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Zusammenfassung

Die neurochirurgische Exstirpation gilt heute als leitlinien-gerechte Therapie des
Meningeoms. Problematisch sind die im Verlauf auftretenden Rezidive dieser in der
Mehrheit benignen (> 90%) Raumforderungen. Diese Rezidive bilden sich nach aktueller
Lehrmeinung am ehesten aus nicht resezierten, in situ verbliebenen Meningeomzellen.
Eine direkte Wechselbeziehung zeigte sich zwischen der Radikalitat der durchgefiihrten
Tumorexstirpation, die nach der Simpson-Klassifikation eingeteilt wird, und dem
rezidivfreien Uberleben des Patienten. Aus diesem Grund sollte grundsatzlich eine
méglichst radikale operative Tumorexstirpation angestrebt werden. Zur Sicherstellung
dieser Radikalitat und zeitgleicher sicherer und risikobewusster Resektion wurde das
Verfahren der Fluoreszenzgestitzten Resektion (FGS), welches in der operativen
Therapie maligner Gliome bereits erfolgreich etabliert ist, in mehreren Studien auch bei
Meningeomresektionen erfolgreich eingesetzt. Die FGS wird mit Hilfe eines speziellen
Operationsmikroskops in vivo durchgefihrt. Dabei wird dem Patienten praoperativ 5-
Aminoldvulinsdure (5-ALA) verabreicht, ein kérpereigenes Porphyrinderivat, welches
insbesondere in Tumorzellen akkumuliert und dort zu fluoreszierendem Protoporphyrin
IX (PPIX) metabolisiert wird. Aktuell erfolgt die Bewertung der Fluoreszenzintensitat mit
Hilfe eines Operations-Mikroskops semiquantitativ und rein subjektiv durch den
Chirurgen. Diese Methode erreicht insbesondere im Randbereich eines Meningeoms
ihre Grenzen, wo sich regelmalig eine Tumorinfiltration in der zirkuldr umgebenden
Dura mater vorfinden 18sst. Durch die Entwicklung von spektrometrischen Methoden
konnte sowohl die Sensitivitat erhoht als auch eine quantitative und objektive Beurteilung
erreicht werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Verwendung dieser spektrometrischen
Methode in der problematischen Randzone von zerebralen Meningeomen differenzierter
untersucht werden. Zundchst sollte die tumorbedingte Fluoreszenz durch ein
Operations-Mikroskop (FGS) beurteilt und anschlieltend durch ein Spektrometer mit
Fiberoptik gemessen werden. Diese beiden optischen Methoden wurden durch eine
histopathologische Untersuchung der entsprechenden Gewebebereiche erganzi.

Im Gegensatz zur FGS mit einer Sensitivitat von 53 %, zeigte sich eine deutliche
Uberlegenheit bei der Messung der Fluoreszenzintensitat mittels Spektrometer
(Sensitivitat 93%). Uberdies war es maglich, eine Korrelation zwischen dem Grad der
Tumarinfiltration der Dura mater und der gemessenen Fluoreszenzintensitat abzubilden.

Schlussendlich ist das zusatzliche Heranziehen der Spektrometer-Fiberoptik-Einheit zur
Tumordetektion als sehr positiv zu bewerten. Mittels reiner FGS, der herkémmlichen
Methode, wurde mehr als die Halfte der analysierten Tumorproben, die von Tumorzellen
infiltriert waren, als falsch-negativ beurteilt. Dies ist im Hinblick auf mégliche Rezidivraten
als hdchst problematisch zu beurteilen. Mit dem Ziel den Grad der Resektion zu steigem,
lasst sich daraus die |dee ableiten, =zuklnftig auch intraoperativ eine solche
spektrometrische Fiberoptik-Einheit zu verwenden. Dies wiirde eine unkomplizierte,
sichere und auch schnelle in-vivo-Analyse des Gewebes ermodglichen. Des Weiteren
besteht hierdurch mdglicherweise die Chance die Rezidivraten durch gezieltere
Resektionen zu senken.



Summary

For now neurosurgical extirpation is the chosen guideline-based treatment of
meningiomas. The recurrence rate of these predominantly benign (> 90%) lesions is
particularly problematical. According to current doctrine, these recurrences are most
likely to be formed from unresected, in situ remaining meningioma cells. A direct
correlation was found between the thoroughness of tumor extirpation, as graded by
Simpson, and the recurrence-free survival of the patient. This is why the most rigorous
possible surgical tumor extirpation is recommended. A fluorescence-guided resection
method (FGS) which has already been successfully established in the surgical treatment
of malignant gliomas and has also been favorably applied in meningioma resections in
several studies, ensures a rigorous but also safe and risk-aware resection. The FGS is
performed in vivo using a special surgical microscope. Preoperatively the patient is given
S-aminolevulinic acid (5-ALA), an endogenous porphyrin derivative which accumulates
in tumor cells and is metabolized to fluorescent protoporphyrin X (PPIX). Currently, the
evaluation of the fluorescence intensity when using a surgical microscope is carried out
by the surgeon and is semi quantitative and purely subjective. This method has its limits,
especially in the periphery of a meningioma where tumor infiltration in the circularly
surrounding dura mater is frequently found. The development of spectrometric methods
has increased sensitivity and achieved quantitative and objective assessments.

In the context of this paper, use of the spectrometric method in this problematic
peripheral zone of cerebral meningiomas should be investigated in a more differentiated
manner. First tumor-induced fluorescence should be examined under a surgical
microscope (FGS) and then measured by a fiber optic spectrometer. These two optical
methods should be supplemented by a histopathological examination of the
corresponding tissue areas.

Measurement of the fluorescence intensity by means of a spectrometer (sensitivity 93%)
was shown to be clearly superior to the FGS with 53% sensitivity. It was also possible to
establish a correlation between the degree of tumor infiltration of dura mater and
measured fluorescence intensity.

In conclusion, the additional use of the fiber optic spectrometer tumor detection unit can
be rated as very positive. By using the conventional FGS method more than half of the
analyzed tumor samples infiltrated by tumor cells were assessed as false-negative. In
view of the possible recurrence rates this must be considered extremely problematical.
It is possible to envisage that in future the fiber optic spectrometric unit will also be used
intraoperatively with aim of increasing the resection degree. This would facilitate a swift,
safe and uncomplicated in vivo analysis of the tissue. Furthermore, it could possibly
reduce the chances of recurrence through more targeted resections.
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1 Einleitung

1.1 Meningeome

1.1.1 Zusammenfassung

Etwa 20 bis 25 % aller primaren Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS)
sind Meningeome [1]. Sehr oft wachsen diese Tumore langsam, sind zu Uber 90
% benigne und entwickeln sich aus entarteten Deckzellen der Arachnoidea [1,
2]. Durch Infiltration zerebraler Strukturen oder durch einen durch das
Grolkenwachstum resultierenden Verdrangungsprozess kann ein neurologisches
Defizit auftreten. Wegen der lokalisationsabhangigen Symptome kdnnen
allerdings keine spezifischen Meningeom-Symptome definiert werden. Bei
benignen, RO-resezierten Meningeomen ist die Chance auf Heilung flr den
Patienten sehr hoch, wohingegen subtotal resezierte bzw. vom Malignitatsgrad

hoher klassifizierte Meningeome haufig zu Rezidiven neigen [1-5].

1.1.2  Atiologie und Epidemiologie

Daten aus der Central Brain Tumor Registry of the United States (CBTRUS)
geben Auskunft dariber, dass das Risiko, an einem Meningeom zu erkranken,
fur Frauen etwa zwei Mal héher ist als fur Manner. Die Wahrscheinlichkeit fur die
Entstehung und Diagnosestellung eines Meningeoms erhoht sich mit dem Alter,
ein Haufigkeitsgipfel wird im Alter von 45 Jahren beobachtet [1, 2, 6]. Einige
Studien weisen immer wieder auf diverse Risikofaktoren wie zerebrale Traumata,
ionisierende Strahlung und weibliche Sexualhormone hin [1, 7). Weitere Studien,
die einen moglichen Zusammenhang zwischen Handynutzung und Inzidenz von
Meningeomen untersuchten, zeigten bisher keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang oder gar eine Kausalitat [8, 9]. In verschiedenen Studien wurde
aufgezeigt, dass Patienten mit bekannter Neurofibromatose 2 (NF-2) ein

gehauftes Auftreten von Meningeomen zeigen [10].



1.1.3 Diagnostik

Die Magnetresonanztomographie (MRT) hat sich noch wvor der
Computertomographie (CT) als bildgebendes Diagnostikum der Wahl bei
Meningeomen herausgestellt [3]. Zudem wurde in der Vergangenheit oft die
Angiographie eingesetzt, die heutzutage allerdings nur noch sehr selten,
insbesondere bei speziellen Fragestellungen zur Tumorvaskularisation,
angewendet wird [11, 12]. Aufgrund der hohen Aufldsung, Verzicht von
ionisierender Strahlung und der exzellenten Darstellung von Weichteilstrukturen
hat sich die MRT als Standard der Meningeomdiagnostik etabliert. Eine nicht zu
unterschatzende Funktion hat die CT jedoch noch immer durch die genauere
Darstellung von Hartgewebe wie Knochen und Kalk. Dies ist aufgrund der
moglichen Knocheninfiltration und Bildung von Hyperostosen beziehungsweise
Psammomkorpern (Verkalkungen) oft von Vorteil und als ergénzendes
Diagnostikum — insbesondere zur praoperativen Planung — sinnvoll [3, 4, 13, 14].
Aufgrund der extraaxialen Lage und der dadurch nicht vorhandenen Blut-Hirn-
Schranke zeigen die Tumore, die in der Bildgebung scharf begrenzt sind und
rund bis flachig erscheinen, eine ausgepragte Kontrastmittelanreicherung. In der
nativen CT bildet sich ein hyperdenser Tumor mit haufig ausgepragten
Verkalkungen ab. Im nativen MRT hingegen ist der Tumor in der T1-Gewichtung
durch sein hypo- bis isointenses Aussehen charakterisiert (Abb. 1), in der T2-
Gewichtung durch sein iso- bis hyperintenses Erscheinungsbild [4, 13]. Ein
weiteres Charakteristikum, welches in der Bildgebung des Meningeoms haufig
auftritt, ist das sogenannte ,dural-tail-sign” (Abb. 1). Dieses beschreibt die
Auslaufer des Meningeoms entlang der Dura mater, die in der Bildgebung

typischerweise verdickt erscheinen und in die Peripherie hineinreichen [15].



