Intraoperative mole-
kulare Fluoreszenz-
bildgebung

J. Glatz, V. Ntziachristos

Die optimale chirurgische Resektion
von Ovarialkarzinomen im fortge-
schrittenen Stadium ist ein wesentli-
cher Faktor fur die Patientenprog-
nose. Fluoreszenzfarbstoffe kénnen
intraoperativ. zur  Visualisierung
molekularer Marker verwendet wer-
den, um die Abgrenzung malignen
Gewebes zu erleichtern. In einer
Pilotstudie wurde der von Ovarial-
karzinomen verstarkt exprimierte
Folsaure-a Rezeptor markiert und
wahrend der Chirurgie mit einem
Kamerasystem gemessen. Der Ein-
satz tumor-spezifischer, optischer
Bildgebung koénnte operative Ein-
griffe in Zukunft entscheidend ver-
bessern.

Einleitung

Der chirurgische Eingriff ist, neben
der Chemotherapie, eine der wich-
tigsten Behandlungsmethoden fur
das Ovarialkarzinom, das besonders
haufig erst im fortgeschrittenen Sta-
dium diagnostiziert wird (Ozols, et
al., 2000). Studien haben gezeigt,
dass eine optimale Zytoreduktion mit
Restlasionen kleiner als 1 ¢cm die Pro-
gnose fur die Patientin entscheidend
verbessert (Winter Ill, et al., 2008). In
der Praxis ist diese jedoch aufgrund
des geringen Kontrastes zwischen
erkranktem und gesundem Gewebe
nur schwer zu erzielen. Seit ihren
Anféngen beruht die Chirurgie
hauptsachlich auf visuellen und tak-
tilen Informationen, die, vor allem im
Frihstadium des Ovarialkarzinoms,
nur eine geringe Spezifitdat und Sen-
sitivitat in Bezug auf die Identifizie-
rung von Tumorherden haben.
Nichtinvasive radiologische Bildge-
bungsverfahren wie die Magnetreso-
nanztomographie (MRT), Computer-
tomographie (CT) oder Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) finden
in der Tumordiagnose und OP-Pla-
nung Anwendung. Flr die intraope-
rative Kontrolle konnten sich diese
Modalitdten aufgrund der GroBe

tung oder mangelnder Auflésung
bislang nicht etablieren.

Fluoreszenzbildgebung

Die Fluoreszenzbildgebung ist eine
optische Methode, bei der Molekule
mittels Laserlicht angeregt werden,
um deren emittiertes Leuchten zu
detektieren. Fluorescein und Indocy-
anin Grin (ICG) sind zwei fluoreszie-
rende Kontrastmittel, die bereits in
der klinischen Praxis eingesetzt wer-
den (Yannuzzi, et al., 1992) (Kabuto,
et al., 1997). Beide Stoffe verfugen
allerdings nicht Uber molekulare Spe-
zifitat, sie werden systemisch injiziert,
um das vaskuldre System oder
pathologische Verdanderungen mit
erhohter Perfusion und GefaBperme-
abilitat anzuzeigen.

Eine vielversprechende Verbesserung
stellt der Einsatz tumorspezifischer
Fluoreszenzfarbstoffe dar  (Tsien,
2005) (Weissleder & Pittet, 2008). Sie

Abb. 1:

Ovarialkarzinom

akkumulieren gezielt an bestimmten
Rezeptoren, Oberflachenstrukturen
oder Molektlen und kénnen so
krankhaft verandertes Gewebe mit
hoher Prazision markieren, was sie
zu einem optimalen Instrument fur
optische intraoperative Bildgebung
macht.

In einer kurzlich abgeschlossenen
Pilotstudie mit am Ovarialkarzinom
erkrankten Patientinnen an der Uni-
versitatsklinik  Groningen konnten
wir erstmals solche gezielt wirken-
den Kontrastmittel wahrend eines
chirurgischen  Eingriffs  darstellen
(van Dam, et al., 2011). Der Fol-
saure-a. (FR-a) Rezeptor wurde als
geeigneter Biomarker identifiziert,
da er in gesundem Gewebe nicht
auftritt, aber von Uber 90 % der
Ovarialkarzinome erhéht exprimiert
wird (Kalli, et al., 2008) (Crane, et al.,
2012). Durch die Konjugation der
Folsaure an den fluoreszierenden

a) Kamerasystem im OP-Saal vor der Abdeckung mit steriler Einweghdille.
b) Intra-operativ aufgenommenes Farbbild eines Areals mit Ovarialkarzinom.

) Korrespondierendes Fluoreszenzbild.

und des Kostenumfanges der Gerate,
der Strahlen- oder Magnetfeldbelas-

d) Uberlagerung von Farb- und Fluoreszenzinformation zu einem Falschfarbenbild, in dem der Tumor griin
angezeigt wird. Bilder aus (van Dam, et al., 2011). © Natur Publishing Group
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Ovarialkarzinom

Tabelle 1: 10 Patienten; ++: stark, +: moderat, 0: schwach, -: nicht vorhanden; FIGO-Klassifikation gemaB der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique; IHC FR-a.: Immunhistochemie fur Folsdure-a Rezeptor;
FM FITC: Fluoreszenzmikroskopie fr Folsaure-FITC; n.a.: nicht anwendbar

Patient Alter Histopathologie FIGO In vivo IHC FR-« FM FITC
Stadium  Fluoreszenz Expression

Maligne Tumore

1 72 Sertses Ovarialkarzinom III ++ ++ ++

T 76 Serdses Ovarialkarzinom 111 — + -

9 G4 Undifferenziertes Karzinom 111 - - -

10 Gl Muzindses Ovarialkarzinom 111 + + +

Borderline Tumore

5 48  Seréses Borderline-Karzinom 1 0 b 0/+

Benigne Tumore

2 50 Fibrothekom n.a. - - =

3 74 Fibrothckom n.a. - -

4 a3 Reifes zystisches Teratom n.a. - - -

6 64 Multizystisches Ovar n.a. - - -

8 41 Fibrom n.a. - - -
Farbstoff ~ Fluoresceinisothiocyanat  rative Evaluierung der Bilder durch ~ 2011) (Ntziachristos, 2010). Neue

(FITC) konnte ein hochspezifischer
optischer Marker fur das Ovarialkar-
zinom gewonnen werden.

