindheit und die Neurofibromatose Typ 2 verantwortlich gemacht (Ron et al., 1988;

Lamszus et al.,, 2000). Die Meningeome werden je nach Infiltrations- und



Wachstumsverhalten nach WHO in die Grade | bis Il eingeteilt. Uber 90 Prozent werden
dem gutartigen WHO Grad | zugeordnet, finf bis sieben Prozent dem atypischen
Meningeom WHO Grad Il und ein bis drei Prozent dem bdsartigen Meningeom WHO Grad Il
(Pasquier et al., 2008). Meningeome kdnnen sowohl intrakraniell als auch intraspinal
vorkommen. Intrakraniell sind die haufigsten Lokalisationsorte parasagittal, an der Falx
cerebri, an der Konvexitdat der GroBhirnhemisphdren, am Keilbeinfligel und an der
Olfaktoriusrinne (Moskopp et al., 2005).

Die Symptome, mit denen sich die Patienten vorstellen, sind sehr heterogen und abhangig
von GrofRe und Lokalisation des Tumors. Bei groflen Tumoren kénnen sich Symptome eines
gesteigerten Hirndrucks mit Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen zeigen. Bei kleineren
Tumoren spielt die Lokalisation die entscheidende Rolle hinsichtlich des fokal
neurologischen Defizites. Eine weitere haufige Manifestation sind epileptische Anfalle. Nicht
selten handelt es sich bei Meningeomen um inzidentelle Funde bei bildmorphologischen

Aufnahmen des Kopfes im Rahmen anderer Ereignisse (Lumenta, 2010).

1.5.1 Praoperative Diagnostik

Bei Verdacht auf ein Meningeom sollte analog zu anderen Hirntumoren eine
kontrastmittelgestlitzte computertomografische oder magnetresonanztomografische
Bildgebung erfolgen. Diese gibt erste Hinweise beziiglich Atiologie der Raumforderung und
ist zur prdaoperativen Planung unerlasslich. Bei niedriggradigen Meningeomen (WHO Grad 1)
findet sich eine homogene kontrastmittelaufnehmende Raumforderung mit Kontakt zu den
Hirnhauten. Eine inhomogene Kontrastmittelaufnahme mit Kontakt zu den Hirnhauten lasst
an ein hohergradiges Meningeom (WHO Grad Il oder Grad Ill) denken (Moskopp et al.,
2005).



Abbildung 4: MRT Bild mit Meningeomen (WHO 1) von einem Patienten aus unserer
Studie ( Tumor durch rotes Kreuz markiert)

1.5.2 Postoperative Diagnostik - pathomorphologische Meningeomtypen

Zur Klassifizierung des Gewebes erfolgt postoperativ eine histologische Untersuchung.

Unter den verschiedenen benignen Meningeomen (WHO ) werden verschiedene Subtypen
unterschieden, von denen das meningeotheliomatése Meningeom der haufigste Subtyp ist.
Im histologischen Bild zeigen sich zahlreiche Zwiebelschalenformationen und
Psammonkorper. Es zeigt sich bei allen benignen Meningeomen kein Anhalt fir infiltratives
Wachstum und kein erhéhter Mitoseindex. Zur Gruppe der Meningeome WHO Grad |l
gehoren das atypische, klarzellige und das chordoide Meningeom. Das atypische
Meningeom, das haufigste Meningeom WHO Grad Il, zeigt eine gesteigerte Mitoserate von
Uber vier Mitosen pro 10 Gesichtsfeldern und eine Hirngewebsinfiltration. Die dullerst
malignen Meningeome WHO Grad Ill werden unterteilt in rhabdoides, papillares und das in
dieser Gruppe am haufigsten vorkommende anaplastische Meningeom, welches eine
maligne Zellarchitektur mit stark invasivem Charakter zeigt. Des Weiteren findet sich eine

Mitoserate von Uber 20 Mitosen pro 10 Gesichtsfeldern (Kl6ppel et al., 2012).



1.5.3 Therapie

Die Therapie erfolgt entweder konservativ oder operativ. Ein konservatives Vorgehen wird
bei multimorbiden Patienten mit hohem Operationsrisko angestrebt. Des Weiteren kénnen
Patienten mit inzidentellen, kleinen und asymptomatischen Meningeomen zunachst
konservativ behandelt werden, wobei bei diesen jahrlich eine Reevaluation in Bezug auf
Klinik, TumorgréRe und Tumorprogredienz durchgefiihrt werden sollte (Yano et al., 2006).
Bei symptomatischen Patienten, Patienten mit schneller Tumorprogression oder
bildmorphologischen Hinweisen auf ein nicht gutartiges Tumorgeschehen sollte eine
mikrochirurgische Exstirpation erfolgen. Dabei ist die Vollstandigkeit der Resektion ein
entscheidender Faktor fiir die Uberlebenszeit des Patienten und wird nach Simpson (1957)
in funf Grade eingeteilt. Der Simpson-Grad eins entspricht einer totalen Tumorentfernung.
Der Grad zwei entspricht einer vollstindigen Tumorentfernung mit Koagulation des
Tumoransatzes an der Dura, Grad drei einer vollstandigen Tumorentfernung ohne
Koagulation des Ansatzes an der Dura, Grad vier einer unvollstandigen Entfernung des
Tumors und Grad fiinf einer Dekompression mit oder ohne Biopsie (Simpson, 1957).

Bei einer subtotalen Meningeomresektion (Simspon Grad >2) ist eine postoperative
Bestrahlung bei Meningeomen WHO Grad | in den meisten Fallen nicht indiziert, da sich fir
den Patienten keinen Uberlebensvorteil bietet (Soyuer et al., 2004). Bei hdhergradigen
Meningeomen WHO Grad Il und Il besteht noch Unklarheit Uber den Nutzen der
postoperativen Schadelbestrahlung bei inkompletter Tumorresektion (Alexiou et al., 2010).
Mair et al. (2011) sagen in ihrer Studie, dass Patienten mit subtotaler Tumorresektion eines
atypischen Meningeoms durchaus langer progressionsfrei liberleben (Mair et al., 2011),
wohingegen Hardesty et al. keinen Vorteil bei den Patienten durch eine postoperative
stereotaktische Bestrahlung sehen (Hardesty et al.,, 2013). In einer weiteren groRRen
klinischen Studie aus dem Jahr 2014 sprechen sich Choi et al. (2014) fir eine postoperative
Schadelbestrahlung hohergradiger Meningeome Grad Il und Ill aus, wobei ebenfalls eine
Korrelation zwischen Hohe des Mitoseindex und Strahlenresistenz vermutet wird, wonach

anaplastische Meningeome weniger strahlensensibel seien. (Choi et al., 2014)

1.5.4 Experimentelle Therapieansatze

Im Gegensatz zu der Therapie der malignen Gehirntumore findet bei der Standardtherapie
der Meningeome die 5-ALA fluoreszenzgestiitzte Tumorresektion heute noch keine
Anwendung. Die Vorbehandlung mit 5-ALA und die fluoreszenzgestiitzte Resektion werden
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in Studien analog zu der bereits etablierten Therapie bei den Glioblastomen durchgefiihrt
(Della Puppa et al., 2014a; Coluccia et al., 2010; Cornelius et al., 2014). Die Ratio hierfir ist
eine Studie aus dem Jahre 2010, in der erstmalig in einer grofReren Serie gezeigt wurde, dass
auch Meningeome die Eigenschaft zur Rotfluoreszenz nach Gabe von 5-ALA besitzen. Eine
positive Korrelation zwischen Malignitdtsgrad und Fluoreszenz konnte in dieser Studie aber
nicht festgestellt werden (Coluccia et al., 2010). Eine weitere Studie zeigte hingegen eine
positive Korrelation zwischen der vom Operateur beobachteten Starke der Fluoreszenz und
dem WHO Grade des Menigeoms. Des Weiteren wurde in der Studie eine Verbesserung des
Ausmalies der Resektion, insbesondere bei hohergradigen Meningeomen beobachtet
(Cornelius et al., 2014). Eine Studie aus dem Jahre 2014 beschaftigt sich mit der 5-ALA
fluoreszenzgestiitzten Resektion im Hinblick auf die oft schwer resezierbaren, den Knochen
infiltrierenden Meningeome und benennt die 5-ALA fluoreszenzgestiitzte Resektion als ein in
der Zukunft sinnvolles Werkzeug in Bezug auf die Knocheninfiltration (Della Puppa et al.,

2014b).

1.6 Moglichkeiten zur Quantifizierung der 5-ALA Fluoreszenzsignale

im Tumor

Das aus 5-ALA entstandene PPIX besitzt die Eigenschaft zur Fluoreszenz. Bei einer
Fluoreszenz werden die durch das Licht eintreffenden Photonen von Molekilen absorbiert.
Die Ubertragene Energie wird dabei zum Teil zu Hitze und zum anderen Teil zu
emittierendem Licht mit geringerer Energie umgewandelt. Dabei besitzen unterschiedliche
Molekile unterschiedliche Absorptionsspektren (Hamblin and Huang, 2014). PPIX besitzt
sein hochstes Absorptionsspektrum bei 405 nm und sein Emissionslicht hat eine Fluoreszenz
im Rotlichtbereich um 635 nm. Wenn man ein PPIX gesattigtes Gewebe mit Blaulicht
(405 nm) bestrahlt, kommt es zur Abgabe eines energiedarmeren Lichts in Form von Rotlicht
(635 nm) (Colditz et al., 2012), dieses kann mit einem Spektrometer in Bezug auf Intensitat
quantifiziert werden. Die Intensitat ist dabei nicht nur abhangig von der Konzentration des
fluoreszierenden Stoffes (z.B. PPIX) und der Stirke des einfallenden Lichtes. Die Intensitat
der Fluoreszenz wird auch durch andere im Gewebe vorkommende absorbierende Stoffe
bestimmt. Flr die Intensitat der Fluoreszenz des PPIX spielt das Himoglobin die grofRte Rolle,
da es auch im Bereich unter 500nm eine groRe absorbierende Eigenschaft hat (Kim et al.,

2010). Kim et al. (2010) zeigten eine Moglichkeit Gber ein Photon-Migrationsmodel von der
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in relativen Einheiten gemessenen Stdrke der Fluoreszenz auf die absolute PPIX—
Konzentration in Mikrogramm pro Milliliter (ug/ml) zurlickzuschliessen, indem sie die im
Gewebe vorkommenden absorbierenden Molekiile einbezogen (Kim et al., 2010). In einer
Studie aus dem Jahre 2014 konnte einerseits gezeigt werden, dass die in-situ-
Spektrophotoskopie eine hohe Sensitivitat hinsichtlich der Anwesenheit von Tumorzellen im
umliegenden Gewebe bei Glioblastomen besitzt, andererseits korrelierte in der Studie eine
hohe gemessene Fluoreszenz auch mit einer hohen Zelldichte der Glioblastomzellen

(Stummer et al., 2014).

1.7 Problemstellung

Trotz der Fortschritte, die sich durch Einfihrung der 5-ALA gestiitzten Tumorresektion als
Standardverfahren fir Glioblastome ergeben haben (Stummer et al., 2006), und trotz der
positiven ersten Ergebnisse aus Studien, die den Einsatz von 5-ALA in Bezug auf
Meningeome diskutieren (Cornelius et al., 2014), hat sich ein durchschlagender Erfolg fir
den Patienten noch nicht eingestellt. Deshalb ist die Forschung bezlglich Einsatz- und
Optimierungsmoglichkeiten der 5-ALA fluoreszenzgestitzten Resektion aktueller denn je. Ein
Problem dabei ist die hohe Subjektivitdit der momentanen 5-ALA fluoreszenzgestitzten
Resektion und die damit verbundene hohe Anforderung an die Expertise des Operateurs.
Dabei erschweren von Tumor zu Tumor unterschiedliche Gewebeeigenschaften,
Oberflacheneigenschaften, Lichteinfall, unterschiedliche Distanz von der Lichtquelle zum
Tumor und viele weitere Faktoren die Einschatzung der Fluoreszenz (Valdés et al., 2011; Kim
et al., 2010). Ein erster Schritt in Richtung objektiver Messung wurde durch die Entwicklung
einer fiberoptischen Sonde gekoppelt an ein Spektrometer getan (Kim et al., 2010). Trotz
erster klinischer Anwendungsversuche ist unklar, in welchem Ausmal sich diese Methode in

die moderne Gliom- und Meningeomchirurgie implementieren lasst (Valdes et al., 2014)
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel ein vom Operateur unabhangiges und objektives
Verfahren zu untersuchen, welches es ermoglicht, die 5-ALA Fluoreszenz bei Gehirntumoren
ex vivo zu quantifizieren und somit die oben genannten Storfaktoren (siehe Kapitel 1.7)
bestmodglich zu reduzieren. Es sollte einfach in der Bedienung, sicher gegeniiber moglichen
Storfaktoren sowie potenziell in der klinischen Routine einsetzbar sein. Es wurde ein bereits
von Kim et. al (2010) beschriebenes Fiberoptikspektrometer (Kim et al., 2010) untersucht.
Dieses wurde zur ex-vivo-Quantifizierung von 5-ALA Fluoreszenzsignalen bei Meningeomen
und Glioblastomen eingesetzt. Die Ergebnisse dieser Fluoreszenzquantifizierung wurden mit
einem weiteren, schon seit langem zur Fluoreszenzmessung in vielen Bereichen
eingesetzten, kommerziellem Laborspektrometer (Safire®) verglichen, welches sich

allerdings aufgrund von GroRRe und Messmethode nicht flir den Operationssaal nutzen Iasst.