Abb. 1: MRT (T1-Gewichtung) eines Falx-Meningeoms
Markierung: dural-tail-sign

1.1.4 Symptome

Wegen der unterschiedlichen Tumorlokalisationen unterscheiden sich die
Symptome von Meningeompatienten oft sehr stark. Meningeome wachsen in der
Regel langsam, weshalb Symptome meist erst bei fortgeschrittenen
Meningeomen durch Verdrangungsprozesse auftreten [14]. Aus diesem Grund
werden Meningeome in regelmaligen Abstanden im Rahmen zerebraler
Bildgebungen mit anderer Indikationsstellung inzidentell erfasst und resultieren
nicht zwangsweise in einer chirurgischen Intervention [16, 17]. Typische
Symptome fur Meningeome mit Grolkenprogredienz, die durch ihren
raumverdrangenden Prozess gekennzeichnet sind, sind die Zeichen eines
erhdhten intrakraaniellen Drucks, wie diffuse Cephalgien, Ubelkeit und
Vigilanzminderung. Durch die Ilokale Raumforderung treten je nach
Tumorlokalisation allerdings auch lokal betonte Cephalgien durch Reizung oder
Kompression der Dura mater oder auch fokal-neurologische Defizite, wie
Hirnnervenausfalle oder Paresen, auf. Ein Beispiel stellt die Tumorlokalisation

am Os sphenoidale dar, aus der eine Visusstérung bis hin zum vollstédndigen



Visusverlust resultieren kann. Auch im Kleinhirnbrickenwinkel konnen
Meningeome auftreten, wobei dies zu Ausfdllen der dort durchziehenden
Hirnnerven (N. trigeminus, N. facialis, N. vestibulocochlearis) fihren und den
Symptomen eines Vestibularisschwannoms gleichen kann [14]. Auch von fokalen
und generalisierten Krampfanfallen im Zusammenhang mit Meningeomen,

insbesondere der Temporal- und Zentralregion, wurde berichtet [18].

1.1.5 Histologie

Die Tumorzellen bilden sich aus den mesenchymalen Deckzellen der
Arachnoidea. Gemalt der aktuellen WHO-Klassifikation werden zum jetzigen
Zeitpunkt 15 unterschiedliche Subtypen klassifiziert [19]. Zu den
histopathologischen Erkennungsmerkmalen von Meningeomen gehdren
lamellenformige, radiare Tumorverkalkungen, sogenannte Psammom-
korperchen, sowie die zwiebelschalenartige Struktur des Tumors (Tabelle 1). Die
unterschiedlichen Typen wvon Meningeomen werden mithilfe der WHO-
Klassifikation in drei verschiedene Klassen gradiert (WHO °1-3). Diese
Gradierung wird basierend auf dem histologischen Subtyp, Mitoseindex,

Gewebeinfiltration und weiteren histopathologischen Kriterien durchgefihrt [19].

>90% 5-T% <3%

* Meningotheliomatos® = Atypisch* * Anaplastisch®

+ Fibroblastisch + Chordoid « Papillar

+ Transitinal + Klarzellig + Rhabdoid

s Psammomatds

= Angiomatds

e Mikrozystisch

= Sekretorisch

+ |Lymphoplasmazellraich

e Metaplastisch

<4 Mitosen/ 10 >4 bis =19 Mitosen/ =20 Mitosen/ 10

Gesichtsfelder 10 Gesichtsfelder™ Gesichtsfelder

Keine Gewebeinfiltration Gewebeinfiltration Massive
vorhanden Gewebeinfiltration

T-20% 30-40% 50-80%

Tabelle 1: Klassifikation der Meningeome

Modifiziert nach aktueller WHO Klassifikation [30]

*Der jeweils haufigste histologische Subtyp

*Neben dem Mitoseindex kénnen atypische Meningeome auch durch mindestens 3 der
folgenden 5 histopathologischen Kriterien definiet werden: Spontannekrose, veranderte
Zellstruktur, ausgepragter Nukleolus, gesteigerte Zellularitit und/oder kleine Zellen.



1.1.6 Therapie

Als Standardtherapie von Meningeomen bei symptomatischen Patienten gilt die
operative Exstirpation [3, 4]. Bei asymptomatischen Patienten oder bei
ungunstiger Risiko-Nutzen-Konstellation kann auch ein wait-and-scan-Strategie
verfolgt werden. Nach Simpson wird das erreichte Resektionsausmal in funf
verschiedene Grade unterteilt, die gleichzeitig mit der Rezidivrate des Patienten
korreliert (Tabelle 2) [20]. Bei einer Simpson-Klassifikation °I wird eine
makroskopisch vollstdndige Tumorentfernung erreicht, bei der gleichzeitig die
angrenzenden duralen beziehungsweise ossaren Strukturen entfernt werden.
Hier zeigen sich die groRte Uberlebenswahrscheinlichkeit sowie die geringste
Flnf-Jahres-Rezidivrate von 9 %. Bei erreichtem Resektionsgrad V kommt es
lediglich zu einer makroskopischen Tumordekompression beziehungsweise
Biopsie. Erstreckt sich das Intervall der Flnf-Jahres-Rezidivraten auf einen
Beobachtungszeitraum von 15 Jahren, ergeben sich bei den makroskopisch
vollstandig entfernten Tumoren (Simpson °l bis °lll) deutlich geringere
Rezidivraten als bei solchen, die nicht volistandig makroskopisch reseziert
wurden (Simpson °IV). Da bei Simpson °V der Tumor nur dekomprimiert wird,
also in situ verbleibt, wird das zurlckbleibende Gewebe nicht als Rezidiv,
sondern als Residuum bezeichnet. Somit ist eine sinnvolle Beschreibung der
Rezidivrate nicht maglich [5, 20-22].

makroskopisch vollstandige Tumorexstirpation, 9%
zusétzliche Entfernung aller angrenzenden
Strukturen (Dura, Ossére Strukturen, ggf. Sinus)

makroskopisch vollstandige Tumorexstirpation, 19%

angrenzende in situ verbleibende Dura Mater wird 32%
vollstandig thermisch koaguliert

makroskopisch vollstandige Tumorexstirpation 29%

keine Entfernung oder Koagulation der
angrenzenden Strukturen

partielle Tumorexstirpation, tumorinfiltrierte Dura 44% 91%
mater bleibt in situ

Dekompression, ggf. mit Biopsie - -

Tabelle 2: Simpson-Klassifikation der Meningeome
Modifiziert nach Simpson, Miimanoff et al. [20-22]



Flr asymptomatische Patienten, operativ schwer zugangliche Meningeome
und/oder Patienten mit vielen Komorbiditaten und limitierter Operationsfahigkeit,
kann sich ein konservatives Therapiekonzept anbieten. Dieses sollte allerdings
mit kontinuierichen und engmaschigen bildmorphologischen und klinisch-
neurologischen Verlaufskontrollen einhergehen. Bei primar inoperablen
Patienten, bei denen etwa wegen der Tumorlokalisation oder nach einer ASA-
Risikoklassifikation keine Operation indiziert ist, kann aber aufgrund bis dato
mangelnder interventioneller Alternativen eine Radiotherapie durchgeflhrt
werden. Dabei kommen Verfahren wie das Gammaknife oder der
Linearbeschleuniger zum Einsatz, die sich bereits etabliert haben [3, 23]. Laut
der WHO-Klassifikation zeigen sich nach Choi et al. [24] signifikante
Uberlebensvorteile bei adjuvanter Radiotherapie von héhergradigen
Meningeomen (WHO °lI/lll). Zwar konnten in der Vergangenheit mehrere Studien
diesen Vorteil nicht bestatigen, dennoch wird in der Europaischen Leitlinie von
2016 eine adjuvante fraktionierte Radiotherapie empfohlen, die bei allen héher-
gradigen sowie nicht vollstandig resezierten benignen Meningeomen eingesetzt
wird [25]. Da die Bestrahlung von WHO"1-klassifizierten, vollstandig exstirpierten
Meningeomen keinen Uberlebensvorteil oder zusatzlichen Nutzen ergab, wird
diese aktuell in den Leitlinien auch nicht empfohlen [3, 26]. Diverse adjuvante
Therapien mit Chemotherapeutika und Hormonpraparaten wurden hingegen in
klinischen Studien ausgiebig untersucht und zeigten bisher keine signifikanten

Uberlebensvorteile bzw. gesteigerte Remissionsraten [3].

1.1.7 Prognose

Abhangig von unterschiedlichen Einflussfaktoren kann eine Prognose des
Meningeoms erfolgen. Hierfur sind vor allem das Ausmal} der Resektion nach
Simpson sowie die Klassifikation nach dem WHO-Grad von Bedeutung. Ersteres
ist abhangig von der Lokalisation des Tumors sowie dem Allgemeinzustand des
Patienten. Bei Uber 80 % der Patienten ist bei einer Simpson °l-Resektion bei
benignen Meningeomen eine Heilungschance (das bedeutet kein erneutes
Rezidivauftreten) zu erkennen [20]. Bei Meningeomen WHO °Il/lll konnten
wegen der massiven Infiltration und der damit oft einhergehenden

unvollstandigen Tumorexstirpation Rezidivraten von bis zu 80 % festgestellt



werden. Da insgesamt Uber 90 % der Meningeome als benigne (WHO °1) gelten,

ist die Prognose insgesamt als positiv zu werten [19, 21, 27].

1.2  5-ALA

1.2.1 5-ALA Eigenschaften

S5-Aminolavulinsaure CsHgNO; (5-ALA) zahlt zu den Ketocarbonsauren und stellt
eine im Menschen physiologisch vorkommende Aminosdure dar. Diese
Aminosaure gilt als Zwischenschritt der intrazellular ablaufenden Ham-
Biosynthese. Bereits 1997 wurde die in Wasser IGsliche Saure in experimentellen
Studien als Photosensibilisator verwendet [28, 29]. Inzwischen wird 5-ALA als
zugelassenes Pharmazeutikum Gliolan (medac GmbH, Wedel, Deutschland) in
der Gliomchirurgie als Photosensibilisator und zur Behandlung von aktinischen
Keratosen als Gel oder Pflaster angeboten [30, 31]. Des Weiteren wird 5-ALA als
Dungemittel in der Landwirtschaft eingesetzt [32].

