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1 Einleitung

Ein wichtiges Ziel in der Behandlung solitarer, maligner Tumoren ist die stadiengerechte
Therapie. Neben dem lokalen, infiltrativen Wachstum ist die Prognose malgeblich
durch die fruhzeitige hamatogene und Iymphonodale Disseminierung der
Primartumoren bestimmt.” Der Lymphknotenbefall der regionalen
Lymphknotenstationen stellt dabei fur die Therapie einer Vielzahl solitarer Tumore einen

235 Um diesen

wesentlichen und unabhangigen prognostischen Faktor dar.
prognostischen Faktor moglichst genau bestimmen zu konnen, erfolgte anfanglich das
Lymphknoten-Staging zunéchst durch radikale Ausrdumung der Lymphknotenstation.®’
Dabei wurden postoperative Komplikationen, wie z.B. die Entwicklung eines
Lymphédems und die radikalen Resektionen benachbarter Organe im
Lymphabstromgebiet regelmalig in Kauf genommen. Aufgrund der damit verbundenen
hohen Morbiditat dieser Prozedur, wurde zunehmend die Suche nach einer
individualisierten und minimalinvasiven Stagingmethode aufgenommen. Neben vielen
anderen malgeblichen Entwicklungen wurde vor diesem Hintergrund 1977 durch
Cabanas et al. die Sentinel-Lymphknotenbiopsie (SLNB) erstmals fur das
Peniskarzinom beschrieben® und verschiedene Techniken untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde als neue Methode die Fluoreszenzfarbstoff-gestutzte

Sentinel Lymphknoten Biopsie einer prospektiven Machbarkeitsstudie analysiert.



1.1  Solitare Tumoren mit regionaler Lymphknotenmetastasierung und ihre

therapeutischen Ansatze

Die Arbeiten von Cabanas et al.® wurden weiterentwickelt fir Tumorentititen mit
potentieller, lymphonodaler Metastasierung in die entsprechenden Lymphknoten-
Regionen (axillar, inguinal, mesenterial) und unter Verwendung verschiedener
Techniken validiert. In diese Arbeit wurden Patienten mit Mammakarzinom,
Analkarzinom, Magenkarzinom und Kolonkarzinom eingeschlossen, so dass sich die

Herleitung der Thematik auf diese Entitaten beschranken soll.

1.1.1 Mammakarzinom

Das Mammakarzinom gehort mit weltweit 16% aller weiblichen Tumoren zu den
frhzeitig lymphonodal metastasierenden, malignen Tumorentitdten und zu den
haufigsten Krebserkrankungen der Frau.® Der Lymphknotenstatus zahlt beim
Mammakarzinom zu den wichtigsten prognostischen Faktoren.**'*'" Wird ein palpabler
Tumor diagnostiziert, so erfolgt zur histologischen Sicherung des Tumors eine so
genannte Vakuumsaugbiopsie oder Feinnadelbiopsie. Bei kleineren, nicht palpablen
Tumoren, konnen zur Biopsiedurchfihrung radiologisch-interventionelle Moglichkeiten
genutzt werden (Ultraschall/Mammographie/MRT-Mammographie), um eine Biopsie aus

dem Tumorgewebe zu entnehmen.

Neben der Diagnosestellung durch histologische Sicherung des Primartumors ist ein
entscheidender Schritt fur die Einleitung einer multimodalen Therapie das regionale
Lymphknoten-Staging.’® Das Lymphknoten-Staging erfolgt unter Beriicksichtigung des
potentiellen Lymphabstroms. Je nach Lokalisation des Primartumors erfolgt die
Tumordissemination vorzugsweise zu den axillaren Lymphknotenstationen, kann jedoch
auch zu den supraklavikularen, parasternalen oder weiteren extraanatomischen
Lymphknotenstationen erfolgen.”> Estourgie et al. zeigten, dass die Drainage
hauptsachlich von der Lokalisation und GréRe des Tumors abhangig ist.”* Krag et al.
demonstrierten eine Rate von 3% an extra-axillaren, positiven Sentinel-Lymphknoten
(SLN)“, die sog. Wachterlymphknoten, die das hochste Risiko einer lymphatischen

Metastasierung in der Lymphabflussregion eines Tumors besitzen."