Insbesondere sollte auf folgende Fragestellungen eingegangen werden:

e Liefert das von uns eingesetzte Fiberoptikspektrometer reproduzierbare und valide

Fluoreszenzergebnisse bei der Messung von standardisierten PPIX- Losungen?

* |st es mit dem Verfahren moglich, die Fluoreszenz bei Tumorgewebe von
Glioblastomen und Meningeomen ex vivo zur quantifizieren?
» Zeigen sich Unterschiede im Fluoreszenzverhalten zwischen Meningeomen

und Glioblastomen?

e Spielen Faktoren auf zellulirer Ebene, wie z.B. das perifokale Odem eine Rolle in

Bezug auf die Fluoreszenzintensitat von Tumoren?

* Gibt es auf molekularer Ebene einen Zusammenhang zwischen der gemessenen

Fluoreszenzsignalstarke und der Ferrochelataseaktivitat in den Tumorzellen?
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2 Patienten und Methoden

Im folgenden Abschnitt wird die Methodik zur Fluoreszenzmessung vorgestellt, welche in
der vorliegenden Arbeit angewendet wurde. Zunachst wird der allgemeine Aufbau der
Messapparaturen und im Anschluss die Methodik zur Vermessung der PPIX-L6sungen und

Tumorproben beschrieben.

2.1 Aufbau der Messapparaturen

Fir die Vermessung der Fluoreszenzsignale wurden zwei verschiedene Apparaturen
verwendet. Zum einen die relativ neuartige Aufzeichnung der Fluoreszenzsignale (iber eine
Fiberoptik, welche mit einem Spektrometer verbunden ist. Diese Methode wurde erstmals
von Kim et al. (2010) aus Toronto vorgestellt (Kim et al., 2010). Zum anderen das
Microplatereader Spektrometer Safire (Tecan), mit dem es moglich ist, Fluoreszenzen von

Flissigkeiten in 96-Wellplatten zu messen (Hermle et al., 2010; Schwengberg et al., 2005).

2.1.1 Chemikalien und Gerate

Fir die Versuche wurden verschiedene Chemikalien und Gerate verwendet, welche im

Folgenden aufgelistet sind:

Gerate:
Produktname: Hersteller:
Multi-Channel LED Light Source Ocean Optics
Aufhdnge-Apparatur Technik Uni Dusseldorf
USB 2000+ Spektrometer Ocean Optics
SafireSpektrometer Tecan
Analysenwaage ACJ 220-4M Messbereich: Kern und Sohn

Min.:10mg; Max.: 220mg

Ablesbarkeit:0.1mg;

Eichwert: 1mg
Heiz Magnetplatte RET basic IKA
Multipette M3 Eppendorf
Pipette Research plus 10ml Eppendorf
Pipette Research plus 1000ul Eppendorf
Pipette Research plus 100ul Eppendorf
Pipette Research plus 10ul Eppendorf
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Micotube brown Sigma Aldrich

Reagenzschiittler Reax 2000 Heidolph
MICROPLATE, 96 WELL, BLACK Greiner Bio-One
Operationsmikroskop Carl Zeis
Pinzette

Spatel

Falcon 50ml brown Greiner Bio-One

Laptop / Windows XP IBM

Chemikalien:

Produktname: Hersteller: CAS-Nummer:
Protoporphyrin IX (PPIX) Santa Cruz 15442-64-5
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich 67-68-5
Solvable Perkin Elmer 70592-80-2
68131-40
1310-73-2
7732-18-5
Formaldehyd 50-00-0

Ferrochelatase Antikorper Sigma Aldrich

2.1.2 Aufbau des Spektrometers mit Fibersonde

Der Aufbau fir die Fluoreszenzvermessung sollte es ermoglichen, Fluoreszenzsignale von
PPIX in Losungen und Gewebeproben zu erzeugen und zu quantifizieren. Fur die Versuche
wurde ein custom-made Fiberoptikspektrometer in Anlehnung an die Beschreibung von Kim
et al. 2010 von der Firma Oceanoptics hergestellt (Kim et al., 2010). Zur Erzeugung der
Fluoreszenzsignale dient eine Multikanallichtquelle, sogenannte Multi-Channel LED Light
Source (MCLS, Ocean Optics). In der MCLS befanden sich drei Licht emittierende Dioden
(LEDs) zur Erzeugung von Lichtsignalen. Zwei dieser LEDs erzeugten Weilllicht und eine
Blaulicht. An jede LED war jeweils ein isoliertes Glasfaserkabel angeschlossen. Die
Glasfaserkabel biindelten sich in einer Fibersonde. Neben den drei Glasfaserkabeln, die mit
den LEDs verbunden waren, befand sich ein weiteres Glasfaserkabel in der Fiberoptik,
welches als Detektionsfaser mit einem Spektrometer (USB 2000+) verbunden war. Durch die
Blaulicht-LED, wurde das PPIX zur Fluoreszenz angeregt und diese danach mit dem
Spektrometer vermessen. Die  Weisslicht-LEDs  dienten  zur  Erfassung  der

Lichtabsorptionseigenschaften des Gewebes.
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Dabei waren die Glasfaserkabel in der Fiberoptik mit einem Abstand von 260um wie auf
Abbildung 4 gezeigt angeordnet: ganz links befand sich die Blaulicht LED-Faser, es folgte die
Messfaser die zum Spektrometer fihrt. Auf der rechten Seite waren die erste und die zweite

WeiRlicht-Faser. Der AuRendurchmesser der Sonde betrug 1.1 Millimeter (Abb.5)

Abbildung 5 Querschnitt durch die Flbersonde

Die MLCS und das Spektrometer waren jeweils tiber ein USB-Kabel mit einem Laptop (Mobile
Intel(R) Pentium(R) 4- M CPU 1.80 GHz, Microsoft Windos XP, IBM) verbunden. Die
Steuerung des MCLS erfolgte durch eine eigens daflir von der IT-Abteilung der
Neurochirurgischen Klinik der Uniklinik Disseldorf programmierten Messsoftware (lgor’s
Spektrometer). Diese erlaubte es dem Benutzer einerseits Messparameter wie zum einen
das Zeitintervall des Exzitationslichtes fur die MLCS einzustellen. Zum anderen stellte die
Software die durch das Spektrometer aufgezeichneten Fluoreszenzsignale in Form von

relativen Einheiten als Exeltabelle dar. AuBerdem wurde durch die Technikabteilung des
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Instituts fir Lasermedizin der Heinrich-Heine-Universitat eine Aufhangeapparatur gefertigt,

die es ermoglichte mittels Feintrieb die Sonde standardisiert mit gleichem Abstand an ein zu

vermessendes Gewebestlick oder in das zu vermessende Reagenz zu bringen (Abb.6 und

Abb.7).

Abbildung 6 Ubersicht {ber Versuchsaufbau der Abbildung 7 Feintrieb der der Aufhinge Apparatur zur
Fibersondenmessapparatur. Einstellung der Fibersonde in vertikaler Richtung

2.1.3 Aufbau Safire

Bei dem Safire der Firma Tecan handelt es sich um ein kommerzielles Mikroplattenlesegerat.
Mit dem Gerat ist es moglich, monochromatisches Licht in den Wellenlangen von 230 nm bis
850 nm auf die zu vermessende Losung zu strahlen. Eine durch dieses Exzitationslicht
erzeugte Fluoreszenz wurde durch ein im Safire vorhandenes Spektrometer in
Wellenlangenbereichen von 280 nm bis 850 nm aufgezeichnet. Der Safire war mit einem PC
verbunden und die Messparameter konnten (iber das Programm X-Fluor, welches auf dem
Programm Excel (Microsoft) basiert, eingestellt werden. Der Safire vermisst die
Fluoreszenzsignalstarke in relativen Werten. Die Durchfiihrung der Fluoreszenzmessung mit
dem Safire wurde im Neuropathologischen Labors des Univesitatsklinikums Dusseldorf

durchgefiihrt.
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2.2 Verdiinnungsreihen von in Losung gebrachtem Protoporphyrin

IX

Da sowohl das Fiberoptikspektrometer als auch der Safire die Fluoreszenz in relativen
Werten ausgeben, wurde zunachst die Fluoreszenz von Verdiinnungsreihen mit vorher
definierten PPIX-Konzentrationen vermessen. Daflir wurden die Verdliinnungsreihen in Form
von Halbierungsreihen angefertigt und anschlieBend mittels Fiberoptik- bzw.

Safirespektrometer vermessen.

2.2.1 Herstellung der Verdiinnungsreihen des PPIX

Die Herstellung der Verdinnungsreihen erfolgte im Neurochirurgischen Labor des
Universitatsklinikum Dusseldorf. Da PPIX bei langerer Warme- und Lichtexposition zerfallt,
wurde es im Tiefkiihlschrank bei (-20°C) gelagert und die Arbeiten mit der Substanz unter
Ausschluss von Licht durchgefiihrt.

Dafir wurde in einem ersten Schritt ein kleines Becherglas (200 ml) mit Alufolie
eingewickelt, sodass die Lichtexposition moglichst gering gehalten wurde. Das Becherglas
wurde nun auf die Analysewaage gestellt und das Taragewicht ermittelt. AnschlieRend
wurden exakt 50 mg des aus dem Tiefklihlschrank entnommenen PPIX abgewogen. Nun
gaben wurden zu dem Becherglas 10ml Dimethylsulfoxid (DMSO) hinzugegeben, um eine
FlUssigkeit mit einer Konzentration von 5mg pro ml zu erhalten. Um die Homogenitat der
Losung zu gewahrleisten, wurde ein Rihrfisch mit in das Glas gegeben und alles zusammen
auf einer Heiz-Magnetplatte fir 15 Minuten gemischt. Nach 15 Minuten wurde sich durch
leichtes schwenken vergewissert, dass das PPIX komplett in Losung gegangen war. Fir den
ndchsten Schritt wurden acht braune Mikrotubes in einem Mikrotubestander nebeneinander
angeordnet und mit den gewlinschten Losungskonzentrationen des PPIX beschriftet (Abb.9).
Das erste Mikrotube bekam die Beschriftung ,SL“ fir Stammldsung. Die Stammldsung
entsprach dabei der Flissigkeit, die sich in dem Becherglas befand. Das zweite Mikrotube
bekam die Beschriftung ,ZL“ fir Zwischenlésung. Dann folgten die verschiedenen
Konzentrationen PPIX in Halbierungsschritten: 5 ug; 2.,5 pg; 1.25 ug; 0.625 pg; 0.3125 ug
und 0.15625 pg. Das Becherglas mit der Stammldsung wurde von der Heizmagnetplatte
genommen und 1000 ul in das Mikrotube fir die Stammlosung pipettiert. Von der
Stammlosung (Konzentration: 5 mg PPIX/ml) wurden 100 pl in das Mikrotube fir die

Zwischenlésung (ZL) pipettiert und 900 pl des organischen Losungsmittels DMSO
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hinzugegeben. AnschlieRend wurden die beiden Komponenten im Mikrotube fiir zehn
Sekunden mit dem Reagenzschittler Reax 2000 vermischt. Die Stammlésung (5 mg/ml)
wurde dadurch 1 zu 10 verdiinnt. Die neu entstandene Zwischenldsung hatte somit eine
PPIX-Konzentration von 500 pg/ml. Von dieser wurden 10 pl in das mit 5 pg beschriftete
Mikrotube pipettiert und anschlieBend 990 ul Solvable hinzugefligt. Dieses Gemisch wurde
wieder flir ca. 10 Sekunden mittels Reax 2000 gemischt. In diesem Schritt wurde die
Zwischenlésung (500 pg PPIX/ml) 1 zu 100 verdinnt, sodass eine Flussigkeit mit der
Konzentration von 5 pg PPIX/ml entstand. Von diesem Mikrotube (Inhalt 1000 ul) wurden
500 pl in das 2,5 pug Mikrotube gefiillt und mit 500 ul Solvable erganzt und anschlieRend mit
dem Reagenzschuttler Reax 2000 fiir ca. 10 Sekunden gemischt. Die 5 pg PPIX/ml-Losung
wurde 1 zu 2 verdilinnt, sodass die neu entstandene Losung eine Konzentration von 2,5 ug
PPIX/ml hatte. Diese Art der Halbierung wurden vier weitere Male durchgefiihrt, sodass die
weiteren Verdinnungen von 1.25 pg PPIX/ml, 0.625 pg PPIX/ml, 0.3125 pg PPIX/ml und
0.15625 pg PPIX/ml entstanden sind.