1.2.2 Ham-Biosynthese in physiologischen Zellen

Bei der Ham-Biosynthese handelt es sich um einen ubiquitaren Vorgang in
menschlichen Zellen, der einen elementaren Bestandteil der Atmungskette
darstellt. Im Mitochondrium und Zytoplamsa wird Uber verschiedene
intrazellulare Zwischenschritte das Ham gebildet. Dieser Vorgang beginnt im
Mitochondrium, wo mithilfe der ALA-Synthase aus Glycin und Succinyl-CoA 5-
ALA synthetisiert wird. Uber die Mitochondrienmembran kann das 5-ALA nun ins
Zytoplasma diffundieren, wo mittels der ALA-Dehydratase das Porphobilinogen
(PBG) synthetisiert wird. Dieses wird wiederum durch die PBG-Desaminase
(PBG-D) in Hydroxymethylbilan umgewandelt. Der darauffolgende Schritt wird
durch die sogenannte Uroporphyrinogen-lll-Synthase getriggert, wodurch das
gleichnamige Protein Uroporphyrinogen lll erzeugt wird. Das Uroporphyrinogen
Il wird anschliefend durch die Uroporphyrinogen-Decarboxylase in Copro-
porphyrinogen |ll verstoffwechselt. Mithilfe des ABCB6-Transporters kann das
synthetisierte Coproporphyrinogen lll zurtick in das Mitochondrium transportiert
werden, wo mittels zweier Oxidasen (Coproporphyrinogen lll-, Protoporphyrin-

oxidase) das Protein zum Protoporphyrin IX (PPIX) metabolisiert wird. In einem



weiteren Schritt wird durch die Ferrochelatase, die ein zusatzliches Eisen-lon
(Fe?*) zur enzymatischen Aktivitdt bendtigt, das fertige Hdm im Mitochondrium
synthetisiert. Dieses kann anschliefend in unterschiedliche Proteinkomplexe
eingebaut werden oder dient Enzymen als prosthetische Gruppe. So kann zum
Beispiel mit dem Protein Globin zusammen der rote Blutfarbstoff Hamoglobin
gebildet werden (Abb. 2) [29].

S-ALA oral
substituiert

enzymatische
Zwischenschritte 5-ALA

ALA-Synthase

Glycin + Succinyl-CoA

Protoporphyrin IX [PPIX) » Him
Ferrochelatase + Fe?*

enzymatische
Zwischenschritte

405nm 635nm Proteinkomplexe

Abb. 2: Vereinfachter 5-ALA Metabolismus
Angelehnt an Ishikawa et al. [41]

1.2.3 Ham-Synthese in pathologischen Zellen
(Tumorzellen)

In klinischen Studien konnte bewiesen werden, dass die Enzymaktivitat, die sich
in physiologischen Zellen selbst regulieren kann, in Tumorzellen verandert
vorliegt. Insbesondere ein Mangel der mitochondrialen Ferrochelatase fihrt zu
einer Akkumulation von PPIX, das in physiologischen Zellen im Normalzustand
in die Komplexverbindung Ham modifiziert wird, um dann uUber die Mito-

chondrienmembran das Zytoplasma zu erreichen. Aullerdem wurde gezeigt,



dass sowohl die ALA-Synthase als auch die PBG-D in den Tumorzellen mit
gesteigerter Aktivitat vorhanden sind. Auch dies resultiert in einer Steigerung des
PPIX in den Mitochondrien 13[28, 33-35].

1.2.4 5-ALA als Photosensibilisator

In der Neurochirurgie hat sich bereits die Verwendung von 5-ALA als
intraoperatives Diagnostikum (Photodynamische Diagnostik, PDD) zur
Fluoreszenz gestiitzten Resektion (FGS) und zur Detektierung von Tumorzellen
in der Gliomchirurgie etabliert [30, 36, 37). Hier wird dem Patienten eine
gewichtsadaptierte Losung (20mg 5-ALA HCL pro kg Korpergewicht) etwa drei
Stunden (empfohlenes Zeitfenster: 2 — 4 Stunden) vor einer Operation oral
verabreicht. Wie schon beschrieben, fuhrt dies aufgrund der veranderten
Enzymaktivitat in Tumorzellen zur Akkumulation von PPIX [38]. Durch seine
biochemischen Eigenschaften hat PPIX das Potential zur Fluoreszenz mit einem
Absorptionsmaximum von 405nm (blauer Spektralbereich) und einem
Emissionsmaximum von 635nm (roter Spektralbereich) [38]. Die speziellen
Operationsmikroskope arbeiten mit verschiedenen Lichtfiltern. Der
Anregungsfilter 1asst so ausschlieflich Licht im blauen Spektralbereich mit der
Wellenldnge von 405nm passieren und beleuchtet das mikroskopisch
tumorverdachtige Gewebe. Das von den Tumorzellen daraufhin emittierte rote
Licht im Spektralbereich von 635nm kann so schlief3lich vom menschlichen Auge
wahrgenommen werden. Dies ermoglicht dem Operateur, physiologisches
Hirngewebe von Tumorgewebe besser unterscheiden zu konnen [30). Dieses
Verfahren wurde analog auf Meningeome Ubertragen [37, 39-48]. So kann ein
gesteigerter Resektionsgrad bei gleichzeitiger Schonung gesunder Strukturen
erreicht werden. Technische Probleme, die bei der intraoperativen Nutzung von
5-ALA auftreten kénnen, sind ein variabler Abstand zwischen Lichtquelle und
Tumor, eine variable Strahlungsintensitat der Lichtquelle, Blutauflagerungen auf
dem Gewebe, das analysiert werden soll, da das Hamoglobin im ahnlichen
Spektralbereich wie PPIX Licht absorbiert, sowie die subjektive Beurteilung einer
moglichen Fluoreszenz durch den Operateur [39-41]. Aus diesem Grund
erscheint eine Weiterentwicklung zur Objektivierung der fluoreszenzbasierten

Tumoranalyse sinnvoll und notwendig. Dazu wurden bereits erste Studien mit



einem Minispektrometer mit angeschlossener Fiberoptik von Kim et al.
implementiert und an Gliomen durchgefihrt [13]. Dieses Verfahren wurde
kontinuierlich weiterentwickelt und in ersten Studien auch bei Meningeomen
angewendet (Abb. 3) [37, 39-48].

Eine weitere ahnliche Einsatzmdglichkeit des 5-ALA als Photosensibilisator ist
die Photodynamische Therapie (PDT). Anders als bei der PDD wird der Tumor
hierbei nicht nur fur den Operateur sichtbar gemacht, sondern mithilfe einer
phototoxischen Reaktion auch zur Apoptose gebracht [49, 50]. Aufgrund der
Bestrahlung des Tumors mit monochromatischem Laserlicht im Spektralbereich
von 635nm wird PPIX zur Induktion von Sauerstoffradikalen (ROS) angeregt,
sodass die Apoptose der Tumorzellen induziert wird [51, 52].

Abb. 3: Mini-Spektrometer mit angeschlossener Fiberoptik installiert in einer
Dunkelkammer
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1.3 Ziel der Arbeit

Fir die Durchfihrung dieser Arbeit wurde ein positives Ethikvotum (4266) der

Heinrich-Heine Universitat eingeholt.

Ziel dieser Arbeit war es bei zerebralen Meningeomen eine experimentelle
Quantifizierung des 5-ALA-Signals von infiltrierter Dura mater durchzufliihren und
diese Ergebnisse mit histopathologischen Daten zu korrelieren. Hierfur wurde ein
Mini-Spektrometer, das bereits in mehreren Studien verwendet worden ist, mit
angeschlossener Fiberoptik ex vivo verwendet [37, 53]. Diese Spektrometer-
Fiberoptik-Einheit wurde zunachst mittels mehrerer Verdlinnungsreihen
kalibriert, um eine anschliefende Quantifizierung der Fluoreszenz gewahrleisten
zu kdnnen. Aulberdem sollten die Ergebnisse dem bereits etablierten operativen
Verfahren der Fluoreszenz-gestiutzten-Operation (FGS) mit dem Operations-
Mikroskop vergleichend gegenubergestellt werden. Der objektive Nachweis Uber
das tatsédchliche Vorhandensein von Tumorzellen wurde histopathologisch
gefihrt.

Folgende Fragestellungen soliten in dieser Arbeit im Einzelnen analysiert

werden:

1.) Vergleich der Fluoreszenzintensitdten von Tumorproben, die wahrend
einer Operation gewonnen wurden: Beobachtung unter den Kautelen
einer FGS und spektrometrische Messung mit einer kalibrierten
Spektrometer-Fiberoptik-Einheit,

2.) histopathologische Analyse der Tumorinfiltration und Korrelation mit den

beiden unter 1.) genannten optischen Verfahren
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Fluorescence Behavior and Dural Infiltration of Meningioma Analyzed by
5-Aminolevulinic Acid—Based Fluorescence: Operating Microscope Versus

Mini-Spectrometer
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Hans-Jakob Steiger’, Jan F. Cornelius’

OBJECTIVE: To compare fluorescence intensity of tumaor
specimens, as measured by a fluorescence-guided surgery
microscope and a spectrometer, o evaluate twmor infiltration of
dura mater arcund meningiomas with help of these 2 different
S-aminolevulinic acid (5-ALAl-based luorescence tools, and to
cormelate fluorescence intensity with histopathologic data.

MATERIAL AND METHODS: In a clinical series, menin-
giomas were resected by 5-ALA fluorescence-guided sur-
gery. Fluorescence intensity was semiguantitatively rated
by the surgeon &t predefined points. Biopsies were har-
vested and fluorescence intensity measured by a spec-
trometer and histopathologically analyzed. Sampling was
realized at the level of the dura in a centrifugal direction.

RESULTS: A total of 104 hiopsies (m = 13 tumors) were
analyzed. Specificity and sensitivity of the microscope
were 0.96 and 0.53 and of the spectrometer 0.95 and 0.93,
respectively. Fluorescence intensity as measured by the
spectrometer was correlated to histologically confirmed
tumor burden. In a centrifugal direction, tumor burden and
fluorescence intensity continuously decreased (along the
dural tail). Below a threshold value of 639 arbitrary units no
tumaor was histologically detectable.

CONCLUSIONS: At the level of the dura the spectrom-
eter was highly sensitive for detection of meningioma
cells. The surgical microscope showed false negative

Key wornds.

B-ALA

FAlucreseenme-juided surgery
Meningioma

Mipacoos

Spectromessr

Abbreviations and Acronpms
5-ALA: S-Aminolevalini: acid

AL Arhitrary units

FGS; Flunmscance-guided surgery
H&E Hematoeglin and ecsin

PR Pronogorpivgin 5 disodium sl
ROC: Receiver operating curse

results and missed residual tumor cells in more than one
half of the cases, The complementary use of both flwores-
cence lools may improve resection quality.