Geschichtlich hat das Lymphknotenstaging fur das Mammakarzinom einen grof3en
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Wandel erfahren. Heute erfolgt die differenzierte Therapie des Lymphabflusses durch
individualisierte, mafdgeschneiderte und minimal-invasive Ansatze in der chirurgischen

Onkologie des Mammakarzinoms zur Reduzierung der Morbiditat.'®"

1.1.2 Analkarzinom

Das Analkarzinom macht 1-4% der anorektalen Karzinome aus und ist damit relativ
selten. In Deutschland liegt die Inzidenz bei 4-15 Neuerkrankungen/1 Million
Einwohner/Jahr. Das Analkarzinom geht meistens von der kolorektalen
Ubergangszone, den Analdriisen und den anorektalen Fisteln aus. In 80% der Falle
handelt es sich dabei um Plattenepithelkarzinome, in 20% um Adenokarzinome.*

Der inguinale Lymphknotenstatus ist ein wichtiger und unabhangiger prognostischer
Faktor fur die Bestimmung der lokoregionalen Rezidive und das Gesamtuberleben bei
Analkarzinomen.? Abhingig von der TumorgréRe und dem histologischen Grading,
metastasiert das Analkarzinom inguinal in 15%-25% der T1/T2 Karzinome und in bis zu
50% bei T3/T4 Karzinomen.'® Trotz erheblicher Toxizitdt und unabhangig vom dem
inguinalen Lymphknotenstatus, erfolgt die primare Behandlung des Analkarzinoms
Uberwiegend mittels Radiochemotherapie. Fur das Lymphknotenstaging der
Inguinalregion besitzen die verfugbaren non-invasiven Verfahren jedoch eine begrenzte
Sensitivitat. Bildgebende Lymphknotenuntersuchungen mit der Magnet-Resonanz-
Tomografie (MRT) oder mittels Ultraschall (US) konnen lediglich Lymphknoten mit einer
Grolle von mehr als 1cm im Durchmesser detektieren und sind damit weniger
spezifisch.’® Die prophylaktische Radiotherapie der Lymphknotenstationen kann die
Rate der inguinalen LK Metastasen von 25% auf 4% reduzieren.?’ Dennoch bleibt die
prophylaktische inguinale Radiotherapie auf Grund hoher lokaler Toxizitat und dem
Risiko der Entwicklung eines Lymphodems ein kontroverses Thema ohne eindeutige
Empfehlung.?"?? Die Therapie des Analkarzinoms wurde anfangs mafRgeblich durch
operative Interventionsverfahren bestimmt. Infolge der Pionierarbeit von Nigro im Jahre
1974 hat sich die primare Therapie des Analkarzinoms gewandelt.23 Die
Radiochemotherapie ist dabei zur Standardtherapie etabliert worden, wodurch die
Inzidenz der metachron inguinalen Lymphknotenmetastasen deutlich reduziert werden
konnte.?* Auf dieser Grundlage wurden auch die Empfehlungen der Fachgesellschaften
entsprechend  angepasst, so dass Analkanalkarzinome  primar  durch

Radiochemotherapie behandelt werden sollen. Eine primare Lymphknotendissektion ist
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nicht indiziert. Jedoch verbleiben die bildgebenden Limitationen bei der Beurteilung des
Lymphknotenstatus. Prinzipiell ermoglicht die SLNB ein erweitertes Staging durch
minimalinvasive und akkurate Beurteilung des Tumorbefalls.?® Es zeichnete sich ab,
dass die SLNB in Zukunft starker in das radioonkologische bzw. chirurgische Konzept

der Behandlung des Analkarzinoms einflie3en kann.