2.2.2 Fluoreszenzmessung der Verdiinnungsreihen mittels Fiberoptik

Fir die Vermessung der unterschiedlichen PPIX-Konzentrationen wurden aus den sechs
Mikrotubes mit unterschiedlichen PPIX-Konzentrationen jeweils 100 ul der Flissigkeit in ein
Well einer schwarzen Microplate 96-Well pipettiert. Somit ergab sich in Well A4 die
Konzentration 5 pg PPIX/ml, in Well A5 die Konzentration 2,5 pug PPIX/ml, in Well A6 die
Konzentration 1,25 pg PPIX/ml, in Well A7 die Konzentration 0,625 ug PPIX/ml, in Well A8
die Konzentration 0,3125 pg PPIX/ml und in Well A9 die Konzentration 0,15625 ug PPIX/ml
(Abb. 8 und 9).
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Abbildung 8 96-Wellplatte mit der Konzentrationen der PPIX Verdiinnungsreihen in A4-A9 in ug/ml .

Microtubestander

sL ZL  Spgiml 1,25ug/ml 0,3125pg/ml

2,5ug/ml 0.625ug/ml 0,15625ug/ml

Abbildung 9 Ubersicht Verdiinnungsreihe in
Microtubes

AnschlieBend wurde die Verdinnungsreihe mittels Fiberoptik vermessen. Dafilir wurden
zunachst die Parameter fir die Fluoreszenzmessung eingestellt. Dabei wurde fir die
Integrationtime 20 ms, flir die Lag time 50 ms und Number of flashes 50 ausgewahlt. Diese
Parameter entscheiden wie lange bestrahlt wird (Integrationtime), wie haufig bestrahlt wird
(Number of flashes) und wie lange zwischen den Bestrahlungen pausiert wird (Lag time). Um
Verunreinigungen vorzubeugen, wurde die Verdiinnungsreihe beginnend mit der niedrigsten

Konzentration (0.15625 pg/ml) vermessen, indem die Sonde bis zum Anschlag des
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Feintriebes in das Well geschoben wurde, ohne den Boden des Wells zu berihren. Dadurch

wurde die Fluoreszenzmessung immer in der gleichen Eintauchtiefe durchgefiihrt.

2.2.3 Fluoreszenzmessung der Verdiinnungsreihen mittels Safire

Die Verdinnungsreihen fir die Fluoreszenzmessung mittels Safire wurden nach der gleichen
Prozedur vorbereitet wie die Verdliinnungsreihen zur Vermessung mittels Fiberoptik (Siehe
Kapitel 2.2.1 und Kapitel 2.2.2). Die Platte wurde anschlieBend in den Safire eingefihrt.
Dabei wurden die Messparameter ausgewahlt. Zu Beginn wurde das Programm X-Fluor
geoffnet und der zu vermessende Bereich eingestellt, in diesem Fall der Bereich A3 bis A9
(Abb.4). Im Anschluss daran wurde bei dem Auswahlfeld ,Measurment mode” die Auswahl
,Fluorescence Top” und im Bereich ,Wavelenght scan type” gewahlt. Der ,Excitation
wavelenght start” wurde bei 405 nm gewahlt, der ,Emission wavelenght start” bei 250nm
und ,,Emission wavelenght end” bei 850 nm eingestellt. Fir den , Emission wavelenght step
size” wurde 5nm ausgewahlt, daraus ergab sich automatisch die ,, Emission Scan number”
von 121. Der ,Delay before next wavelenght” betrug 10 ms, die , Excitation bandwidth” und
,Emission bandwidth“12 nm. Das , Gain” wurde bei 50, die ,Number of flashes” bei eins, die
yIntegration time“ bei 20 ps und die ,Z-Position” bei 4700 festgelegt. Fir die
Vergleichbarkeit der Werte wurden die Einstellungen fir den Safire bei jeder

Fluoreszenzmessung der einzelnen Verdiinnungsreihen gleich gelassen.

2.3 Fluoreszenzvermessung der Tumorproben

Fir die Fluoreszenzvermessung der entnommenen Tumorproben lag ein positives
Ethikvotum der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitdat mit der Studiennummer
4266 vor. Des Weiteren wurde jeder Patient vor Einschluss in die Studie (iber diese selbst,
sowie Uber mogliche Nebenwirkungen der Aminoldvulinsdure, wie z.B. Ubelkeit und

Erbrechen, transiente Leberwerterh6hung und postoperative Fotosensibilitat aufgeklart.
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2.3.1 Einschlusskriterien der Patienten

Es wurden in dieser prospektiven Studie volljahrige Patienten mit Raumforderungen im
Gehirn untersucht, die in der prdoperativen Diagnostik (CT oder MRT) nahelegten, dass es
sich bei den Befunden entweder um ein Glioblastom oder um ein Meningiom handelte.
Patienten mit Lebererkrankungen, erhéhten Leberwerten (GOT > 100 und/oder GPT >
100U/1), Porphyrien, bekannter Photosensibilitat, Allergiker, und Schwangere wurden

ausgeschlossen.

2.3.2 Durchfiihrung der  Fluoreszenzmessung der unbehandelten

Tumorproben ex vivo mit dem Fiberoptikspektrometer

Das Hauptziel der Arbeit war die Fluoreszenzmessung von Glioblastom- und
Meningeomproben ex vivo mittels Fiberoptikspektrometer. Dabei sollte ndher untersucht
werden, ob sich ein Informationsgewinn durch die spektroskopische Vermessung gegeniiber
herkdbmmlicher Fluoreszenzeinschatzung allein durch den Operateur ergibt. Eine
Vermessung der unbehandelten Tumorstiicke mit dem Safirespektrometer wurde nicht
durchgefiihrt, da mit diesem nur Losungen vermessen werden kénnen. Mindestens vier
Stunden vor der Operation bekamen die Patienten das ALA angepasst an ihr Kérpergewicht
(20 mg ALA/kg KG, nach dem Standardprotokoll fiir Glioblastompatienten) in 50ml Wasser
aufgelodst zu trinken. Im Operationssaal wurde eine fluoreszenzgestiitzte Tumorresektion mit
einem Operationsmikroskop durch einen Facharzt fiir Neurochirurgie der Universitatsklinik
Disseldorf durchgefiihrt. Nachdem die Tumorprobe fiir den Schnellschnitt abgegeben
wurde, wurden ein bis vier Tumorstlicke fir die Studie in ein lichtundurchlassiges Falcon-
Réhrchen getan. Insgesamt wurden 18 Proben von 14 Patienten entnommen. Eine weitere
Probe wurde zusatzlich flr die spateren Spezialfarbungen, z.B. Ferrochelatase-Antikorper,
durch das Neuropathologische Institut des Universitatsklinikum, in Formalin gelegt. Die Zeit
der Probenentnahme wurde notiert und die Probe unbehandelt umgehend in das
Neuroonkologische Labor des Universitatsklinikums Disseldorf gebracht und zunachst direkt
vermessen. Die Fluoreszenzmessung fand in einer Dunkelkammer statt. Das Tumorstiick
wurde mit einer Pinzette vorsichtig aus dem Falcon geholt und auf einen Objekttrager
gelegt. Dieser hat die Eigenschaft, dass er schwarz ist und innen zwei runde durchsichtige
Bereiche hat. Der schwarze Anteil sollte in unserem Experiment dazu dienen, die von unten

eintreffende Reststrahlung zu reduzieren. Der Objekttrdger wurde auf zwei kleinen
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schwarzen Quadern positioniert, die flr das Experiment durch die Technikabteilung des
Universitatsklinikums Dusseldorf gefertigt wurden. Dann wurde die Sonde der Fiberoptik
mittels Feintrieb bis an den Tumor herangefahren, sodass direkter Kontakt zwischen

Fibersonde und Tumorprobe bestand (Abb. 10).

Abbildung 10 Fibersondenspitze direkt
an der Tumorprobe (hier fiir das Foto
mit Umgebungslicht)

Es wurde die Integrationszeit bei 20 ms gewahlt und Lag-time sowie Number of flashes bei
50. Die Tumorprobe wurde flinffach bei diesen Parametereinstellungen vermessen, dieses
erfolgte zunachst mit der Fibersonde direkt am Tumorgewebe und anschliefend in den

Abstdnden 0.5 mm; 1 mm; 1.5 mm und 2 mm (Abb. 11-15).
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Fibersonde ——— Fibersonde

0,5mm
Tumor —— Tumor
— Objekttrager — Objekttrager

Abbildung 11 Schemazeichnung Fibersonde direkt an der Abbildung 12 Schemazeichnung der Fibersonde mit einem
Tumorprobe Abstand von 0.5 mm zur Tumorprobe

Fibersonde ————————— Fibersonde

| 1 mm ‘ 1.6mm

‘ - Tumor ‘ - Tumor
—o —o

Abbildung 13 Schemazeichnung der Fibersonde mit einem Abbildung 14 Schemazeichnung der Fibersonde mit einem
Abstand von 1 mm zur Tumorprobe Abstand von 1.5 mm zur Tumorprobe

——— Fibersonde

‘ 2mm

‘ —— Tumor
— Objektirager

Abbildung 15 Schemazeichnung der Fibersonde mit einem Abstand von 2 mm zur Tumorprobe

2.3.3 Quantifizierung des perifokalen Odems

Glioblastome und Meningeome zeigen in unterschiedlichem MaRe ein perifokales Odem. Im
Anschluss an die Tumorfluoreszenzvermessung wurde die GréRe des perifokalen Odems
bestimmt und untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen GrofRe des perifokalen
Odems und Stirke des Fluoreszenzsignals ergibt. Dafiir wurden die T2 Sequenzen der
prdoperativen MRT Bilder betrachtet. Zunidchst wurde eine Tangente an den Rand des

Tumors angelegt. Zu dieser wurde im rechten Winkel der gréRtmogliche Odemabstand
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gemessen. Die Einschitzung des perifokalen Odems orientierte sich an einer Arbeit von

Schoenegger et al. (2009) (Schoenegger et al., 2009).

Abbildung 16 Beispiel Messung perifokales Odem an MRT von Glioblastompatienten aus der Studie

2.3.4 Durchfiihrung der Fluoreszenzmessung der lysierten Tumore

Nach der Fluoreszenzvermessung in toto wurden die Tumorstlicke abgewogen und lysiert.
Flr das Abwiegen wurde zunachst das Tube (Percellys Keramik Kit 1.4 mm) abgewogen und
die Waage genullt, dann wurde der Tumor in das Tube eingefiillt und erneut gewogen. Im
Anschluss wurde das Tube mit 1000 pl des Losungsmittels Solvable befillt und das
Loésungsmittel-Tumorgemisch in einem Homogenisator Percellys bei dem Programm zwei
mechanisch lysiert. Von dem Lysat wurden dann jeweils 100ul mittels Multipette in die Wells
A4 bis A6 einer schwarzen Microplate 96-Well pipettiert. Die Platte wurde danach mittels
Safire und Fiberspektrometer vermessen. Dafiir wurden die gleichen Einstellungen gewahlt
wie bei den zuvor angefertigten Verdinnungsreihen. Dadurch sollte ein Vergleich zwischen
Tumorlysat und Verdiinnungsreihen mit bekannten PPIX-Konzentrationen mdéglich gemacht

werden.
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2.4 Spezialfirbung der Tumorproben mit Ferrochelatase-

Antikorpern

Eine separat aus dem Tumor entnommene Probe wurde durch das Neuropathologische
Institut des Universitasklinikums Disseldorf mit einem polyklonalen IgG Ferrochelatase
Antikorper  (Hase) der Firma Sigma Aldrich (Produktnummer: HPA044100) in einer
Verdiinnung von 1:20 gefarbt. Als Kontrolle flir eine Positivprobe wurde Nierengewebe

eingesetzt.

2.5 Statistische Methoden

Die Tabellenkalkulation und Statistische Auswertung wurde mit Microsoft Excel und SPSS
Statistics 22 (IBM) durchgefiihrt. Flr die statistische Auswertung der Verdiinnungsreihen
wurden lineare Regressionen durchgefiihrt. Der Vergleich der verschiedenen
Fluoreszenzsignalstarken zwischen Glioblastomproben und Meningeomproben wurde bei
fehlender Standardnormalverteilung mithilfe des nichtparametrischen Wilcoxontests
durchgefihrt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fir p<0.05 festgelegt. Es erfolgte eine

statistische Beratung durch einen Statistiker der Firma Statistikberatung ,,.05 Dlsseldorf”.
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3 Ergebnisse

In dem folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Fluoreszenzvermessung der
Verdiinnungsreihen, der Tumorfluoreszenzvermessung und der feingeweblichen

Zusatzdiagnostik dargestellt.