INTRODUCTION

pproximately 0% of all mmors of the central nerous

system are meningiomas, and more than got of them are

classified as benign.'” Standard therapy is newresargical
resection.’ Owerall recurrence rate is approximately 2o% ar
lomg-term follow-up.* This recurrence rate langely depends on
degree of resection, as defined by the Simpson grading system.*
It iz hypothesized thar recurrent wmor moest often develops
from residual tumar cells at the resection m.nrg'i.ns." Although in
some instances residual mmor has to be left for the sake of
nearologic  integnty, most  recurmences  develop  frem
intraoperatively overlooked mmor,

Henee, a refinement of intmopertive tumor detection methods,
especially at the end of surgery, is needed. This would improve
quality of resection and reduce risk of recurrence.

graminolevulinic acid [(5-ALA]-based Auorescence-guided sur-
pery [FG5) has been established as standard in glioma surgery,”
Clindeal evidence 15 aceumulating that FGS alse may be promising
for meningioma resection.” ' Although a FGS microscope is casy
e wse, many confounding Botors oy affect the qualiy of
detection and resection, e.g., subjective assessments, distance

WHO: World Health Organeation
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& Dura Mater

“Dura laiks”™

® Maningioma

Figwre 1. Schematic drawing of the precpersine tumor mapping: an thie
sl irrmge (T1 with gadolimium, 3-mm alce thickness] with masgmum
i dismneter & wriual crosshst was placed in & ngential plane 10 the
e bl of dura mater lopger il Tha crosshar detined 4
with 12 o'clock being tha miass rosiral fumor extension [unnar
iafh. Each bumor was divided in 4 directions H
Iiwvwer kafi. At sEmplng wes defined sco
elarerce liame

between tumor and light souwrce, light absomption, amd scattering
propertics of biclegical rssue. To overcome these shortcomings
and v dmprove luorescence detection, dedicaved spectrometers
have been developed.” ' In a preliminary study, we recently
examined the wsefulmess of a “mini-spectromerer™ for clinical
use,” We think that & combination of an PGS |11irmm;|:-p-r and
such 4 mini-spectrometer may be additive wsols in meningiona
SUTHETY,

The objectives of the present study were as follows: 1] w0
compare Huorescence inensity of mmor specimens as measured
by a FGS microscope and a spectrometer, 2) to evaluate umor
infilerarion of dura marer around meningiomas [along the so-
called dural-tzil) with help of these 2 different 5-ALA—hased
fuorescence tools, and 3) o correlate fluorescence intensity with
histopathelogic data.

MATERIAL AND METHODS

Tumar specimens were harvested from patients with meningioma
who were operated in the Department of Nearosurgery of Heinrich
Heine University Duesseldorf in the period from March 2015 m
March 2007, As part of the department’s tumor program, every
patient with a primary or secondary brain tumor roatinely is
offered 5-ALA-based FGS. The resected mumor meverial was

DeacinaL ARTICLE

FLUOREBSCEHDE BEHAVIOR OF MEMRIHEIOMASR AT THE LEVEL OF THE DURS

divided in specimens for routine histopathologic diagnosis and
specimens for Auorescence intensity quantifieation.

The study was approved by the local ethics comminmes [number
of registration: 4266). Only fully informed patienes who wished o
pamicipate in the stody and who had signed an informed consent
preoperatively were included. Exclusion criteria were as follows:
Patients who were taking phototoxic drugs such as sulfonamides,
tetracyclines, of fluorequinclones; patients who had liver damage
andlor elevated liver enzymes [glotamic oxaloacetic  trans-
aminase, glotamare-pyruvate ransaminase, gamma-GT, alkaline
phosphatase, cholinesterase or biliubin); and patents with
cardiovascular diseases such as coronary heart disease, previous
myocardial infarction, heart failore or active myocarditis, or
cardiomyopathy.

Preoperative Tumor Mapping and Coordinates of Biopsies
Planning was performed for each patient on a preoperative mag-
netic resonance imaging smdy, On the axial image (Tr with gad-
olinium, 3-mum slice thickness) with maximum wmor diameter, a
viral crosshair was placed in a ra,ligcl'.rial plane to the mmor at
the level of dura mater. The crosshair defined 4 sectors, with
12 o'chock being the most rostral tumor extension. Each tumdor was
divided in 4 directions [3, 6, g, and 12 o'clock). Concentric circles
with Increasing rading (5-mm intervals) were centered on the -
mar center, The location of each intraoperative mumor biopsy was
defined according 1o this coordinate system [Figure 1), Panning
WAS pfﬂhn‘ncd om an [BM PC with spn;'rLaI imal:;ing sohhware
[Sectra Workstation 1DS7, version: th., Secrra AB; Linkliping,
Sweden).

Patient Preparation
Before the operation, all patents recefved 5-ALA according 1o a
standardized clinical pm:ml." In briet, pnl:i{'nr.s. received 5..‘;I..‘L

WORLD MEUROSURSERY 10@: 118:127, Ococcxemm 2017
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Figurn & Difforert views through the oparating
microscops under wine tefl and blus light Iaghs: r
e different lluoresoence befavior of these I wmans

preopeatively welght-adjusted (20 mg per kilogram body weight;
Pharmacy University Hospital Duesseldort]. The solution was
dissolved in fo mL of drinking warer or orange juice and
administered omlly to the patient 3 hours before induction of
anesthesia.

Imtraoperative Tumor Biopsy

Timing of umor sampling was performed in an carly phase of
surgery. The sample's coordinates were defined as described
previously, The volume of each spocimen was at least 5 mm® The
biopsies were resecved ar the level of the dura. Flest, an Inea-
pperative in vive Auorescence determination with 3 surgical mi
croscope was performed. Second, the samples were measured by
a spectrometer with a handheld probe ex vivo [Figere 2] by a
second observer (LK.] as described in detail elsewhere, e
interval between sample extirpaton and ex vivo measurement
had to be less than G0 seconds: otherwise, the sample was

discarded.

FGS Micrescope

Tumars were operated by standard microsurgical wechnigues, A
surgpeal microscope with -ALA fluorescence technology [Zeiss
Pentero oo 4+ BLUEgo0; Card Zeiss Meditec AG, Jena, Germany]
was wsed routinehy. For documentation purposes, the micro-
scope was connected to a computer server (Brainlab BUZE Digital
OLR., Brainkab AG, Germany). During microsurgery, the operating

hatarogenous flucrescanc
postive spals (ool and
aversll stiorgly pogitive =

patiam with singla strongly
gEnaus pattern with

room remained dark. Detatled plotos were tken under wliee
light and fluorescence light [excitation: qoo—g4i0 nm, display:
bao—7r0 nm} of cach tumor sample, respectively (Figure 3). In
additton, a phote showing an overview of the entire tumor
under white light was raken. Inmaoperatively, the fluorescence
intensity of each tumor sample was obsered through the
operating-microscope and rated as strongly positive [+4-4], me-
dium positive [++], weakly positive (+), or absent (<) by the
sEnior SUMgenn (LE.C.)."

Mini-Spec
Wi used a spectrometer conpected by optie fibers o a handheld
probe, All was custom-made and similar o that first described by
Kim et al." [n brief, the anit consisted of 4 main modules: 1) a
multi-channel light-emitting diode source, which emits mono-
chromatic blue Lght at a wavelength of 405 nm; 2) a handheld
probe with fber optics [Dcean Optics, Dunedin, Flonda, U5A); 3)
a spectrometer (USB zooo+; Ocean Optics); and 4) a standard
computer (Moblle Intel Pentum 4-M CPU 180 GHz, Microsolt
Windows XP, [BM, Amonk, New York, USA), The regquired
software was progammed inoour department [*lgors Specrom-
eter,” PHP [https:/fen wikipediaongiwikiPHP]). It offersd the
possibility to set 3 standardized illumination parameters: 1) ince-
gration time 20 milliseconds, 2] lag dme 5o milliseconds, and 3)
number of flashes: so0. For the sake of simplicity, we refer to the
whole apparamus as the “mini-spectrometer.”

romeder with Handheld Prabe

120 wew. EOICENOCDIRCOT.com
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Calibration of the Mini-Spectrometer

The mini-spectrometer was calibrated with a series of dilotons
containing different concentrations of prowporphynn [0 diso-
dinm salt [PpIX) as described in detail previously,” In brief, Pplx
[Samta Crez Biotechnelogy, Santa Craz, California, USA] dilured in
dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrch, Hamburg, Germany) with
concentratons ranging from .16 pgiml w 5 plimL was used.
Calibration curves were generated based on these measuremenss
[Figure 4).

Ex Vivo Flusrescence Intensity Measurement with the Mini-
Spectrometer

CHee i

; WiE I d immediately after extirpation
[time between sample extirpation and measurement was < 6o
seponds). As recently described, the measuring tp was placed

A A4
i
|III I'-I canoentration
004 In' ! — 5
II| |II —
3 | L — 115
f _z"-ﬂ\\ | e
! -
2000 I"'\. . LIS
/"‘- \ = DAMGIH
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2L “& e
100
o 45 450 476 £
wavabangth [rm]
-
Ao .
-
WK
-
: .
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1000
o
n 1 3 3 a 1
PP conceniration [pp'mi]
Fgum & (A) Exampda of ealbraton cunsas af tha |pgimill. (Bl Ragrassicn analysis, PRk concaniraion on
spaCiromater; nate. wavelength Inmf on the sas and the weams [pgdmLl and fhorescanc intensiy (AL on
Aucrescence imensiy AU on the y-au0s; each curve the y-awis; note the inear relatiorship bebssssn Ppi
repressnis a protoponpirn X IPRIE conceriration corcentration and Aucrescancs iensty.

directly on the tumor {*touch technique”) to acquire the highess
possible fluorescence values,"' The entire setting ook place in a
dark chamber (Figure 2). The software displayed fluorescence
values in arbitrary units (ALY) and was converted to.csv Excel file
formar for further amalysis.

Histopathalogic Examination

For routine analysis, all umor samples were classified according
to the latest World Health Organization (WHO) classification,™
For the present smdy, samples were embedded in paraffin and
cut. Then, all tumor samples were dyed and stained with
hematoxylin and eosin (H&E). All cuts were examined by the
same senior newropathologise [LE). Owerlaying or infiltrating
meningioma mmor burden was determined as solid mmor [z.o),
tumor cell nests (o), or wmor-fee (o.o), IF wemor cells cowld

WORLD MEUROSURSERY 10@: 118:127, Ococcxemm 2017
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not he cleardy identified by HEE stining, an additonal immune-
histochemical smdy of epithelial membrane antigen, being highly
specific for meningiomas, was performed. Immunohistochemical
provessing allows for better detection of meningioma tissue than
H&E staining,"" "

Statistical Methods

Suistics and graphs performed with B, version 3.4.0 (R Core
Team) and SPSS Statistics 22 (IBM Corp,, Armonk, New York,
U5A] on a personal computer [Mobile Intel Pentium g- M CPU
8o GGHzz IBM). Linear regression anabysis was used to evaluate
dilution series. Beceiver operating curve [ROC) analysis was used
o determine a cut-off value for positive fleorescence. To analyze
sensitivity, specificity, negative, or positive predictive value of
mini-specironmetet of surgical microscope a contingendy table was
usedd, The interrater agreement was quantified with the Cohen
kappa stastics. The significance level was ser ar P = 0.05.