Der Marker wurde zehn Patienten
vor einer explorativen Laparotomie
i.v. verabreicht. Tab. 1 zeigt eine
Ubersicht der Diagnosen von vier
malignen, einem Borderline und finf
als gutartig klassifizierten Tumoren.
Die FR-a Expression wurde mittels
Immunhistochemie verifiziert und
zeigte eine klare Korrelation mit der
gemessen Fluoreszenz, sowohl ex
vivo mittels Fluoreszenzmikroskopie
als auch intraoperativ. Die histopa-
thologische Untersuchung entnom-
mener Gewebeproben zeigte, dass
es sich bei samtlichen fluoreszieren-
den Proben um Tumor handelte.

Die intraoperativen Aufnahmen wur-
den mit einem speziell entwickelten
Kamerasystem gemacht. Dabei mes-
sen zwei Kameras gleichzeitig so-
wohl ein trichromatisches Farbbild
als auch ein Bild der Fluoreszenz an
der entsprechenden Emissionswel-
lenldnge. Aus den beiden Aufnah-
men wird ein Falschfarben-Bild er-
zeugt, in dem das Farbbild anatomi-
sche Orientierung bietet, wahrend
die FITC Verteilung molekulare Infor-
mationen Uber das dargestellte
Gewebe liefert.

Abb. 1 zeigt die Integration des
Kamerasystems in den Operationsab-
lauf sowie einige der aufgenommen
Bilder. Dabei ist in Abb. 1d) deutlich
der verbesserte molekulare Kontrast
zwischen erkranktem und gesundem
Gewebe zu erkennen. Eine postope-
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funf erfahrene Chirurgen zeigte,
dass mittels Fluoreszenzbildgebung
finfmal so viele Tumorherde identifi-
ziert werden konnten als anhand der
Farbbilder alleine. Diese Studie
demonstrierte die erstmalige Transla-
tion gezielt wirkendender Fluores-
zenzfarbstoffe in die klinische Praxis.
Dabei erwies sich Folsaure-FITC als
ein potenter Marker zur spezifischen
Markierung des Ovarialkarzinoms.
Die zukinftige Entwicklung der int-
raoperativen Fluoreszenzbildgebung
konzentriert sich auf drei Schwer-
punkte. Erstens stellt die Entwick-
lung geeigneter Kontrastmittel wei-
terhin eine der wesentlichsten Hur-
den dar. Neue Strategien, die auf der
Verwendung klinisch  zugelassener
Tumormedikamente in sehr geringen,
pharmakologisch nicht mehr wirksa-
men Dosierungen (sogenannten
Microdosing (Center for Drug Evalu-
ation and Research, U.S. Department
of Health and Human Services,
2006)) basieren, bieten dabei einen
vielversprechenden Ansatzpunkt
(Scheuer, et al., 2012). Eine Multi-
Center-Studie zur verbesserten Er-
kennung von Brustkrebs mit einem
Kontrastmittel, bestehend aus Beva-
cizumab (Avastin®, Roche) in Verbin-
dung mit IRDye 800CW (LI-COR
Biosciences) als fluoreszierendem
Part, hat vor kurzem begonnen.
Zweitens mussen wichtige Einfluss-
faktoren auf das Fluoreszenzsignal
wie optische Gewebeeigenschaften,
Autofluoreszenz und Eindringtiefe
bertcksichtigt werden (Valdés, et al.,

theoretische Modelle sowie multi-
spektrale Bildgebung kénnen dazu
beitragen, diese Einflisse zu korri-
gieren und so eine verbesserte Quan-
tifizierung und Vergleichbarkeit der
Messungen zu erreichen.

SchlieBlich erlaubt die Konstruktion
des intraoperativen Kamerasystems
eine einfache Adaption an minimal-
invasive klinische Eingriffe wie Endo-
skopie und Laparoskopie. Dazu kon-
nen Glasfaser-basierte Endoskope
sowie starre Laparoskope mit Linsen
an das System angeschlossen wer-
den. Dadurch kann die molekulare
Bildgebung mit Fluoreszenzfarbstof-
fen auch fur endoskopische Eingriffe,
zum Beispiel in der Darmkrebsdiag-
nostik eingesetzt werden.
Fluoreszierende Kontrastmittel kon-
nen zahlreiche tumorspezifische
Marker visualisieren (Hilderbrand &
Weissleder, 2010) und so auch zur
Lokalisation von Wachterlymphkno-
ten eingesetzt werden (Crane, et al.,
2010). Die Integration optischer Bild-
gebungstechnologie mit molekularer
Spezifitat kann die unzureichende
visuelle Beurteilung von Gewebe im
Rahmen chirurgischer und endosko-
pischer Eingriffe in Zukunft entschei-
dend verbessern, hin zu einer Bio-
marker-basierten Detektion (Ntzia-
christos, et al., 2010).
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