3.1 Studienpopulation

In der Studie wurden Tumorproben von insgesamt 14 Patienten entnommen, bei denen
prdaoperativ der hochgradige Verdacht auf ein Meningeom oder Glioblastom bestand. Von
diesen 14 Patienten konnte histologisch bei elf Patienten die Diagnose eines Glioblastoms
oder Meningeoms gestellt werden. Bei den Ubrigen drei Patienten zeigte sich histologisch
jeweils einmal eine Bronchialkarzinommetastase, einmal ein anaplastisches Astrozytom und
einmal eine Strahlennekrose. Die Strahlennekrose stammmte dabei von einem Patienten,
der aufgrund seines Glioblastoms bestrahlt wurde. Die deskriptiven Daten zu den Patienten,
deren Tumorart, Tumorlokalisation und Tumoraggressivitat sind in Tabelle 1 aufgeflihrt. Die

Ergebnisse der Ubrigen drei Patienten wurden separat im Anschluss behandelt.

Zahl der Patienten: 11
Geschlecht

m: 5
Wi 6
GroReincm: 172 (158-187)
Gewicht in kg: 78.6 (60-112)
Karnofskyindex praoperativ 90% (60%-100%)
Tumorart

Meningeome: 5
Glioblastome: 6
Lokalisation des Tumors

occipital: 3
frontal: 3
frontotemporooccipital: 1
parietooccipital: 1
frontoparietal: 1
Meningeomatose beidseits frontoparietal+ 1 Herd

infratentoriell 1
Kleinhirnbrickenwinkel 1
Kie7

Meningeome <5%
Glioblastome 12,5% (<5->20)

Tabelle 1 deskriptive Daten zu Patienten der Studie
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3.2 Validierung des Spektrometers durch Verdiinnungsreihen

Vor Untersuchung der Patientenproben wurden die Fiberoptik und das Spektrometer
hinsichtlich ihrer Funktionalitat Gberprift. Daflir wurden fliinf Verdiinnungsreihen in Form
von Halbierungsreihen angelegt und vermessen. Abbildung 17 stellt exemplarisch die durch
das Spektrometer gemessene Fluoreszenz einer Verdiinnungsreihe dar, dabei werden die
sechs PPIX-Konzentrationen fiir eine Verdiinnungsreihe dargestellt. Es ist eine Verringerung
der gemessenen Rotfluoreszenz (Maximum bei ca. 635 nm) bei Abnahme der PPIX-
Konzentration zu sehen. In Abbildung 18 sieht man ein Punktdiagramm mit den
Spitzenwerten der gemessenen Rotfluoreszenz. Auch zeigt sich die steigende Fluoreszenz bei

steigenden PPIX-Konzentrationen.

20.000.000
18.000.000 |1 5yug/ml
16.000.000
14.000.000 —2,5pg/ml
12.000.000 125pg/ml
10.000.000 ’
8.000.000 —0,625pug/ml
6.000.000 ‘“\ 0,3125g/ml
4.000.000 \’_/"
2000000 % 01562505/ ml
0
MMt NONWM T OM N O LW
MOXRINHNOEMND TN
omnmomoumnombb—< O - MmO 0o
oNUn~NoN TSNNSO A M Do
nmurmwwmoww oo~~~ MN~©o@o 0o

Abbildung 17 Beispiel einer Verdiinnungsreihe, die mittels Fiberoptik vermessen wurde
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Abbildung 18 Ergebnisse der mittels Fiberoptik vermessenen Fluoreszenz in relativen Einheiten von 5

Verdiinnungsreihen

In einer linearen Regression konnte ein signifikanter linearer Zusammenhang zwischen PPIX—

Konzentration und Fluoreszenzsignalstarke gezeigt werden; $=0.967, p<0.001. Es zeigte sich

eine Varianzaufklarung von 93.5%; F=492.114, p<0.001.
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3.3 Fluoreszenzvermessung der Verdiinnungsreihen mittels Safire

Insgesamt wurden zusatzlich sieben Verdiinnungsreihen mit einem Safire Spektrometer

vermessen. Flr das Safirespektrometer ist eine Verdinnungsreihe in Abbildung 19

beispielhaft gezeigt. Abbildung 20 zeigt die Werte der Fluoreszenzspitzenwert bei 635 nm fir

die sieben Verdlinnungsreihen des Safire.

Fluoreszenz in relativen Einheiten

Wellenldnge in nm

em=5ug/ml
—32.5ug/ml
em—1.25ug/ml
@EE0.625pug/ml
e0.3125pg/ml
em=0.15625pug/ml

Abbildung 19 Beispiel Verdiinnungsreihe Safire
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Verdldnnungsreihen Safire
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Abbildung 20 Ergebnisse der mittels Safire vermessenen Fluoreszenz in relativen Einheiten von 7
Verdiinnungsreihen

In einer linearen Regression konnte ein signifikanter linearer Zusammenhang zwischen PPIX—
Konzentration und Fluoreszenzsignalstarke gezeigt werden; $=0.995, p<0.001. Es zeigte sich

eine-Varianzaufklarung von 99.1%; F=5015.284, p<0.001.
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3.4 Vermessung der Fluoresezenzsignalstarken der Tumorstiicke

mit dem Fiberoptikspektrometer - ex vivo

Es wurden insgesamt sieben Glioblastom- und zehn Meningeomproben aus intraoperativ
stark rot fluoreszierenden Tumorarealen durch den Neurochirurgen entnommen und
anschlielend mittels Fiberoptik und Spektrometer nach durchschnittlich 15,88 Minuten
(9 bis 38 Minuten) nach Entnahme aus dem Koérper des Patienten in den Abstanden 0 mm,
0.5mm, 1mm, 1.5mm, 2 mm spektrophotometrisch vermessen. Die Ergebnisse der
gemessenen  Fluoreszenz  wurden  mittels Kolmogorow  Smirnow  Test auf
Standardnormalverteilung getestet. Es lag keine Normalverteilung der Werte vor (p<0.001),
sodass zum Vergleich der Fluoreszenzsignalstaren zwischen Glioblastomen und

Meningeomen der nicht parametrische Wilcoxontest durchgefiihrt wurde.

3.4.1 Unterschiede im Fluoreszenzverhalten der Glioblastome und

Meningeome bei 0 mm

Vergleich der Fluoreszenz bei Glioblasomen und Meningeomen (Omm)

30000000,00-

25000000,004

20000000,00-7

15000000,00—

10000000,00+

Fluoreszenz in relativen Einheiten

5000000004

00

T T
Glioblastom Meningeom

Tumor

Abbildung 21 Vergleich der Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen (Omm)
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Der Wilcoxontest zeigt einen signifikanten Unterschied in der Fluoreszenzsignalstarke
zwischen Glioblastomen und Meningeomen der untersuchten Kohorte bei 0 mm Abstand
zwischen Fibersonde und Tumorstiick; U=3, Z=-3.123, p=0.001.

Der Mittelwert der Fluoreszenz der Glioblastomproben war ca. 4,5 mal so hoch wie die
mittlere Fluoreszenz der Meningeomproben. Die Glioblastome zeigten eine groRere

Ergebnisstreuung um den Mittelwert als die Meningeomproben.

3.4.2 Unterschiede des Fluoreszenzverhaltens bei Glioblastomen und

Meningeomen bei zunehmendem Abstand —0.5; 1; 1.5 und 2 mm
Im folgenden Abschnitt werden die weiteren Ergebnisse der Tumorfluoreszenzvermessung
gezeigt. Die Meningeome und Glioblastome wurden mit zunehmendem Abstand zwischen
Lichtquelle mit Detektionsfaser und Tumorstick vermessen. Der Abstand wurde bei

0.5mm ;1 mm; 1.5 mm und 2 mm gewahlt.

Vergleich der Fluoreszenz bei Glioblastomen und Meningeomen (0.5mm)
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Abbildung 22 Vergleich der Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen (0.5mm)
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Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzsignalstirke zwischen
Glioblastomen und Meningeomen der untersuchten Kohorte bei 0.5 mm Abstand zwischen

Fibersonde und Tumorstlick; U=14, Z=-2.049, p<0.05

Vergleich der Fluoreszenz bei Glioblastomen und Meningeomen (1Tmm)
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Abbildung 23 Vergleich der Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen (1mm)

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzsignalstarke zwischen
Glioblastomen und Meningeomen der untersuchten Kohorte bei 1 mm Abstand zwischen

Fibersonde und Tumorstlick; U=7, Z=-2.733, p=0.005.
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Vergleich der Fluoreszenz bei Glioblastomen und Meningeomen (1.5mm)
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Abbildung 24 Vergleich der Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen (1mm)

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzsignalstirke zwischen

Glioblastomen und Meningeomen der untersuchten Kohorte bei 1.5 mm Abstand zwischen

Fibersonde und Tumorstlick; U=8, Z=-2.635, p<0.01.
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Vergleich der Fluoreszenz bei Glioblastomen und Meningeomen (2mm)
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Abbildung 25 Vergleich der Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen bei einem Abstand von 2mm
zwischen Fibersonde und Tumor

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenzsignalstiarke zwischen
Glioblastomen und Meningeomen der untersuchten Kohorte bei 2 mm Abstand zwischen

Fibersonde und Tumorstlick; U=8, Z=-2.635, p<0.01.
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3.4.2.1 Ergebnisse der Fluoreszenz bei unterschiedlichem Abstand

ErwartungsgemaR findet man bei zunehmendem Messabstand zwischen Fibersonde und
Tumorstiick sowohl bei den Glioblastomproben als auch bei den Meningeomproben eine
Abnahme der gemessenen Fluoreszenz (siehe auch Kapitel 3.4.3). Die Glioblastome hatten
bei jedem Abstand eine groRere Tendenz zur Streuung der gemessenen
Fluoreszenzsignalstarken als die Meningeome. Mit Zunahme des Abstandes nadherten sich
die Mittelwerte der gemessenen Fluoreszenz zwischen Glioblastomen und Meningeomen
an. Trotz Anndherung der Fluoreszenzwerte konnte durch den Wilcoxon Test bei jedem
Abstand ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenz zwischen Glioblastomproben und
Meningeomproben gezeigt werden. Fiur die Glioblastomproben konnte in einer
quadratischen Regression 22.6 Prozent der gemessenen Fluoreszenzvarianz durch die
unterschiedliche Distanz zwischen Detektionsfiber/Bestrahlungsfiber mit dem Tumorstiick
aufgeklart werden; F=4.683; p<0,05.

Analog dazu zeigt Abbilddung 24 das Fluoreszenzverhalten der Meningeome bei

unterschiedlichem Abstand von Fibersonde zu Tumorstick.

Fluoreszenz der Glioblastome bei unterschiedlichem Abstand
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Abbildung 26 Fluoreszenzverhalten der Glioblastomproben bei zunehmendem Abstand zwischen Fibersonde und
Tumorprobe
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Bei den Meningeomproben zeigte sich durch die quadratischen Regression eine
Fluoreszenzvarianzaufklarung von 25.5 Prozent durch die unterschiedliche Distanz; F=8.042;

p=0.001.

Fluoreszenz der Meningeome bei unterschiedlichem Abstand
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Abbildung 27 Fluoreszenzverhalten der Glioblastomproben bei zunehmendem Abstand zwischen Fibersonde und
Tumorprobe
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3.4.3 Zusammenhang Perifokales Odem mit Fluoreszenzsignalstirke

Bei den Glioblastompatienten zeigte sich im Mittelwert der maximalen Ausdehnung des

perifokalen Odems eine Strecke von 34mm (20,4 — 80,2mm) in den betrachteten MRT

Bildern. Bei keinem der vier Meningeompatienten konnte ein radiologisch sichtbares

perifokales Odem sicher identifiziert werden. Abbildung 28 zeigt deshalb nur

die

Messergebnisse der Fluoreseszenz in Beziehung zum im MRT gefundenen perifokalen Odem

der Glioblastome.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem AusmaR des perifokalen Odems und der

Fluoreszenzsignalstarke bei den Glioblastomen festgestellt werden.
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Abbildung 28 Fluoreszenzsignalstirken in Abhingigkeit des perifokalen Odems bei den Glioblastompatienten
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3.5 Vermessung der lysierten Tumore - Uberlegung zur ersten

Anndherung an absolute Werte

Die Tumorstlicke wurden nach der direkten Vermessung mit dem Spektrometer lysiert und
anschliefend mittels Safire und Fiberoptik die Fluoreszenz der Lésung vermessen (siehe
Kapitel 2.4.2). Auf Grundlage der linearen Regression aus den Kapiteln 3.2 und 3.3 wurde
versucht mittels der mit Safire und Fiberoptikspektrometer analysierten Verdliinnungsreihen
eine erste Annaherung an absolute PPIX-Konzentrationen in Mikrogramm PPIX pro Gramm
Tumor zu erreichen.