RESULTS

Tumor Tizsue
A total of 13 patients with a cranial meningioma and a wotal of 104
umor samples were included. On average, 8 blopsies per umor
were obined, There were 10 WHO grade [ and 3 WHO grade 11
meningiomas,

Calibration of Spectrometer

To calibrate the mini-spectrometer, 3 dilution series were per-
formed [Figure 4A). A linear correlation was shown berween
fusrescence  intensity and PplX concentration by regression
analysis, R*: o.g7g1, P value: 7.255¢"" (Figure 4B),

The Muorescence Intensity showed a positive linear correlation
with the PplX concentration. To determing a cur-off value for
positive fluorescence, an ROC analysis was performed. &z a cur-off
value, we determined fluorescence as a positive signal for all
subsequent calcalations equal or greater than BooT AU by using
ROC analysis (area under the curve = 0.068g349) (Figure 5).

In analogy to the quadripartite classification of fueorescence
intensity as observed through the operating microscope, we
defined 4 categories of fluorescence intensity as measured by the
spoctrometer: absent [« BooT AU), weakly positive (18o00—8ooT
AL, medivm positive (2Boo—iBo0T AUJ, or strongly positive
[=280aT ALT.

Flusrescence Intensity: Microscope and Spectrometer

Orverall, we analyzed fluorescence intensity of o4 biopsies using a
FGE microscope and a minlspectrometer; 78 of these 1og analyzed
samples contained tumor cells (amor cell nesss up o selid wmaor)
confirmed by histopathologic analysis, When we used the oper-
ating microscope, these 78 samples showed no fluorescence in
47%, weakly positive fluorescence in 18%, mediom fuorescence in
15%, and strong fluoresosnce in 13% (Figure B]. By using the mini-
spoectrometer, these 78 samples showed no fluorescence in 5%,
weakly positive fluorescence in 5%, medium Auorescence in 1o,
and strong fluerescence in 1g% (Figure 6).

Sensitivity and Specificity: Microscope and Spectrometer

A sensitivity of 0,93 was obtained with the mini-spectrometer as
compared with o.53 with the microscope (Tables 1 and Z).
Differences were  statistically highly significant (P < o.o1),
especially for mmor samples with a Auorescence intensity of less
than 1oo6T AL as messured by the mini-spectrometer, and no
visibde floorescence could be observed under the operating mi-
croseope (n = 18, sensitivity: o.ool. The negative predictive value
of the mini-spectrometer was 0,84 a5 compared with o.40 of the
microscope, For both examination methods, specificity and pos-
itve predictive value were greater than o.g, mespectively, The
fuorescence ratings obrained via the surgical micrescope and
mini-spectrameter showed a high agreement rate (Coben square-
weighted Kappa = o.6g7).

Flusrescence Inensity and Tumor Burden from ihe Center to the
Periphery: Spectrometer
Fluprescence intensity decreased continually from the center of
the tumor te its periphery (Figure TA). Histopathologic analysis
also showed a decreasing umor burden from the center o the
periphery (Figure 7B}, Correlation analvsis of spectrometer data
and mmor burden showed a close correlation (Figure Bl
Hlustrative histopathelogic examinations of biopsies tmken ae
different areas from the center of the mmor w its periphery are
shawn in Figure 9.

The interrater agreement betwesn mini-spectrometer and his-
togathologic analysis was considerably greaver than berween

122 wew. BE0ICNOCDIRCOT.com
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Fiqure B Fluorescence rbensity as mesasured by
specirameter {rghtd. Mot
Bl 104 brppaies | ard anly the 78 Fesopatbalagcaly
contimmad numor-posithe sampies chamamd
Fluamsoence mbansty Wwas Sami iitativaty

wd as wall for the micoscope as for the
rometer. In aralogy 1o the quadnpartite

catm)

w.'g{al microscope and his;te:-parhn'k:-gl{ analysis [Cohen kappa:
o766 ve. 0.333).

DISCUSSION

Summary of Main Resulls

Both the microscope and the mini-spectrometer were  highly
specific. In fact, specficty >o.g5 was measured for both, How-
ever, compared with the operating microscope, the mini-
spectrometer was much more sensitive in derecting Auorescence
and thus mumor cells (0.3 vs. n.53). Furthermore, it was tfoand
that fluorescence intensity 28 measured by the mini-spectrometer
was directly comelated to the histopathalogically confimmed tumor
burden. From center to periphery both, the tumor burden and
Auorescence intensity were continuously decreasing. At levels
=hagT AL, no mamor was histopathologically detectable in our
Experiments.

False-Negative Flusrescenee Intensity and Sensitivity. In the present
study, there was a high rve of flse-negaive resulis with the
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dassication of flucrescence mMensity a5 chsered
through the oparating micrazcape, 4 catsganies. af
Nurasoers inbansily as measuned by the
SPRCIFOMEHAT waen defingat nona C<BO0T ALY, waakly
pasitive (1 KIT AL, maum pasites

{2800— 18007 AU, o strangly posiifee |=2200T AU

microscope 25 compared with the spectrometer, Or in different
terms, the spectromerer was much more sensitive, One possible
explanation i% the long distance bepween light source-tumor-
microscope, In conerast, the handheld probe was directly
applied on the tumor and excadon light was directly delivered

Table 1. Fluarescence Intensity as Measured by the Mini-

Spactrometer

= 104 Hiztopatholeg Histogathobog
Specimens Pasitive Megative
Flunmsoence | 5 PP 159
pasitiva
Funmscance 4 2 NPy 0.4
negatre
Sansitivity 0.0E Spetfacity 095
PRV, positve presdiciie valee, MPY, egatie pradiciive vahe
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o= 104 Histopathalogic  Histapathalogic
Spacimens Pasitive Nag#tive

Runmescance positive Ll 1 PR 058
Runrescence negatve: ar 25 PY: 0.0

Sensiwity 053 Specificity 056

PPV, positwe precctie velee, NFY, negati prodictiss vl

ino the rumor. Furthermore, even weak emission signals [eg.,
due to low tumaor cell density or scattering) may be detected by the
directly applied detection probe. Another reason may be the
backgrownd illuminaton of an operating room, which is brighuer
as compared with a dark chamber, where the spectrometric
mezsurements were performed.

A situation in which both toals showed false-negative results
was when there was a bloody ficld, [n fact, hemoglobin absorbs
light at the same narrow wavelength mnge as PplX. These blood
deposits limit fluorescence measurements, bur could easily be
solved by rinsing the operation feld.

Specifidty and Histopatholagie Correlation. In the present study,
both flusrescence tools yielded high specificity [=e.g5), high
positive predictive valucs (microscope: 0.8, spectromenes: ouggl,

and high correlation with histepatholegic data. This is in line with
previously published data. Kajimoto et al.”™ were the first to
observe 5-ALA fluotescence of dura mater in meningioma pa-
tents [n = 8] with an operting microdscope and o analyze tumor
infiltration, They had only a single specimen in which fluores-
cence was positive, but no wemor cells were found. The awthors
comeluded that dura showing fluorescence under the microscope
should be considered as infilcrated and dura without Aecrescence
as mor free,”™ Subsequently, Valdes et al, ™ were the first to
perform spectrometric flucrescence analysis in meningioma, They
performed 2 stedies and found a specificity of 8% and oy,
respectively, They stated that their quantitative fworescence
approach allswed increasing specificity at the cost of decreasing
sensitivity,”” In any case, a quantitative approach resulted in a
greater diaggnostic detection of mmor as compared with a
qualitative assessement of visible Aeorescence.™

Flusrescence-Guided Resection of Meningiomas: State of the At
and Fulure Research Avenoes

Although no well-designed prospective contrelled wial has been
performed so far, several suthors reported about the nsefulness of
5-ALA fluorescence for meningioma surgery. Two recent reviews
analyeed FGE of meningiomas during the kst decade.™ " Foster
and Eliamel's" meta-analysis included 206 patients operated for
an intracrandal meningioma by 5-ALA FGS. The authors reported a
specificity of 5-ALA of 3% and a sensitivity ranging from gi.8% to
or.7%" Iv is impomant to note thar in all incleded srudies

Figaee 7. |A| Flucrescance inansty af tha wmor at the leval of tha duma.
Each moaswemend of the 104 bicpsies is depiciod as smal crolo:
minFspecirometer red circksl and microscope (blos crolsl: nobe the
dacrasing Nuoretsancs mensty Tom e casler 1o 1he penphery {5-mm
nzanals Datwaen e fings). Tha cincks sizes halues 031 wane dadired ag
Tnlloaws: min-GoRCIOMETen: SiTangly posithe |=2800T AUl = 3, medium
pasitve [2B00—1800T AUl = 2, weakly poskee {1200-B00T AL = 1, o

v un
& o
LAl

absant (=BO00T AUl = O; microsoopa: strongly posii (4441 = 3 medum
positive |44 = 2, weakly positee (£ = 1, or sbsent (—) = 0. 080 Tumer
burden of mdividualy snatyzsd samples. Each hetopsshalogic sxamination
ragull Iof 104 Biopaal s shinvn a8 8 smal cince; nale the decreaarg
e burdan tom the canter 10 ha parighany [5-mm intarvals barasen
tha ringsl. Tha crda sizas [valuas D=2) wars dafinad as follmas: solid
turmar (2.0, tunor ool nesis (.06, or tumorfree (0000
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Fiqure B Corslator snakses of flucrascencs intensity
a8 memswed by the apaciormeter Ge-aisd and s
bairckan Dy-amish. Tha x-aois shovs tha 4 categaras of
Aucrescanos intersity: atser |<200T AL0 = 0, waakly
posiie {1200—B00T AL = 1, medium positive

1280018007 AU = I, and strongly postve (=2800T
AU =3 The y-amis shenas the fuices Bundan:

moe-fraa (000 namar gl nasts OO0, ar solid temar
{200, Mobe that the Aucrescencs intensity o6 measuned
[y thie spectramicter and tumoe burden masch dosoly.

sensitivity was only based on the observation if a tumor as a whole
wis -ALA positive or not. In contrast, the present smdy offered a
much maoee detailed analysis of areas of different fleorescence
intensity within the same rumor and correlating it wo histologic
sampling. Therefore, specificity and sensitivity of the present
study have a different meaning and may only be cantiously

compared with the existing literature, The other review of oo
smdies with g-ALA—resected meningiomas (n = 126 patients)
found similar results to the meta-analysis described previously.™
Howeever, it alse repomed the 2 aforementioned  studies
inclieding 6 and 15 patems, respectively, with spectrometric
measurements that found a specificity of 5-ALA in meningiomas