Im ersten Schritt wurde die lineare Regression der sieben Verdinnungsreihen des Safire und
der finf Verdlinnungsreihen der Fiberoptik anaolog zu den Kapiteln 3.2 und 3.3
durchgefiihrt und anhand der Mittelwerte eine Geradengleichung nach dem Vorbild f(x)= mx
+ b generiert. Dabei wurden bei den Safire Verdiinnungsreihen nur die PPIX-Konzentrationen
von 0 pg/ml bis 1,25 pg/ml bericksichtigt, da hohere PPIX—Konzentrationen fir die
Berechnung der absoluten Werte keine Rolle spielten. Die lineare Regression der
Verdiinnungsreihen bei der Fiberoptik wurde aus den PPIX—Konzentrationen von 0,1562

ug/mil bis 1,25 pg/ml gebildet.

Verdiinnungsreihe Safire (angepasst)
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0 Q/O/. . . . . . .

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
PPIX in pg/ml

Fluoreszenz in relativen Einheiten

Abbildung 29 Lineare Regression Verdiinnungsreihe Safire
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Abbildung 30 Lineare Regression der Verdiinnungsreihen (Fiberoptik)

Die Regressionsgrade der Safire Verdlinnungsreihen hatte folgende Gleichung:

Formel 1a:

f(x)=911.45x + 10.013
Die Regressionsgrade der Verdiinnungsreihen der Fiberoptik war folgende:
Formel 1b:

f(x)='50000000x + 1000000

Die Fluoreszenz wurde in relativen Einheiten wurde durch f(x) wiedergegeben.

Fir die Regression der Safire Verdiinnungsreihen ergab sich ein Y-Achsenabschnitt von
10.013 und eine Steigung von 911.45, fur die Verdlinnungsreihen des
Fiberoptikspektrometers ergaben sich ein Y-Achsenabschnitt von 1000000 und eine
Steigung von 5000000. (Die Fluoreszenz der lysierten Glioblastome und Meningeome konnte
far f(x) eingesetzt und zu x aufgelost werden. Nachdem das Gewicht der einzelnen
Tumorstiicke bericksichtigt worden ist, konnten die anndaherungsweisen absoluten PPIX-

Konzentrationen berechnet werden).
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3.5.1 Spektrometrische Vermessung der lysierten Glioblastome

Jede Glioblastomprobe wurde gewogen und in 1000 ul Solvable lysiert, anschlieend wurden

jeweils 100 ul der Losung in drei Wells pipettiert und mittels Safire und Fiberoptik

vermessen (siehe auch Kapitel 2.3.4). Im Folgenden sind die Gewichte der unterschiedlichen

Tumorproben und

ihre Fluoreszenz in

Fiberoptikspektrometer angegeben:

relativen Einheiten jeweils fur Safire und

Safire
Tumorprobe Gewichting Fluoreszenz Well 1 Fluoreszenz Well 2 Fluoreszenz Well 3
1 0,0062 42 42 43
2 0,0312 115 112 114
3 0,0141 56 57 55
4 0,2195 276 280 280
5 0,0564 112 106 111
6 0,015 34 34 35
7 0,0134 34 34 33

Tabelle 2 Fluoreszenzsignalstarken lysierte Glioblastome (Safire)

Fiberoptik

Tumorprobe Gewichting

1

Uk WN

7

Tabelle 3 Fluoreszenzsignalstarken lysierte Glioblastome (Fiber)

Aus den Fluoreszenzwerten von Well eins bis drei wurde jeweils der Mittelwert gebildet:

Safire

0,0062
0,0312
0,0141
0,2195
0,0564
0,015

0,0134

Fluoreszenz Well 1 Fluoreszenz Well 2 Fluoreszenz Well 3

1.228.454
1.426.088
1.321.466
1.327.973
1.244.182
1.160.859
1.221.806

Tumorprobe Fluoreszenz

1

A U~ W N

7

42
114
56
279
110
34
34

Tabelle 4 Mittelwerte Glioblastome

(Safire)

1.234.305
1.409.237
1.332.373
1.382.835
1.271.707
1.210.104
1.256.540

Fiberoptik

1.232.901
1.393.274
1.316.739
1.437.370
1.298.576
1.205.844
1.208.840

Tumorprobe Fluoreszenz

1

O U W N

7

1.233.603
1.401.256
1.324.556
1.410.103
1.285.142
1.207.974
1.232.690

Tabelle 5 Mittelwerte Glioblastome

(Fiber)
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Die gemessene Fluoreszenz in Form des Mittelwertes entspricht in unserem Model dem f(x)
in Formel 1 in Kapitel 3.5. Um zu erfahren, wie viel PPIX sich in den entsprechenden Proben
befindet, wurde die Formel 1 zu x umgestellt. Daraus ergab sich fiir den Safire folgende
Formel:

Formel 2a:

X = (f(x) — 10.013) / 911.45

Fiir das Fiberoptikspektrometer ergab sich nach der Umstellung zu X:

Formel 2b:

X = (f(x) — 1000000 / 5000000

In Formel 2 a und b wurden die Mittelwerte aus den Tabellen 4 und 5 eingesetzt:

Safire Fiber
Tumorprobe ug PPIX/ml Solvable Tumorprobe ug PPIX/ml Solvable
1 0,0354603 1 0,046377333
2 0,1137239 2 0,0819066
3 0,0504548 3 0,0647052
4 0,2947541 4 0,0765452
5 0,1093353 5 0,054297667
6 0,0266831 6 0,0384538
7 0,0259517 7 0,0458124
Tabelle 6 ug PPIX / ml Solvable (Lysat) - Safire Tabelle 7 pug PPIX / ml Solvable (Lysat) - Fiber
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Aus den Tabellen 6 und 7 kann entnommen werden, wieviel PPIX in einem Milliliter (ml) des

jeweiligen Lysats enthalten waren. Hier fallen deutlich unterschiedliche Messergebnisse

hinsichtlich PPIX-Konzentration im Lysat zwischen Fiberoptikspektrometer und Safire auf.

AnschlieBend wurde das Tumorgewicht und die Dichte (zur Vereinfachung Dichte=1) mit

eingerechnet durch folgende Formel:

Formel 3

(Tumorgewicht (Tg) x Dichte (D) x Errechnete PPIX-Konzentration (PK)) + Errechnete PPIX—

Konzentration (PK)

(Tg x 1 x PK )+ PK

Durch Einsetzen aus Tabelle 6 und 7 in Formel 3 ergibt sich die PPIX—Konzentration in

Mikrogramm (ug) pro Tumorstiick:

Safire Fiber
Tumorprobe ug PPIX/Stk Tumor Tumorprobe ug PPIX/Stk Tumor
1 0,035680201 1 0,046664873
2 0,117272106 2 0,084462086
3 0,051166182 3 0,065617543
4 0,359452681 4 0,093346871
5 0,11550182 5 0,057360055
6 0,027083371 6 0,039030607
7 0,026299441 7 0,046426286

Tabelle 8 pug PPIX / Tumorstiick (Safire)

Tabelle 9 pug PPIX / Tumorstiick (Fiber)
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In einem letzten Schritt wurde zur besseren Vergleichbarkeit der Werte die PPIX-
Konzentration pro Gramm Tumorgewicht angegeben werden, indem folgende Formel
aufgestellt wurde:

Formel 4

1g / Tumorgewicht x PPIX-Konzentration pro Tumorstilick

Durch einsetzen in Formel 4 ergaben sich folgende Werte:

Safire Fiber

Tumorprobe ug PPIX/ g Tumor Tumorprobe ug PPIX/ g Tumor
1 5,754871164 1 7,526592387
2 3,758721348 2 2,707118138
3 3,628807243 3 4,653726477
4 1,637597638 4 0,425270485
5 2,047904603 5 1,017022253
6 1,805558055 6 2,602040467
7 1,962644875 7 3,464648221

Tabelle 10 pg PPIX/ Gramm Glioblastom (Safire) Tabelle 11 pug PPIX/ Gramm Glioblastom (Fiber)
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3.5.2 Spektrometrische Vermessung der lysierten Meningeome

Analog zu 3.5.1 wurden die PPIX-Konzentration fiir die lysierten Meningeome berechnet:

Safire

Tumorprobe Gewichting Fluoreszenz Well1 Fluoreszenz Well 2 Fluoreszenz Well 3

1

O o0 NOYULL D WN

10

Tabelle 12 Fluoreszenzsignale der lysierten Meningeome (Safire)

Fiberoptik

0,2913
0,1846
0,022
0,0203
0,01
0,085
0,0931
0,0684
0,0231
0,0319

15
122
166
157
7
fehlt
364
107
35
19

16
124
164
155
5
fehlt
365
109
34
17

17
122
164
160
6
fehlt
357
105
35
16

Tumorprobe Gewichting Fluoreszenz Well 1

1

O 00N O U b WN

10

Tabelle 13 Fluoreszenzsignale der lysierten Meningeome (Fiber)

0,2913
0,1846
0,022
0,0203
0,01
0,085
0,0931
0,0684
0,0231
0,0319

1.049.122
1.374.597
1.128.466
1.199.197
1.062.510
1.331.484
1.888.204
1.466.673
1.098.694
1.085.868

Fluoreszenz Well 2
1.049.824
1.421.033
1.105.716
1.195.124
1.085.260
1.343.233
1.949.760
1.475.099
1.106.980
1.093.124

Fluoreszenz Well 3
1.037.981
1.402.028
1.157.254
1.207.904
1.060.075
1.397.721
2.013.422
1.490.874
1.121.397
1.018.788
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Berechnung der Mittelwerte fiir Safire und Fiberoptik Messung:

Safire

Mittelwert
Fluoreszenz
16
123
165
157
6
fehlt
362
107
35
10 17

Tabelle 14 Mittelwerte Meningeome (Safire)

Tumorprobe

O o0 NO UL B WN BB

Fiberoptik

Mittelwert

Fluoreszenz
1.045.642
1.399.219
1.130.479
1.200.742
1.069.282
1.357.479
1.950.462
1.477.549
1.109.024

10 1.065.927
Tabelle 15 Mittelwerte Meningeome (Fiber)

Tumorprobe

O 00 NOULL B WN B

Einsetzen der Mittelwerte in Formel 2 aus 2.5.1 ergibt die PPIX—Konzentration in pug pro ml

Tumorlysat:

Safire Fiber

Tumorprobe ug PPIX/ml Solvable Tumorprobe ug PPIX/ml Solvable
1 0,0065687 1 0,009128467
2 0,1235983 2 0,079843867
3 0,1696787 3 0,026095733
4 0,1616329 4 0,040148333
5 -0,0044029 5 0,013856333
6 0,3861836 6 0,071495867
7 0,1064096 7 0,1900924
8 0,0270488 8 0,095509733
9 0,0080315 9 0,021804733
10 0,0065687 10 0,013185333

Tabelle 16 ug PPIX / ml Solvable (Lysat) - Safire

Tabelle 17 pg PPIX / ml Solvable (Lysat) - Fiber
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Einsetzen der Werte aus den Tabellen 17 und 18 in die Formel 3 aus 2.5.1 ergibt PPIX—

Konzentration po Tumorstick:

Safire

Tumorprobe
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

ug PPIX/Stk Tumor

0,008482103
0,146414541
0,173411649
0,164914078
-0,004446903
0,422137243
0,113687982
0,02767367
0,008287731
0,008482103

Tabelle 18 ug PPIX / Tumorstiick (Safire)

Fiber

Tumorprobe
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

ug PPIX/Stk Tumor

0,011787589
0,094583044
0,026669839
0,040963345
0,013994897
0,077573015
0,207790002
0,102042599
0,022308423
0,013605945

Tabelle 19 pg PPIX / Tumorstiick (Fiber)

Durch Einsetzen in Formel 4 wurde in einem letzten Schritt die PPIX—Konzentration pro

Gramm Tumorgewebe berechnet:

Safire Fiber

Tumorprobe ug PPIX/g Tumor Tumorprobe ug PPIX/g Tumor
1 0,029118103 1 0,040465462
2 0,79314486 2 0,512367521
3 7,882347674 3 1,21226543
4 8,123846191 4 2,017898744
5 -0,444690329 5 1,399489667
6 4,534234614 6 0,91262371
7 1,662104994 7 2,231901208
8 1,197994365 8 1,491850864
9 0,259803464 9 0,965732583
10 0,029118103 10 0,426518667

Tabelle 20 ug PPIX/ Gramm Meningeom (Safire)

Tabelle 21 ug PPIX/ Gramm Meningeom (Fiber)
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3.5.3 Vergleich der berechneten absoluten PPIX Konzentrationen

Glioblastom- und Meningeomproben

Fiir die Meningeomproben eins, finf und zehn ergaben sich kleinere Fluoreszenzwerte als
der Y-Achsenabschnitt der linearen Regressionsformel (2.5 Formel 1), somit ergaben sich fir
diese Proben negative PPIX—Konzentrationen. Die PPIX—Konzentration wurde somit fir
dieses Verfahren als unter der Nachweisgrenze angesehen. Fir die mittels Safire
Spektrometer ermittelten absoluten Werte ergab der Wilcoxon Test keinen signifikanten
Unterschied zwischen den PPIX-Konzentrationen der Meningeome und Glioblastome; U= 21,
Z=-1.111

p=0,299.