Figore 8 Aepresartstane heratandn and sosn slarings of 4 meningiams
i the Same patiers gl dflaram dislansces frem the center, Laft ackd
T, gk umor call nests, gt umdr-frae dura maner, Mote the

dhscrasaing bumar burden Tram The centér (& o panphery [igfd. Scala
Bnare dalft and eigeée, 500 wen, Aghr, 1000 pim
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of 81%—g3% and a senaivity of g4¥o—100%, " These resuls are
better comparable to the present stady and are in line with oar
ohserved results (present study: spectremeter specificiny g5% and
senstivity g3%). The present study adds more data o the existing
sparse body of literaore and corroboerates the repored results,

For future studies, it s important o consider thar a refined
spatial and spectrometer-based fluorescence analysis of each
meningioma and potental invasion zones should be the goal.
Through aperating microscopes, it already has been observed that
meningiomas generally have heterogencous fluorescence  par-
teras.” In addisen, the present snedy could elearly demonstrare
that based on spectrometry there exist  different  signal
intensities along the dural @il coresponding o different umor
burden within the dura, In fotre  studies, spectrometric
measurements of other infiliration zones such as bone, brain
parenchyma, and nevrovascular structures should be considersd.
Ocher important issues and research axes are recurrent tumors
andior previously irradiated lesions,

Limitations of the Present Study
We are aware that the stwdy design had seme limitations, The
number of examined mwmaors (= 13) was small; however, the ol
number of examined biopsies was considerable (B = 1og).
Newvertheless, specificity and sensitivity of a disgnostic test may
vary depending on the distribution of the underving biological
trait relative t the dingnostic cut point in the smedy population,™
Thesefore, comparison of specificity and sensitiviy with other
populations has to take nbe consideration possibly different
distribasions of the trait.™

Ancther shorteoming was that the spectrometer used had no CE
[hrtps=/fen wikipedia.orgiwikitCE) approval, so that an in vive nse
wias not feasible. However, the dming berween blopsy resection
and ex vive measuring was less than o seconds. This allowed
preventing photo-bleaching and other processes that mighe alver
Auorescence intensity measurements, Once the probe certified for
intra-human use, it may even be directly applied on the site of
Interest like a polneer of newronavigation and resulis will Imme-
diately be displayed,

Outlask

By spectrometric measurements in the operating room, it may
become possible to detect tumaor tissue mone precisely than by a
microscope, Particularly in meningiomas, in which recurrences
are hypothesized wo occur from residual wmor cells left ot resec-
tion margins or in deep and micrascopically badly visualized re-
gions, a wol with a grezver sensitvity may be very wseful, The
handling of the hand-held fiberoptic probe connected to the
spoctrometer was simple and not much interfering with the
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‘The experience of the last decade has shown that 5-ALA FGS of
meningiomas holds the potential of 4 more radical mamor resec-
tion.” " When adding a spectrometet te the armamentarium,
this might further increase radicaliy and reduce the risk of
recurrendce. In a remmospective analysis of meningiomas operaed
with a 5-ALA microscope an improved degree of resection was
found in about 20% of benign and 75% of higher-grade menin-
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will require o extend Simpeon‘s classificarion, as mentioned
previausly.

CONCLUSIONS

The mini-spectrometer was a highly sensitive tool for detection of
meningioma cells based on 5-ALA. At the kevel of the dur, fluo-
rescence measurements with a PGS surgical microscope showed
Glse-negative pesults and missed residual emor cells in more
than one-half of the cases, The complementary use of 3 spec-
rrometer would refine their detection. This would improve the
degree of resection or allow alternatives, if a more mdical resec-
tion is impessible, e.g., photodynamic therapy. This has w be
Further analyzed in prospective clinical trals. Ultimately, it has o
be awaited if a more sensitive resection tool will lower the rate of
recurrence and improve patent’s ourcomes.
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3 Diskussion

3.1 Kalibration des Spektrometers

Mit Hilfe einer Verdinnungsreihe erfolgte die Kalibrierung des Spektrometers.
Jenes Verfahren wurde zuvor schon in zwei Arbeiten aus dem neuro-
chirurgischen Labor der Universitatsklinik Disseldorf durchgeflhrt, weiter-
entwickelt [1, 37, 46] und in ahnlicher Art durch Kim et al. [53] etabliert. Wie
Comelius et al. in seiner Arbeit schon zeigte, wurden die Messungen mit
geschwarzten 96-Well-Platten vorgenommen, die sowohl dem Problem der
Verunreinigung durch inadaquate Reinigung des mehrfach benutzten
Probenrdhrchens sowie einer Messwertverfalschung durch Streulicht aus
benachbarten Wells entgegenwirken konnten [37]. Anders als in den
vorangegangenen Arbeiten wurde die Herstellung der Lésung bereits unter
maximal moglichen Lichtausschluss hergestellt, um so den Photobleaching-
Effekt (s.u.) moglichst gering zu halten. Dies beinhaltete insbesondere auch die
Abdunkelung des Raumes und ausschlielliches Verwenden wvon
lichtundurchléssigen Gefalten und Pipettenspitzen. So konnten mit den aktuellen
Verdiunnungsreihen die Ergebnisse der vorangegangenen Studien reproduziert

und dadurch eine Vergleichbarkeit zu diesen Studien gewahrleistet werden.

3.2 Perioperative Tumorkartierung

Um die Fragestellung einer potenziellen Abnahme der Fluoreszenzintensitat vom
Tumorzentrum in Richtung Peripherie eingehend zu analysieren, wurde in der
durchgefliihrten Studie der Entnahmeort der zu untersuchenden Gewebeprobe
kartiert. Nachdem Kim et al. in seiner Arbeit bereits zeigen konnte, dass im
Tiermodel die Intensitat der Fluoreszenz im direkten Bereich der Gliom-
Tumorinjektion im Vergleich zur gegenseitigen Hirnhemisphare deutlich erhoht
ist, konnten weitere Studien dies auch fur Meningeome bestatigen [53, 54]. In der
Arbeit von Valdes et al. konnte mittels Spektrometer gezeigt werden, dass
Meningeome unterschiedlich stark fluoreszieren [54]. Die Autoren haben 15
Meningeom-Patienten in ihre Studie eingeschlossen und Tumorbiopsien aus

unterschiedlichen Bereichen analysiert. Die erste Probe haben die Autoren
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jeweils aus einem stark fluoreszierenden Gebiet, eine weitere aus einem
makroskopisch nicht fluoreszierenden Gebiet analysiert. Die Analyse fand
intraoperativ — semiquantitativ - mittels FGS und zusatzlich in vitro mittels
Spektrometer statt [54]. Anders als die Autoren haben wir die zu untersuchenden
Gewebeproben nicht ad libitum semi-quantitativ analysiert, sondern sind nach
einem fur unsere Studie etablierten 2-dimensionalen Kartierungsverfahren
vorgegangen. Damit liel sich der in gleichmaltigen Abstanden gewahlte
Entnahmeort vom Zentrum des Tumors bis in die Peripherie (mit makroskopisch
nicht mehr sicher als Tumor zu identifizierbarem Gewebe) hineinreichend exakt
beschreiben (s. Anhang).

Dennoch kdnnte das Kartierungsverfahren mithilfe eines Algorithmus
perspektivisch zusatzlich automatisiert werden, um so die Interrater-Reliabilitat
Zu steigern. Eine zusatzliche dreidimensionale Darstellung zur Analyse der
infiltrierten Dura mater scheint nicht als zusatzlich gewinnbringend, da aufgrund
des typischen Infiltrationsmusters der Meningeome eher von einem flachigen

Wachstum auszugehen ist.

3.3 In vivo- versus ex vivo-Fluoreszenz-Messung

In dieser Arbeit wurden zum einen die Fluoreszenzbeurteilung durch den
Operateur mithilfe des Verfahrens der FGS in vivo und zum anderen die
quantitative Fluoreszenzmessung mittels Mini-Spektrometer und
angeschlossener Fiberoptik ex vivo untersucht. Diese beiden Analysen wurden
miteinander verglichen und im Anschluss mit histopathologischen Ergebnissen
korreliert.

Eine wichtige Grundlage fir diese Arbeit leistete Valdez et al. mit seiner
vergleichenden Fluoreszenzanalyse an Glioblastomen. Nachdem dort die
Patienten nach standardisiertem Protokoll eine 5-ALA-LOsung praoperativ
peroral eingenommen haben [30], wurde die Fluoreszenzintensitat von Glio-
blastomgewebe semi-quantitativ mittels FGS durch den Operateur bewertet. Die
Bewertung bestand aus vier absteigenden Kategorien der Fluoreszenz-intensitat.
Diese Kategorisierung konnte wiederum erfolgreich durch ein kalibriertes, in
anderen Studien bereits erfolgreiches angewendetes, Spektrometer adaquat

eingesetzt werden [55]. Angelehnt an diese Arbeit wurde dasselbe Prinzip von
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Comelius et al. erfolgreich auf Meningeome Ubertragen [39]. Auch diese Autoren
konnten mittels intraoperativer, semi-quantitativer Fluoreszenzanalyse durch den
Operateur bereits den Nutzen dieser Methode bei der Meningeomextirpation
aufzeigen. Schlieflich wurde von Valdez et al. mittels Spektrometer-Fiberoptik-
Einheit diese semi-quantitative Fluoreszenzanalyse von Meningeomen zu einer
quantitativen Analyse weiterentwickelt [54].

In einer weiteren Arbeit von Comelius et al. wurde postuliert, dass ein Zeitfenster
von drei Stunden zwischen der Einnahme der Losung und der
Operationseinleitung eingehalten werden sollte, um Messwertverfalschungen
durch bereits metabolisierte Komponenten zu vermeiden [37].

Wie Hadjipanayis et al. postulierten, erscheinen die Zeitdauer zwischen
Resektion der Tumorprobe und deren Analyse sowie der lichtundurchlassige
Probentransport aufgrund des sogenannten Photobleaching-Effektes von
elementarer Wichtigkeit. Hadjipanayis et al. konnten zeigen, dass nach 25
Minuten unter Licht mit einem anteiligen blauen Spektralbereich bereits eine
Reduktion der Fluoreszenz von 36% im Vergleich zur unmittelbaren
Resektionssituation messbar ist [56]. In der von Cornelius et al. durchgefihrten
Studie zeigte sich eine durchschnittliche Zeit zwischen Tumorexstirpation und
Analyse von 15.88 Minuten [37]. Um diesen potentiellen Storfaktor zu
minimieren, beschleunigten wir diesen Prozess durch Platzierung des
Spektrometers in unmittelbarer Lage am Operationssaal. SchlieBlich lief3 sich so
eine durchschnittliche Zeitdifferenz zwischen Probenexstirpation und erstmaliger
Fluoreszenzmessung von durchschnittlich weniger als 60 Sekunden erreichen.
Um selbst bei diesem kurzen Transport die vorbeschriebenen Confounder durch
den Photobleaching-Effekt zu minimieren wurden die Tumorproben zum Schutz
vor Fluoreszenzverlust zusatzlich noch in einem lichtundurchlassigen Behaltnis
transportiert [37, 56].