Vergleich absolute PPIX Konzentration errechnet mittels Safire
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2000000

PPIX Konzentration in g pro g Tumor
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-2,0000007

T T
Glioblastom Meningeom

Tumor

Abbildung 31 Vergleich der mittels Safire Spektrometer errechneten absoluten PPIX-Konzentrationen in ug/g Tumor
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Die mittels Fiberoptik ermittelten absoluten Werte zeigten im Wilcoxon Test fiir die

Glioblastome signifikant hohere absolute PPIX-Konzentrationen; U=14, Z=-2.049, p<0.05

Vergleich absolute PPIX Konzentrationen errechnet mittels Fiberoptik
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Abbildung 32 Vergleich der mittels Fiber-Spektrometer errechneten absoluten PPIX-Konzentrationen in pg/g Tumor
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3.5.4 Vergleich der Ergebnisse der beiden unterschiedlichen

Messinstrumente
In einem letzten Schritt wurden die Messinstrumente untereinander verglichen. Dafir
wurden die absoluten PPIX—Konzentrationen, die auf Basis der Fiberoptikmessung fiir die
Glioblastome errechnet wurden, mit denen verglichen, die auf Basis der Safiremessung
errechnet wurden. Im Anschluss wurden die Ergebnisse fiir die Meningeome auf die gleiche

Weise verglichen. Es wurde der nicht parametrische Wilcoxon Test angewendet.

Vergleich errechnete absolute PPIX Konzentrationen der Glioblastome
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Abbildung 33 Vergleich errechnete absolute PPIX-Konzentrationen der Glioblastome (Fiberoptik vs. Safire)
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Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mittels Fiberoptik errechneten und

mittels Safire errechneten absoluten PPIX—Konzentrationen der Glioblastome; U: 24, Z=-

0.64, p=1.00.

Vergleich errechnete absolute PPIX Konzentrationen der Meningeome
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Abbildung 34 Vergleich errechnete absolute PPIX Konzentrationen der Glioblastome (Fiberoptik vs. Safire)

Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mittels Fiberoptik errechneten und

mittels Safire errechneten absoluten PPIX—Konzentrationen der Meningeome; U: 43,

7=0.163, p=0.9.
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3.6 Postoperativ anders klassifizierte Tumorproben

Von den 14 praoperativ als Glioblastom oder Meningeom eingeschatzten Tumoren wurden
drei postoperativ histologisch einer anderen Tumorentitdt zugeordnet. Von den drei
Tumoren wurde einer als Strahlennekrose, einer als cerebrale Metastase eines
Bronchialkarzinoms und der dritte als anaplastisches Astrozytom klassifiziert. Die Ergebnisse
sind im Folgenden in Bezug auf die Ergebnisse der Glioblastome und Meningeome
aufgefihrt. Von dem anaplastischen Astrozytom und der Strahlennekrose wurden jeweils
eine Probe und von der Bronchialkarzinommetastase zwei Proben entnommen und

untersucht.

Fluoreszenzsignalstarke anderer Tumore in Bezug auf die Glioblastome und
Meningeome bei direktem Kontakt der Sonde zum Tumeor

S0000000,00-

40000000 ,00-

30000000 ,00-

20000000 ,00-

Fluoreszenz in relativen Einheiten

10000000,00—

= _— _

T T T T T
Glioblastom Meningeom aRa Ia‘tiﬁ:hes Eronchialcarcinom Strahlennekrose
rozytom

00—

Tumor

Abbildung 35 die Fluoreszenzsignalstarke der Proben des anaplastischen Astrozytoms, des Bronchialkarzinoms
und der Strahlennekrose in Bezug auf die bereits vorher aufgefiihrten Fluoreszenzsignalstarken der
Glioblastom- und Meningeomproben
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Bei zunehmendem Abstand von Fibersonde zu Tumorprobe konnte bei der Stahlennekrose
eine starke Abnahme der Fluoreszenzsignalstirke beobachtet werden. Bei der
Bronchialkarzinommetastase und dem anaplastische Astrozytom zeigte sich bei insgesamt
geringeren Fluoreszenzsignalstarken eine geringere Abnahme.

Fiir das anaplastische Astrozytom zeigte sich die hochste Fluoreszenzsignalstarke bei 0,5mm

Abstand von Sonde zu Tumor, bei groBeren Abstianden wurde diese immer geringer.

Fluoreszenzverhalten des anaplastischen Astrozytoms
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Abbildung 36 Fluoreszenzverhalten der Probe des anaplastischen
Astrozytoms

Die beiden Tumorproben der Bronchialkarzinommetastase zeigten ein ahnliches
Fluoreszenzverhalten wie das anaplastische Astrozytom bei insgesamt der geringsten

Fluoreszenzsignalstarke von allen vermessenen Tumoren.

Fluoreszenzverhalten des Bronchialcarcinoms
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Abbildung 37 Fluoreszenzverhalten der beiden Proben des Bronchialcarinoms

53



Die postoperativ feingeweblich als Strahlennekrose klassifizierte Tumorprobe zeigte die
hochste Fluoreszenzsignalstarke aller Tumore. Keine Glioblastom- oder Meningeomprobe

zeigte derart hohe Fluoreszenzwerte.

Fluoreszenzverhalten der Strahlennekrose
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Abbildung 38 Fluoreszenzverhalten der Strahlennekrose.

Analog zu den Kapiteln 3.5 und 3.5.1 wurde eine Anndherung an absolute PPIX-
Konzentrationen fiir das anaplastische Astrozytom, das Bronchialcarcinom und die
Strahlennekrose mit dem Fiberoptikspektrometer und dem Safire versucht.

Fir das anaplastische Astrozytom ergab sich durch die Berechnung aus den Werten des
Fiberoptikspektrometers 0.32 pg/g Tumor und durch den Safire ein Wert von -1.57 ug/g
Tumor. Es zeigte sich somit eine bei der Fiberoptikmessung geringe PPIX-Konzentration. Bei
dem Safire war diese nicht festzustellen und die absolute PPIX-Konzentration lag unter der
Nachweisgrenze. Hier zeigt sich eine Schwache des Verfahrens, worauf in der Diskussion in
Kapitel 4.6 genauer eingegangen wird. Die beiden Bronchialkarzinomproben waren bei der
Fiberoptik beide unter der Nachweisgrenze. Bei dem Safire zeigte sich eine Probe unter der
Nachweisgrenze, die andere hatte eine geringe absolute PPIX-Konzentration von 0,32ug/g
Tumor. Die Strahlennekrose zeigte bei der Safirevermessung einen hohen Wert von
6,64ug/g Gewebe und bei der Fiberoptikvermessung den mittelhohen Wert von 3.28ug/g

Gewebe.
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3.7 Feingewebliche Untersuchung mit speziellem

Ferrochelataseantikorper

Bei der durch die Neuropathologie durchgefiihrten Spezialfairbung mit den
Ferrochelataseantikdrpern konnte bei keinem Meningeom oder Glioblastom eine positive

Farbung festgestellt werden. Die Funktionalitat der Antikdrper konnte durch die Farbung der

Kontrollgewebe sichergestellt werden.

Abbildung 39 Kontrollschnitt von Nierengewebe, das Positivitat fiir Ferrochelatase Antikérperfarbung zeigt (200x)

Die Abbildung 39 zeigt die Funktionalitat des verwendeten Antikorpers. Es zeigt sich eine
starke braune Farbung der Nierentubuli (roter Pfeil). Fiir die aus der Studie entnommenen
Tumorproben konnte bei keiner Glioblastom- oder Meningeomprobe eine positive Farbung
festgestellt werden. Abbildung 40 und 41 zeigen die Ferrochelatasefarbung fir ein
Meningeom und Glioblastom. Im Vergleich mit der Positivkontrolle des Nierengewebes zeigt

sich hier keine Anfarbung durch Ferrochelatase Antikorper.
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Abbildung 40 Ferrochelatasefirbung eines Glioblastoms aus der Studie; keine Anfirbung durch
Ferrochelataseantikorper (200X)

Abbildung 41 Ferrochelatasefarbung eines Meningeoms WHO | aus der Studie; keine Anfarbung durch
Ferrochelataseantikorper (200x)




4 Diskussion

In dem folgenden Abschnitt wird auf die einzelnen Aspekte der Experimente nadher
eingegangen. Des Weiteren wird diskutiert, welche Schritte noch unternommen werden
miussten, um die Technik eines Tages im klinischen Alltag suffizient anwenden zu kénnen

und welche Vorteile sich flir den Patienten daraus ergeben kénnten.

4.1 Verdiinnungsreihen

Grundlage fiir die Quantifizierung der von uns angefertigten Verdliinnungsreihen mit dem
Fiberoptik Spektrometer (USB 2000+) war eine Arbeit, die zuvor in dem neurochirurgischen
Labor der Universitatsklinik Dusseldorf mit dem Schwerpunkt der photodynamischen
Therapie bei Meningeomzellen in einem in vitro Modell durchgefiihrt wurde (A. Giannakis et
al., 2014). Die in dieser Arbeit beschriebene Methode zur Quantifizierung der PPIX-
Verdinnungsreihen wurde von uns modifiziert. Bei Giannakis et al. (2014) wurden die PPIX-
Verdinnungsreihen ebenfalls in Form von Halbierungsreihen angefertigt, wobei sie ebenfalls
die Konzentrationen 5ug PPIX/ml, 2,5ug PPIX/ml, 1,25ug PPIX/ml, 0,625ug PPIX/ml,
0,3125ug PPIX/ml und 0,15625ug PPIX/ml benutzten und zuséatzlich die Konzentrationen
10pug PPIX/ml und 20ug PPIX/ml vermessen hatten. Sie benutzten als GefaR fur die
Fluoreszenzvermessung der Verdlinnungsreihen Glaskiivetten, die nach jeder Vermessung
gereinigt werden mussten. Um Verunreinigungen zwischen den einzelnen Messungen
vorzubeugen und den Prozess der Fluoreszenzvermessung zu beschleunigen, wurden in
dieser Arbeit schwarze 96-Well Micoplates, die den Vorteil boten, dass zwischen den
einzelnen Messungen der Fluoreszenzsignalstarke keine Reinigung erfolgen musste. Da es
sich um schwarze 96-Well Microplates handelte, konnte jede Konzentration im Well fir sich
vermessen werden, ohne dass es zu einer Beeinflussung der Fluoreszenz durch Lichteffekte
von daneben liegenden Wells kam. Des Weiteren nutzten Giannakis et al. (2014) als
Basischemikalie der Verdinnungsreihen Phosphat Buffered Saline (PBS). Da zu einem
spaterem Zeitpunkt eine Vermessung von lysiertem Tumorgewebe erfolgen und die
Fluoreszenz der lysierten Gehirntumore mit der Fluoreszenz der Verdiinnungsreihen

verglichen werden sollte, wurde in dieser Studie Solvable als Basischemikalie benutzt.
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Solvable wurde schon in einer vorherigen Arbeit erfolgreich fir die Fluoreszenzvermessung
von lysierten Astrozytomen und Glioblastomen eingesetzt, wobei der Lysevorgang in der
vorherigen Arbeit durch rein chemische Lyse in einem Wasserbad durchgefiihrt wurde
(Johansson et al., 2010). Im Gegensatz dazu wurde bei der vorliegenden Arbeit eine
mechanische Zerkleinerung und Lysierung des Tumorgewebes gewadhlt, um den Lysevorgang
zu beschleunigen. Im Vergleich zu Giannakis et al. (2014) fihrten wir neben der
Fluoreszenzvermessung der Verdiinnungsreihen mit der Fiberoptik zusatzlich eine
Vermessung der Fluoreszenz der Verdiinnungsreihen mit einem Safire Spektrometer durch
und verglichen die Ergebnisse der Fluoreszenzvermessungsverfahren miteinander. In einer
linearen Regressionsanalyse konnten bei der Fiberoptik 93.5 Prozent der Fluoreszenzvarianz
durch die PPIX-Konzentration aufgeklart werden (F=492.114; p<0,001), bei dem Safire
konnten 99.1 Prozent der Fluoreszenzvarianz durch die PPIX-Konzentration aufgeklart
werden (F=5015.284; p<0,001). Es bleibt festzuhalten, dass sich beide Verfahren zur
Quantifizierung von PPIX-Verdiinnungsreihen eignen. Das Safire Spektrometer zeigt jedoch
leichte Vorteile in der Vermessung der Verdiinnungslosungen. Damit konnten die Ergebnisse

von Giannakis et al. (2014) reproduziert werden.