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass eine quadratische
Abnahme der Fluoreszenzintensitat zum sich erh6henden Messabstand besteht,
sodass bei unseren Analysen auf einen moglichst direkten, aber nicht
komprimierenden Kontakt zwischen Messsonde und Tumorprobe geachtet
wurde [37].

So konnte insgesamt die Intensitat zwischen dem in vivo-Verfahren (FGS) und

dem ex vivo-Verfahren (Spektrometer) besser miteinander verglichen werden.

24



Wie auch Valdes et al. [55] schon untersuchten, konnte eine eindeutig bessere
Messung der Fluoreszenzintensitat und somit eine zuverldssigere Tumor-
detektion mittels Mini-Spektrometer im Vergleich zur FGS nachgewiesen werden.
Die Ergebnisse der von uns durchgefuhrten Studie entsprechen den in anderen
Studien beobachteten: Sensitivitat: Mini-Spektrometer 93% vs. 53% FGS vs.
Valdes et al: Spektrometer: 76-94% (je nach Versuchsaufbau) vs. FGS 61%, [54,
57]. Ein Erklarungsansatz fur die Diskrepanz beider Verfahren wurde zuvor
schon in mehreren Studien geaullert: Der Abstand zwischen Lichtquelle und
Tumorprobe, die untersucht werden soll, ist elementar [37]. Wie zuvor
beschrieben, wurde bei der ex vivo-Messung mit dem Mini-Spektrometer die
Messsonde direkt auf die Probe, die es zu analysieren galt, positioniert. Unter
den Kautelen einer FGS ist dies unmdglich, da schon allein der Mindestabstand
zZwischen dem Mikroskop und der Probe aus bautechnischen Grinden immer
mehr als 50cm betrug (sog. Arbeitsabstand). Dieser Abstand flhrt weiterhin zu
Lichtzerstreuungseffekten, welche zusatzlich einen negativen Einfluss auf die
Fluoreszenzintensitat haben [37]. Allerdings zeigt auch die FGS-Methode
Vorteile, die es im operativen Setting zu diskutieren gilt:
1) Eine gleichzeitige Beleuchtung zur Fluoreszenzanregung kann bei
andauernder Operation mithilfe der FGS stattfinden [30].
2) Der simultane Einsatz verbessert zudem die Operationszeit, indem keine
Zeit durch zeit- und personalaufwendige Instrumente verloren geht.
3) Aulerdem stellt der Verzicht auf Einbringen wvon zusatzlichem
Fremdmaterial in den Situs einen wichtigen Aspekt dar [58].
Wird die Spektrometer-Fiberoptik-Einheit genutzt, so muss eine Messsonde in
den Situs eingebracht werden. Dies kann zum einen wegen der engen zerebralen
anatomischen Verhaltnisse zu mechanischen Gewebeverletzungen fihren, zum
anderen aber auch zu Fehlmessungen bei Falschanwendung. Aufgrund der
vielen chirurgischen Gerate und Instrumente, die zum Einsatz kommen, erhoht
sich die Gefahr von Infektionen im perioperativen Umfeld [58]. Wird die FGS-
Methode eingesetzt, kann prinzipiell die gesamte Tumorausdehnung schnell und
grof¥flachig Uberblickt werden. Bei Nutzung der Spektrometer-Fiberoptik-Einheit
ist hingegen nur eine punktuelle, dafir aber quantitative Gewebeanalyse
moglich. Werden die individuellen Vor- und Nachteile gegentbergestellt, so zeigt

sich, dass es gewinnbringend erscheint, beide Verfahren komplementar zu
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nutzen. Mittels FGS kann schnell ein erster Uberblick generiert werden, durch
den der Tumor sicher dargestellt und reseziert werden kann. Im weiteren
Operationsverlauf ist es moglich, mithilfe des Spektrometers fragliche
Tumorinfiltrationen, beispielsweise der Dura mater, zu erkennen, was eine
sichere Resektion in Tumorrandgebieten unter maximaler Duraschonung
ermadglichen kann. So kann der bestmdgliche Kompromiss zwischen optimaler

Tumorresektion und maximaler Schonung der Dura erreicht werden.

3.4 Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat von
infiltrierter Dura Mater

Fir die vorliegende Arbeit war insbesondere die Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitat der Tumorinfiltration ausgehend vom Meningeom in die
umliegende Dura mater wichtig. Es lagen zwar schon erfolgsversprechende
Arbeiten vor, welche einen Zusammenhang zwischen der Fluoreszenzintensitat
und der Tumorinfiltration thematisierten [37, 39, 54, 57], eine Studie zur direkten
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat entlang der Dura mater war und ist bis
dato allerdings nicht durchgeflhrt worden. In Bezug auf den Entnahmeort der
einzelnen Gewebeproben konnte ein abfallender Grad der Tumorinfiltration vom
Tumorzentrum in Richtung Peripherie nachgewiesen werden, welcher mit der
Fluoreszenzintensitat korrelierte [59]. Die Interrater-Reliabilitat stellt die Basis der
Berechnung des Cohens-Kappa-Koeffizienten dar. Wurde die Interrater-
Reliabilitdt zwischen der histopathologischen Auswertung der Tumorinfiltration
mit der gemessenen beziehungsweise bestimmten Fluoreszenzintensitat mit
dem Mini-Spektrometer verglichen, zeigte sich eine signifikant bessere
Reliabilitat als jene, die mithilfe der FGS bestimmt wurde (76 % zu 33 %).

Die Bestimmung eines cut-offWertes des als positiv einzuschatzenden
Fluoreszenz-Signals fur eine Tumorinfiltration erfolgte mittels einer Receiver-
Operating-Characteristic-Analyse (ROC-Analyse), bei der ein Wert grofier als
800-10°% a.u. als tumorpositives Signal herausgearbeitet werden konnte (AUC:
0,9689349) [60, 61]. Derzeit wird die Angabe und Berechnung der Fluoreszenz-
intensitat noch in arbitréaren Einheiten (arbitary units, a. u.) anzeigt. Kim et al.
konnte in seiner Arbeit bereits mithilfe eines technisch sehr aufwendigen ex vivo-

Mausmodel die Ermittlung von absoluten PPIX-Konzentrationen vorantreiben
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[53]. Auch Valdes et al. konnte in seiner Studie mittels Spektrometer und einer
Attenuationskorrektur bereits zeigen, dass es maglich ist, quantitative PPIX-
Konzentrationen (pg/ml) der zu untersuchenden Gewebeprobe zu bestimmen
[54]. In einer Studie von Comelius et al. konnte mithilfe einer Vereinfachung der
urspringlich von Kim et al. implementierten Methode eine weitere Moglichkeit zur
Bestimmung von absoluten PPIX-Konzentrationen geschaffen werden [37].
Diese konnen allerdings aufgrund der fehlenden Einbeziehung von diversen
Confoundern, wie zum Beispiel dem noch nicht definierten und quantifizierten
Einfluss von Hamoglobin, nur als Annaherung betrachtet werden.

Es wird nun angestrebt, in Zukunft eine einfache und exakte mathematisch-
statistische Berechnung in die von uns verwendete Spektrometer-Software zu
implementieren, um die aktuell von uns verwendeten a.u. in reale PPIX-
Konzentrationen in der Einheit pg/ml zu Uberfuhren. Dies wirde zukunftig
ermaglichen, den cut-off-Wert fur als positiv zu wertende Tumorinfiltrationen im
Rahmen fest quantifizierbarer Si-Einheiten noch exakter zu bestimmen und
interinstitutionell zu quantifizieren.

Zusammengefasst zeigten unsere Untersuchungen, dass eine Quantifizierung
der Fluoreszenzintensitat von infiltrierter Dura mater maoglich ist und dass diese
mit der histopathologisch nachgewiesenen Tumorinfiltration korreliert. In Zukunft

soll dies intraoperative Anwendungen unterstitzen.

3.5 Storfaktoren der
Fluoreszenzintensitatsmessung

Ein anderer Aspekt, der diskutiet werden sollte, ist der Einfluss wvon
verschiedenen Storfaktoren auf die Fluoreszenzintensitat. Ein bereits mehrfach
in der Literatur beschriebenes Problem ist der Einfluss von Blut und dem
enthaltenen Hamoglobin auf die Fluoreszenzintensitat. Die durch Hamoglobin
induzierte Absorption des Exzitationslichtes wird in der Literatur thematisiert [53].
Diese Annahme konnte im Rahmen der Messungen reproduziert werden, da die
Fluoreszenzintensitat bei Gewebeproben, die durch Blut verunreinigt waren,
deutlich reduziert war [53].

Der Operationssitus wird zur optimierten Darstellung der Strukturen oft mit

Kochsalzlosung gespult. Dadurch wird zwar die Oberflache der Gewebeproben,
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die untersucht werden sollen, von Frischblut befreit, dies beeinflusst allerdings
die oberflachlichen Gefalle und die dort enthaltenen, mit Hamoglobin
angereicherten Erythrozyten nicht. Deshalb war die Analyse von an Gefalten
angrenzenden Geweben erheblich erschwert. Es verhielt sich zudem so, dass
auch koaguliertes Blut auf der Gewebeoberflache nicht immer vollstandig durch
oberflachliche Reinigung mit Kochsalzldsung eliminiert werden konnte. Obwohi
die Oberflache, die analysiert wurde, vor der Fluoreszenzmessung durch FGS
mit Kochsalzlosung gespult wurde, war es nicht moglich, ein standardisiertes
Verfahren fur die “"Gewebeoberflachenreinigung” festzulegen, ohne dass
dadurch die Gefahr einer mechanischen Gewebeschadigung ganz
ausgeschlossen werden konnte. Somit konnte die stérende Wirkung wvon
Hamoglobin wahrend der Analyse der Fluoreszenzintensitat nicht komplett
eliminiet werden. Bei der Analyse durch das Spektrometer konnte die
Gewebeprobe weiteren Reinigungen mit Kochsalz unterzogen werden -
zusatzlich zu der bereits unternommenen oberflachlichen in vivo-Reinigung.
Durch dieses Verfahren konnte dieser Storfaktor weiter minimiert werden.

Wie viele Tumore des zentralen Nervensystems sind auch Meningeome durch
ein nicht physiologisches Wachstumsmuster charakterisiert [1, 3]. Insbesondere
die gesteigerte Angiogenese zeigt sich als potenzieller Storfaktor bei der
Fluoreszenzanalyse (angiomatdse Form). Das Hamoglobin, welches in diesen
zahlreichen oberflachlich gelegenen Gefalten enthalten ist, absorbiert durch den
oben beschriebenen Mechanismus Fluoreszenzlicht. Weitere Charakteristika
dieses pathologischen Wachstumsmusters sind unter anderem eine
unregelmalige Oberflachenbeschaffenheit aufgrund abnormaler Dichte und
Konfiguration der einzelnen Tumorzellen. Insbesondere der im Verhaltnis zur
Tumorzelle haufig vergrollerte Zellkern kann die Mitochondrien, in denen ein Teil
des PPIX gespeichert wird, deutlich komprimieren [1]. Zusatzlich konnte
Masubuchi et al. aber auch zeigen, dass PPIX wahrscheinlich durch Tumorzell-
Apoptose sowie aktiver Diffusion extrazellular vorkommmen kann [62]. Dies kann
ein Erklarungsansatz fur die positive Fluoreszenzintensitat einer Tumornekrose
darstellen. Das Auftreten dieser nekrotischen Areale wird haufig in héhergradigen
Meningeomen beobachtet [1, 3]. Durch diese Zellvariabilitdt ist eine

Vergleichbarkeit der Fluoreszenzanalyse teilweise erschwert und stellt einen
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Diskussionsansatz fur Messvariabilitaten an Messorten, die sich in unmittelbarer
Nahe befinden, dar.

Die Eindringtiefe des emittierten Lichtes liegt bei unter 1mm. Dadurch sind
insbesondere fibromatése Meningeome, also Tumore die sich durch einen
ausgepragten derben Bindegewebsanteil auszeichnen, pradestiniert fir eine
falsch-negative Klassifikation, sodass insbesondere bei diesem Subtypen von
einer erniedrigten Sensitivitat der fiberoptischen Messung auszugehen sein
muss [63). Des Weiteren muss auch der Einfluss von thermisch koaguliertem
Gewebe auf die Fluoreszenzintensitat bedacht werden. Dieses Gewebe, dem
neben einer thermischen zugleich auch eine mechanische Schadigung zugefuhrt
wurde, zeigte keine Fluoreszenz. Dieser Effekt liel® sich jedoch aufgrund der
zugrunde liegenden Pathophysiologie und Zerstorung von vitalem Gewebe — und
damit auch dem Nachweis von PPIX — erwarten. Aus diesem Grund wurden die
Gewebeproben - soweit es operativ moglich war - mithilfe wvon
mikrochirurgischen Instrumentarien ohne Koagulation entfernt, um diesen
Confounder zu minimieren [64].

In der durchgefuhrten Studie konnte die lokale Hitzewirkung auf benachbartes
vitales, das heil’t nicht koaguliertes, Gewebe nicht sicher bewertet werden. Dies
ist ein Faktor, dem sich in kinftigen Studien besonders gewidmet werden solite.
Als externer Storfaktor der Fluoreszenzanalyse offenbart sich der nicht
volistandig abgedunkelte Messbereich, der sich sowohl intraoperativ als auch bei
der anschliefenden Messung unter Laborbedingungen nicht vollstandig
realisieren lasst. Durch Streulicht aus anderen Lichtquellen kann die empfindliche
Wellenldngenanalyse Uberstrahlt werden und so ein falsches Messergebnis
generieren [53, 55].

Weitere Storfaktoren der Fluoreszenzintensitdt sind Gegenstand aktueller
klinischer Forschung. Insbesondere der Einfluss von Steroiden, Antikonvulsiva
und der Zustand nach Chemotherapie und/oder Strahlentherapie werden hier
untersucht [63].
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3.6 Limitation

Die Anzahl von 13 Patienten war vergleichsweise gering. Um die Aussagekraft
der Studie zu erhdhen, wurden jedoch von jedem Patienten durchschnittlich acht
Gewebeproben entnommen, so dass insgesamt 104 Biopsien untersucht
wurden. Insgesamt konnten nach statistischer Berechnung mittels Cohen's
Kappa-Analyse alle Ergebnisse als in sich konsistent bewertet werden. Die
Anzahl der Proben war ausreichend, um statistisch signifikante Ergebnisse zu
erzielen (p<0.05). Das Zeitfenster zwischen der Verabreichung des 5-ALA und
der Operationseinleitung wurde in jedem Einzelfall genau bestimmt
(durchschnittliche Zeitdauer: 03h32min, Min.: 02h30min, Max.: 07h12min).

Der Vergleich zwischen der Analyse der Fluoreszenzintensitat durch FGS und
der Spektrometer-Fiberoptik-Einheit ergab einige Limitationen: Das grolte
Problem stellte in dieser Studie der auffallig variable Abstand zwischen der
Gewebeprobe und der Lichtquelle im Operationsmikroskop im Vergleich zu der
Spektrometer-Fiberoptik-Einheit dar. Aulerdem unterscheidet sich der
abgedunkelte Operationssaal deutlich von einer Dunkelkammer, da ein gewisses
Mal} an Restlicht im Operationssaal durch medizinische Apparaturen (Monitore,
Perfusoren etc.) nicht komplett vermeidbar ist. Es ist aber grundsatzlich zu
hinterfragen, ob eine vdllige Abdunkelung des gesamten Operationssaales auch
tatsachlich vonnéten ist, da vermutlich die Installation einer einem Schutzschirm
ahnlichen Manschette an der Messsonde bei direktem oberflachlichen
Gewebekontakt ausreichen wirde, um diesen Confounder auszuschalten. Dies
sollte Thema weiterer Untersuchungen in neuen klinischen Studien werden. Die
durch FGS analysierte Fluoreszenzintensitat konnte auflerdem nicht punktuell,
sondern nur grof3flachig analysiert werden, was die semi-quantitative
Kategorisierung wahrend der FGS erschwerte.

Wegen der beschriebenen Limitationen der FGS scheint eine zusatzliche
intraoperative Anwendung eines Spektrometers mit Fiberoptik der nachste
logische Schritt zu sein. Die Einschrankungen, die sich hierdurch ergeben und
gerade diskutiert wurden, sollten die intraoperative Anwendung grundsatzlich
nicht negativ beeinflussen. Auch kénnen diese durch kleine bauliche Anderungen

optimiert werden.
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3.7 Zukunftsperspektiven

Das ubergeordnete Anliegen dieser Arbeit war es, eine intraoperativ nutzbare
spektrometrische Messeinheit fur den Einsatz bei Meningeomen zu testen. Diese
Messeinheit kann nahezu in Echtzeit (Messdauer: 20ms) das Tumorgewebe,
welches makroskopisch nicht sicher identifiziert werden kann, erkennen und
analysieren. Im Rahmen der Analyse sollte durch die quantitative
Fluoreszenzintensitatsmessung und die gezeigte Korrelation zum Infiltrations-
grad eine erste Auswertung bezlglich des Ausmaltes der Tumorinfiltration
erfolgen kénnen. Der routinierte Operationsablauf sollte keine Beeintrachtigung
durch das kleine, leichte und bewegliche Handstick erfahren, welches sowohl
die Lichtquelle als auch die Glasfaserleitung beinhaltet, die das Handstiick mit
dem Spektrometer verbindet. Durch den Gesamtdurchmesser der Messsonde
(ca. 1Tmm) kann eine punktuelle und genaue Gewebeanalyse erfolgen. Im
Gegensatz dazu liegen die Starken der FGS in der flachigen und grob
orientierenden Fluoreszenzmessung, die einem taschenlampenartigen
Lichtkegel ahnelt und groffe Tumorareale orientierend abbilden kann. Eine
komplementare Anwendung beider Verfahren scheint ausgesprochen
erfolgversprechend. So konnten auch tieferliegende Strukturen ohne
Streulichtverluste — wie bei der FGS-Methode — durch den direkten Kontakt
zwischen Messeinheit und Gewebe einfach vermessen werden. Da das
rezidivfreie Uberleben mafRgeblich von der Radikalitit der Operation abhéngt,
solite das Potential einer intraoperativen Gewebeanalyse genutzt werden,
welches das Risiko fir den Patienten minimiert und das Resektionsergebnis
verbessern konnte.

Deshalb ware dringend zu empfehlen, die Marktzulassung und Zertifizierung der
Spektrometer-Fiberoptik-Einheit als Medizinprodukt voranzutreiben, um eine

intraoperative in vivo-Nutzung zu ermdoglichen.
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3.8 Schlussfolgerungen

Die vorliegenden Versuche zeigten zusammengefasst, dass die Spektrometer-
Fiberoptik-Einheit im Rahmen der Fluoreszenzintensitatsanalyse der FGS
liberlegen ist. Insbesondere im Ubergangsbereich vom Meningeom in die Dura
mater genugt die semi-quantitative Analyse durch einen Chirurgen mithilfe eines
Operationsmikroskopes haufig nicht. Die FGS-Methode, wie oben besprochen,
bringt aber auch einige Vorteile, sodass ein gleichzeitiger Einsatz beider
Verfahren wiinschenswert ware.

Durch die Spektrometer-Fiberoptik-Einheit ist die Tumorinfiltration der Dura
mater quantitativ zu bestimmen. Dies kann den Operateur dabei unterstitzen,
die genaue Tumorausdehnung radidr um das bestehende Meningeom zu
identifizieren, um so zielgerichteter und gleichzeitig Dura-schonend zu
resezieren. Durch die alleinige Nutzung der FGS war die Analyse von infiltrierter
Dura mater bislang nicht sicher moglich.

Abschlielfend lassen unsere durchgefluihrten Experimente die Schlussfolgerung
zu, dass die Spektrometer-Fiberoptik-Einheit neben der FGS einen weiteren
erfolgsversprechenden Ansatz der Fluoreszenz-basierten Hilfsmittel bei der
Tumordetektion darstellt. Mittels der intraoperativen Nutzung kénnte die gezielte
Radikalitdt der Meningeomexstirpation gesteigert und so das Rezidivrisiko
gesenkt werden. Auf diese Weise kénnte das rezidivfreie Uberleben der

Patienten verlangert und gesichert werden.
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5 Anhang

Kartierungsschema zur Beschreibung der exakten Lokalisation der Tumorproben

Lokalisation der Gewebeproben

Pat.-ID:

Datum:

Nummer:

Probe | Lokalisation Makro. | Fiberoptik Wert Lokalisation | Patho.-Analyse

ALA ALA {635nm)
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2
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