4.2 Fluoreszenzvermessung der Tumorstiicke

In der vorliegenden Arbeit wurde das Fluoreszenzverhalten von Glioblastomen und
Meningeomen nach Gabe von 5-ALA verglichen. Dafliir wurden Tumorstiicke aus vom
Operateur als stark fluoreszierend eingeschatzten Regionen des Tumors entnommen und
mit einer Fiberoptik mit USB 2000+ Spektrometer vermessen. Dieses Gerat wurde bereits
zuvor bei einer Studie Uber das Fluoreszenzverhalten von Glioblastomen erfolgreich zur
Quantifizierung eingesetzt (Valdes et al., 2014). In der damaligen Studie wurden Proben aus
verschiedenen Bereichen der Glioblastome entnommen, deren Fluoreszenz durch den
Operateur in vier unterschiedlich starke Fluoreszenzsignalstarken, von stark fluoreszierend
bis zu nicht fluoreszierend, eingeteilt worden ist. Damals konnte gezeigt werden, dass die
vom Operateur als stark fluoreszierend eingeschatzten Tumorproben auch bei der
Vermessung mit dem Spektrometer stdrkere Fluoreszenzsignalstiarken hatten als die als
schwacher fluoreszierend eingeschatzten Bereiche des Tumors (Stummer et al., 2014). In
einer Arbeit aus dem Jahr 2014 konnte der Nutzen des Einsatzes der 5-ALA bei Resektion
insbesondere von Meningeomen des WHO Grades 2 und 3 fir den Patienten gezeigt werden
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(Cornelius et al., 2014). Die Einschatzung der Fluoreszenz wurde in der Studie von Cornelius
et al. (2014) semi-quantitativ durch den Operateur und somit rein subjektiv getroffen. Eine
systematische Quantifizierung von Meningeomen mit einem Spektrometer und somit die
Objektivierung der Fluoreszenzsignalstarke bei Meningeomen wurde von Valdes et al. (2014)
im Jahr 2014 durchgefiihrt. Es wurden 15 Meningeompatienten qualitativ und quantitativ
vermessen mit  der  Schlussfolgerung, dass sich  durch  spektroskopische
Fluoreszenzvermessung  Vorteile  gegenlber der  konventionellen  subjektiven
Fluoreszenzeinschatzung ergeben — 69 Prozent der als nicht fluoreszierend eingeschatzten
Tumorbereiche wiesen signifikant erhohte PPIX-Konzentrationen auf (Valdes et al., 2014).
Eine Studie mit direktem Vergleich der Fluoreszenzsignalstarken zwischen Meningeomen
und Glioblastomen, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, ist uns nicht bekannt. In der
vorliegenden Arbeit wurde sowohl die Fluoreszenz von Glioblastomen als auch von
Meningeomen mit dem Fiberspektrometer quantifiziet. Die Tumorproben der Glioblastome
und der Meningeome stammten alle aus intraoperativ stark fluoreszierenden Bereichen des
Tumors. Bei der Fluoreszenzvermessung mit dem Fiberoptikspektrometer konnte durch den
nicht parametrischen Wilcoxon-Test ein hoch signifikanter Unterschied in der Signalstarke
zwischen Glioblastomen und Meningeomen gezeigt werden (p<0.001), der Median der
Fluoreszenzsignalstarke lag bei den Glioblastomen circa 4.5 mal hoher als bei den
Meningeomen. Eine derartige Einschatzung war durch die alleinige intraoperative
Betrachtung der fluoreszierenden Tumore durch den Operateur zuvor nicht moglich.

In vorherigen Arbeiten wurde berichtet, dass OberflaichenunregelmaRigkeiten,
Lichtstreuungseffekte und Distanz von der Lichtquelle zum Tumor Einfluss auf die
beobachtete Fluoreszenzsignalstarke haben (Valdés et al., 2011; Kim et al., 2010). In der
klinischen Routine zeigt sich, dass vor allem der Abstand zwischen Tumor und Lichtquelle
bzw. Lichtdetektor einen starken Einfluf} auf die Fluoreszenzstarke hat. Deshalb wurde der
Zusammenhang von Abstand der Lichtquelle zum Tumor in der vorliegenden Arbeit
besonders untersucht. Hierflir wurde im Anschluss an die Vermessung der Fluoreszenz bei
direktem Kontakt der Fibersonde zum Tumor auch bei den Abstinden 0.5 mm, 1 mm,
1.5mm und 2mm eine Fluoreszenzvermessung durchgefiihrt. Es konnte in einer
quadratischen Regressionsanalyse fir die Glioblastome (r’=0.226; F=4.683 ; p<0.05) und
Meningeome (r’=0,24; F=15,36 ; p<0,001) gezeigt werden, dass ein quadratischer

Zusammenhang besteht zwischen Abstand des Tumors zur Lichtquelle und gemessener
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Fluoreszenzsignalstarke. Es konnte somit gezeigt werden, dass der Abstand der Lichtquelle
zum Tumor einen starken Einfluss auf die Fluoreszenz hat. Dieses unterstreicht die oben
beschriebene Annahme von Valdes et al. (2011) und Kim et al. (2010). Des Weiteren zeigte
sich durch den nicht parametrischen Wilcoxon-Test bei jedem Abstand bei den
Glioblastomen eine signifikant hohere Fluoreszenzsignalstarke als bei den Meningeomen

(0,5mm=p<0.05; Imm=p<0.01; 1,5mm=p<0.05; 2mm=p<0.01).

4.3 Vermessung der lysierten Tumore — ein Modell zur Ermittlung

von absoluten PPIX-Konzentration

In der Arbeit von Kim et al. (2010), die eine Grundlage fiir die vorliegende Arbeit darstellt,
wurde durch komplexe Einbeziehung von Lichtreflexions- und Lichtabsorptionseigenschaften
ein Modell entwickelt, welches es ermoglicht hat, in einem ex vivo Mausmodel absolute
PPIX-Konzentrationen zu ermitteln (Kim et al.,, 2010). Als Grundlage des Modells zur
Ermittlung absoluter PPIX-Konzentrationen im Tumor wurden in dieser Arbeit die zuvor
durch das  Fiberoptikspektrometer und das  Safirespektrometer ermittelten
Fluoreszenzsignalstarken (relative Einheiten) bekannter PPIX-Konzentrationen
(Verdinnungsreihen) benutzt. Es wurde jeweils eine Regressionsgerade der mittleren
Fluoreszenzsignalstarken gebildet. Basierend auf diesen Regressionsanalysen und unter
Einbeziehung des Gewichts der Tumorproben wurden absolute PPIX-Konzentrationen in der
Einheit Mikrogramm PPIX pro Gramm Tumorgewicht ermittelt (siehe Kapitel 3.5 und Kapitel
3.5.1). Es zeigten sich bei den mittels Safirespektrometer vermessenen Meningeomproben
fir eine Probe negative Werte. Zur Berechnung der absoluten PPIX—Konzentrationen diente
eine lineare Regressionsgrade.

Die Regressionsgrade, die in dieser Arbeit auf Basis der Fluoreszenzmessungen mit dem
Safirespektrometer ermittelt wurde hatte bei X= 0 nicht den Wert Y= 0 (die X-Werte zeigten
in diesem Modell die PPIX—Konzentrationen und die Y-Werte die relativen Einheiten, die mit
dem Spektrometer gemessenen wurden), was zu erwarten ware, sondern den Wert
Y=10.013 (relative Einheiten). Bei der Probe mit negativ berechneter PPIX-Konzentration lag
die gemessene Fluoreszenz bei Y=6 (relative Einheiten) und somit in dem Modell dieser

Arbeit unter X=0, dies ist eine Schwache der in dieser Arbeit benutzten Formel. Extrem
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geringe PPIX—Konzentrationen aus Lysaten von beispielsweise Tumoren koénnen nicht
angegeben werden.

Insgesamt zeigte sich bei den aus den Safirespektrometer Verdiinnungsreihen berechneten
absoluten Werten der PPIX-Konzentration in Mikrogramm pro Gramm Tumor kein
signifikanter Unterschied zwischen den Glioblastomen und Meningeomen (p= 0,37). Bei den
auf den Fiberoptikspektrometerverdiinnungsreihen basierenden Rechnungen zeigten die
Glioblastome eine signifikant hohere absolute PPIX-Konzentration als die Meningeome
(p<0,05). Insgesamt muss festgehalten werden, dass es sich bei dem vorgestellten Modell
nur um eine Anndherung an die absoluten Werte handelt, da wichtige Faktoren wie der
Hamoglobingehalt, Dichte des einzelnen Tumorgewebes sowie viele andere Faktoren, die
Absorption und Fluoreszenz beeinflussen im Gegensatz zu dem Modell von Kim et al (2010)
(Kim et al., 2010) nicht bertcksichtigt wurden. Eine Vereinfachung des Modells fiihrte jedoch
in dieser Arbeit zu dhnlichen Werten wie sie in der Literatur beschrieben werden. Die in
dieser Arbeit in beiden Verfahren ermittelten Werte lagen fir die Meningeome und
Glioblastome zwischen 0.02 und 8.1 pg PPIX/ml (im Ergebnisteil wurden die absoluten Werte
ug PPIX/g angegeben, bei einer angenommenen Dichte von 1 und zur besseren
Vergleichbarkeit mit den Werten aus der Literatur wurden die Werte hier in pg PPIX/ml
angegeben, siehe auch Kapitel 4.6.) in Tumor. Valdes et al. (2014) beschreiben bei
Meningeomen und Glioblastomen Werte zwischen 0.1 und 10 pg PPIX/ml (Valdes et al.,
2014). Kim et al. (2010) beschreiben fir unterschiedliche Gewebe (Gehirn, Niere ect.),
jedoch nicht explizit fir Glioblastome oder Meningeome, Werte zwischen 0 und 1.2 pg/ml
gelostes Tumorgewebe (Kim et al., 2010).

Des weiteren zeigte sich beim Vergleich der beiden unterschiedlichen Messmethoden (Safire
vs. Fiberoptikspektrometer) fiir die Kohorten der Meningeome und der Glioblastome kein

signifikanter Unterschied.

4.4 Vermessung der postoperativ anders klassifizierten

Tumorproben

Bei drei der 14 Tumorproben, die praoperativ als Glioblastom oder Meningeom klassifiziert
wurden, zeigte sich histologisch eine andere Tumorentitat (Bronchialkarzinommetastase,

anaplastisches Astrozytom und Strahlennekrose). Die Bronchialkarzinommetastase und das
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anaplastisches Astrozytom fielen schon wahrend der Operation durch eine geringe bis
fehlende Fluoreszenz auf. Die Stahlennekrose zeigte schon wahrend der Operation eine
starke Fluoreszenz. In der Literatur wird beschrieben, dass anaplastische Astrozytome
mittelstark und Metastasen gering fluoreszieren, somit werden beide Tumorarten als
geringer fluoreszierend beschrieben als Glioblastome (Belloch et al., 2014). In einer Studie
von Kamp et al. (2012) konnten bei einem Patientenkollektiv von 52 Patienten bei 32
Patienten (62%) eine 5-ALA induzierte Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die {brigen 38
Prozent zeigten wie die von uns untersuchten Metastasenproben keine wahrnehmbare
Fluoreszenz (Kamp et al., 2012). Die Probe des anaplastischen Astrozytoms in unserer Studie
zeigte eine durch den Operateur und durch das Spektrometer kaum wahrnehmbare und
sehr viel geringere Fluoreszenz als alle Meningeome und Glioblastome der Studie. Fir die
der Auswertung ausgeschlossene Bronchialkarzinommetastase zeigte sich eine adhnlich
geringe Fluoreszenz wie bei dem zuvor beschriebenen anaplastischen Astrozytom. Im
direkten Vergleich zeigte das anaplastische Astrozytom mit 1.277.605 relativen Einheiten
eine geringgradig hohere Fluoreszenz als die beiden Proben der
Bronchialkarzinommetastase mit jeweils 1.077.395 und 1.066.208 relativen Einheiten. In
einer weiteren Probe stellte sich postoperativ histologisch eine Strahlennekrose dar. Sie
wurde intraoperativ durch den Operateur als stark fluoreszierend eingeschatzt. Es zeigten
sich erstaunlicherweise sowohl bei der Fluoreszenzvermessung direkt an der
Strahlennekrose als auch in Losung mit dem Fiberoptikspektrometer und Safire hohe Werte
der Fluoreszenz. Bei direkter Messung der Fibersonde am Tumor zeigten sich Werte von
41.000.000 relativen Einheiten. Im Vergleich dazu lagen die mittleren Fluoreszenzwerte fir
die Glioblastome bei 13.000.000 relativen Einheiten und die mittleren Fluoreszenzwerte fur
die Meningeome bei 3.000.000 relativen Einheiten. Die Strahlennekrose zeigte bei der
Safirevermessung einen hohen Wert von 6.64ug PPIX/g Tumorgewebe und bei der
Fiberoptikvermessung den mittelhohen Wert von 3.28ug PPIX/g Tumorewebe. Im Vergleich
dazu lagen die mittleren absolute Werte fir die Glioblastome bei Safire- und
Fiberoptikmessung um 2.9 und 3.2 ug PPIX/g Tumorgewebe. Die mittleren absolute Werte
lagen flr die Meningeome bei Safire- und Fiberoptikmessung zwischen 1.1 und 2.4ug PPIX/g
Tumorgewebe (Siehe auch Kapitel 3.5.4).

Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, da man davon ausgehen muss, dass fir die

gesteigerte Synthese des fluoreszierenden PPIX vitale Tumorzellen mit einer Verdnderung in
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der Hamoglobinsynthese verantwortlich sind (Peng et al., 1997; Bedwell et al., 1992). Ein
Erklarungsversuch konnte sein, dass das PPIX von noch in der Umgebung vorhandenen
Tumorzellen gebildet wurde und dann Uber Diffusion und Transport in die Strahlennekrose
gelangt ist. Ein dhnlicher Mechanismus wird bei Masubuchi et al. (2013) fiir Glioblastom- und
Meningeomzellen in der Zellkultur beschrieben. Diese zeigten, dass ein grolRer Anteil des

vorhandenen PPIX auch extrazelluldr vorkommt (Masubuchi et al., 2013)

4.5 Histopathologische Auswertung der Ferrochelataseantikorper

Farbung

Die Ferrochelatase ist eines der Schrittmacherenzyme der Hamoglobinbiosynthese und fihrt
zu einer Weiterverstoffwechslung des PPIX in das nicht fluoreszierende Ham (Peng et al.,
1997). Es wird davon ausgegangen, dass in neoplastischen Zellen, die eine Tendenz zur
vermehrten Fluoreszenz nach 5-ALA Gabe zeigen, die Aktivitat der Ferrochelatase herunter
reguliert ist (Bedwell et al., 1992). Zu Beginn der Arbeit wurde vermutet, dass man einen
Zusammenhang zwischen Ferrochelataseaktivitat und der mit Spektrometer gemessenen
Fluoreszenzintenistat finden wiirde. Daher wurde von allen Tumoren der Studie eine
Farbung mit speziellen Ferrochelataseantikdrpern vom Neuropathologischen Institut der
Universitatsklinik Disseldorf durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich bei allen Tumorproben jedoch
keinerlei ~ Farbung der  Tumorproben, sodass eine  Korrelation  zwischen
Fluoreszenzsignalstarke und Aktivitat der Ferrochelatase nicht moéglich war. Andererseits ist
es durchaus moglich, dass die Ferrochelataseaktivitat der Tumore derart stark
herunterreguliert war, dass immunhistologisch keine Aktivitat mehr nachgewiesen werden
konnte. Hefti et al. untersuchten das Fluoreszenzverhalten von zwei unterschiedlichen
Meningeomzellreihen in Bezug auf die Ferrochelataseaktivitat. Die eine Zellreihe zeigte hohe
PPIX-Konzentrationen mit starker Fluoreszenz und die andere niedrige PPIX-Konzentrationen
mit  geringer  PPIX-Konzentration. Es konnte eine signifikant  niedrigere
Ferrochelataseaktivitat bei der fluoreszierenden Zellreihe nachgewiesen werden (Hefti et al.,
2011). Unsere Ergebnisse stehen nicht im Widerspruch zu Hefti et al. (2011). Jedoch ist das
von uns angewandte Verfahren nur ein qualitatives bzw. hochstens ein semiquantitatives
Verfahren, da der Neuropathologe allein durch die Intensitat der Anfarbung des Gewebes

entscheidet wie hoch die Ferrochelataseaktivitdt des Gewebes ist. Geringste Unterschiede
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wie sie bei dem aufwendigen Verfahren von Hefti et al. (2011) aufgedeckt wurden, konnten

durch das von uns angewendete Verfahren nicht gezeigt werden.

4.6 Limitationen der Studie

Im folgenden Abschnitt werden die wesentlichen Einschrankungen der Studie genannt.
Zunachst muss angemerkt werden, dass eine Fallzahl von elf Patienten, die ein Glioblastom
oder Meningeom hatten, mit insgesamt 17 untersuchten Tumorproben in der vorliegenden
Studie gering war. Da die Ergebnisse aber konsistent und ohne gréBere Varianz behaftet
waren, ware bei einer weiteren VergrolRerung der Stichprobe nicht mit einem erheblichen
Erkenntnisgewinn zu rechnen gewesen. Des Weiteren musste bei der nicht
standardnormalverteilten Kohorte auf nichtparametrische statistische Tests zurlickgegriffen
werden. Bei den linearen Regressionen wurden trotz fehlender Standardnormalverteilung
eine lineare Regressionen durchgefiihrt, da ein gleichwertiges Verfahren als
nichtparametrischer Test fehlte. Es wird jedoch in der Literatur beschrieben, dass die lineare
Regression bei fehlender Standardnormalverteilung robust statistisch gute Ergebnisse liefert
(Li et al., 2012). Drittens wurde der in der Literatur beschriebene Storfaktor ,,Hamoglobin®,
der einen hohen Absorber des Exzitationslichtes darstellt und somit einen Einfluss auf die
Fluoreszenzsignalstarke zu haben scheint (Valdés et al., 2011; Kim et al., 2010), nicht in den
Versuchen dieser Arbeit berlcksichtigt.

Des Weiteren wurden bei der Fluoreszenzvermessung der lysierten Tumoren unterschiedlich
groRe Tumorstlicke in 1 ml Solvable gelost, dabei ist jedoch unklar, inwiefern das Verhaltnis
von Tumorgewebe zu Flissigkeit eine Rolle fiir die gemessene Fluoreszenz und somit fur die
absolute PPIX-Konzentration spielt. In der Literatur konnten keine Werte fiir die Dichte von
Meningeomen und Glioblastomen gefunden werden. In einem Artikel werden jedoch
Dichtewerte von 1.04 g/cm3 fur Weichteil (Muskelgewebe) (Hsu et al., 2007). Da es sich bei
den Glioblastomen und Meningeomen ebenfalls um weiche Gewebe handelt, wurde in
dieser Arbeit eine Dichte von 1g/ml flr die Berechnung angenommen.

Je nachdem wie viele Tumorproben gleichzeitig von einem Patienten entnommen wurden,
gab es unterschiedlich lange Phasen zwischen Probenentnahmen aus dem Tumor und der
ersten Vermessung des Gewebes mit dem Fiberoptikspektrometer; daher variierte diese Zeit
von neun bis 38 Minuten. Um einen Zerfall des fluoreszierenden PPIX durch den
sogenannten ,Photobleichungseffekt” zu verhindern wurde das Gewebe unmittelbar nach
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Entnahme bis zur Vermessung unter Lichtausschluss in einem schwarzen Falcon gelagert. Bei
,Photobleichungseffekt” wird davon ausgegangen, dass es durch die Anregung des
Fluorophors durch einstrahlendes Licht zu einem Zerfall des Fluorophors kommt (Song et al.,
1995).

Des Weiteren wurden nur low grade Meningeome untersucht, sodass keine Aussage zu
Fluoreszenzunterschieden zwischen Meningeomen WHO Grad | und hdohergradigen
getroffen werden kann. Da nach der direkten Fluoreszenzvermessung der Tumorstlicke
diese lysiert wurden, konnte eine histologische Aufarbeitung exakt dieser Proben nicht
durchgefiihrt werden. Deshalb ist es schwierig eine Aussage zu treffen wie viel
Tumorgewebe und wie viel Nekrose in dem vermessenen Tumorstlick vorhanden war.

Alles in allem sind die Ergebnisse dieser experimentellen Arbeit trotz der eben diskutierten
Einschrankungen im Hinblick auf eine mogliche Anwendung im Operationssaal

hochinteressant.

4.7 Ausblick

Bei subjektiv. vom Operateur als gleich stark fluoreszierend eingeschatzten
Tumorgewebeproben konnte durch das Fiberoptikspektrometer ex vivo eine unterschiedlich
starke Fluoreszenz nachgewiesen werden. Das zurzeit im neurochirurgischen Operationssaal
verwendete Operationsmikroskop ist ca. 80 Zentimeter vom Tumor entfernt. Wie in Kapitel
3.4.2.1 dargestellt, kommt es zu einer quadratischen Abnahme der Fluoreszenzsignalstarke
bei Zunahme des Abstandes zwischen Messinstrument und Tumor. Die Sonde kdnnte man,
anders als ein Operationsmikroskop, wie oben beschrieben direkt an den Tumor halten,
sodass es zu keinem Verlust der Fluoreszenzsignalstarke auf dem Weg zum Messinstrument
kommt.

Die quantitative Messung erlaubte sogar Riickschlisse auf die im Tumorgewebe enthaltene
PPIX-Konzentration. Somit konnten Fluoreszenzunterschiede aufgezeigt werden, die einer
subjektiven Betrachtung durch den Operateur nicht aufgefallen waren. Des Weiteren war
das kleine, mobile Fiberoptikspektrometer dem stationdren Safirespektrometer nur sehr
geringfligig unterlegen und lieferte ebenfalls sehr zufriedenstellende Ergebnisse. Im
Gegensatz zu dem Safirespektrometer, welches nur die Fluoreszenz von Ldsungen bzw.
Zellsuspensionen in 96-Wellplatten vermessen kann, handelt es sich bei dem
Fiberoptikspektrometer um ein portables Gerat, welches leicht in den intraoperativen Alltag
integrierbar ware. Im neurochirurgischen Operationssaal kdonnte das Gerat eingesetzt
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werden, nachdem durch den Operateur das makroskopisch sichtbar fluoreszierende
Tumorgewebe entfernt wurde. Dieser kdnnte die handliche Fibersonde dazu benutzen die
Tumorresektionshéhle und die Tumorrander abzufahren bzw. ,abzutasten”. Wie in Kapitel
3.4.2.1 dargestellt, zeigt die Fluoreszenzsignalstarke eine quadratische Abnahme mit
zunehmenden Abstand von der Messaparatur zum fluoreszierenden Tumor.

Bevor das Gerat jedoch seinen Eingang in den klinischen Alltag finden kann, ist es notwendig
die Grenzzonenkonzentration des PPIX bzw. die Grenzzonenfluoreszenz im Tumorgewebe
genauer zu untersuchen. Ein weiterer Schritt dorthin ist eine momentan in der
Neurochirurgischen Klinik des Universitatsklinikums Disseldorfs auf der vorliegenden Arbeit
aufbauende wissenschaftliche Arbeit, welche das Fluoreszenzverhalten von Gehirntumoren
genauer untersucht, indem Tumorbereiche aus dem Zentrum mit weiter peripher liegenden
Tumorbereichen hinsichtlich Fluoreszenz verglichen werden. In dieser momentan laufenden
Studie wird die gemessene Fluoreszenz mit histopathologischen Daten verglichen und
untersucht wie sich die Fluoreszenz in Bezug auf Vaskularisierung, Mitoseaktivitat,
Tumormasse und Nekroseausmal? verhalt.

Weiterfihrend konnten auch Tierexperimente interessant sein, bei denen das
Fibersondenspektrometer in vivo zum Einsatz kommen kdnnte, analog dazu wie es spater im
neurochirurgischen Operationssaal eingesetzt werden soll.

Insgesamt geht aus dieser Arbeit hervor, dass es sich bei dem hier vorgestellten
Fiberoptikspektrometer um ein vielversprechendes Instrument handelt, welches eines Tages
neben dem rein subjektiven fluoreszenzgestiitztem Resektionsverfahren (Stummer et al.,
2006), dem intraoperativen Monitoring (Zhang et al., 2015), der Chemo- und Radiotherapie
(Jelsma and Bucy, 1967; Fiveash and Spencer, 2003; Sultanem et al.,, 2004) zu einem
weiteren Werkzeug in der Therapie bei Glioblastomen und hohergradigen, infiltrierenden

Meningeomen werden kdnnte, indem es hilft, die Radikalitat der Resektion zu verbessern.
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