1.1.3 Magenkarzinom

Mit starken regionalen Variationen ist das Magenkarzinom weltweit die zweithaufigste
tumorbedingte Todesursache mit einer Inzidenz von 12-15 Patienten pro 100.000
Einwohner. Histologisch handelt es sich in Uber 90% der Magenkarzinome um
Adenokarzinome, die nach ihrem Wachstumsmuster in einen intestinalen und einen
diffusen Typ nach Lauren klassifiziert werden. Da das Magenkarzinom in frihen Stadien
nur eine oberflachliche Ausbreitung erfahrt und damit weitestgehend asymptomatisch
bleibt, ist es in 70% der Falle bei der Diagnosestellung bereits fortgeschritten und
metastasiert. Diese Metastasierung erfolgt in der Regel entweder hamatogen oder
lymphogen. Insgesamt werden die Lymphknotenstationen des Magens in mehreren
Unterstationen eingeteilt. Dabei werden 16 verschiedene Einzelstationen und drei
Kompartimente unterschieden (D1: 1-6, D2: 7-12, D3: 13-16). Eine genaue Einteilung
kann aus der Abb. 1 enthommen werden. Hinsichtlich der Metastasierungsreihenfolge
vom Primartumor zu den D1 und ggf. spater zu D2 und D3 gibt es bisher keine klare
Datenlage. Klar ist jedoch, dass mit zunehmender Tumorinfiltrationstiefe auch die

Haufigkeit der lymphatischen Streuung zunimmt und die Prognose abnimmt.?®

Die Beurteilung des lokalen Tumorwachstums erfolgt mittels endoskopischer
Ultraschalluntersuchung (EUS), die hinsichtlich des T-Stadiums eine Treffsicherheit von
67-92% erreicht. Aufgrund unterschiedlicher Vorhersagewerte in zahlreichen Studien
kann die EUS nicht als aussagekraftige praoperative Bestimmung des
Lymphknotenstatus erachtet werden.?” Trotz verbesserter Untersuchungsmethoden wie
z.B. das Spiral-CT, zeigt das praoperative Staging des T- und N-Stadiums mittels CT
lediglich eine Sensitivitat zwischen 24 - 43%.%" Eine adaquate therapeutische
Vorgehensweise ist die chirurgische Resektion des Tumors mit den dazugehdrigen
Lymphknoten, ggf. gefolgt von anschlieBender Radio-Chemo-Therapie. In den
bisherigen chirurgischen Vorgehensweisen wurde der Tumor mit den angrenzenden LK
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Stationen (D1 und D2) geplant en bloc reseziert. Da jedoch der Lymphabstrom variabel
ist und je nach Ausmal® der Metastasierung die Resektionsgrenzen variiert werden
konnen, wurde die Notwendigkeit nach einem individualisierten Stagingverfahren immer
groBer. So war es eine logische Folgerung, dass im Zuge einer zunehmend
individualisierten Therapie die Anwendung der SLN Biopsie auch auf das
Magenkarzinom ubertragen wurde. Dadurch sollte ein maligeschneiderter Ansatz
umgesetzt werden, mit dem Ziel zur Reduktion des Resektionsausmalies des Magens,
bei fehlendem Anhalt fiir eine lymphonodale Metastasierung.?® In der Folge zeigten
groRe japanische Fallserien die gute Durchfilhrbarkeit dieses Konzeptes.?***3! Das

Sentinel-Lymphknotenkonzept wurde somit fur das Magenkarzinom etabliert.

Abb. 1: Darstellung der Lokalisation der 16 Lymphknotenstationen des Magens mit Zuordnung zu
den drei verschiedenen Kompartimenten D1, D2 und D3.

Quelle: Gretschel et al, 2008 2°

1.1.4 Kolonkarzinom

Das Kolonkarzinom zahlt mit einer jahrlichen Inzidenz von mehr als 35000
Neuerkrankungen (Manner = Frauen) =zur zweithaufigsten Krebserkrankung
deutschlandweit. Die 5-Jahres Uberlebensrate betragt bei beiden Geschlechtern ca.
55%.%

Das Kolonkarzinom kann per continuitatem, lymphogen, hamatogen oder kavitar
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metastasieren.** Per continuitatem erfolgt die Ausbreitung entlang der Darmwand in
das umliegende perikolische Gewebe.* Nach Einbruch in die LymphgefaRe erfolgt die
Tumorinvasion in die perikolischen Lymphknoten, wie auch in die Lymphknoten entlang

der A. ileocolica, A. colica dextra, media, sinistra und inferior.>®

Die chirurgische Therapie zielt auf die Entfernung des Primartumors mit
dreidimensionalem Sicherheitsabstand sowie auf die Entfernung potenziell befallener
regionarer Lymphknoten im Lymphabflussgebiet. Als Minimum sollten mindestens 12
Lymphknoten entfernt werden mit Anwendung einer individuell ermittelten adjuvanten

oder neoadjuvanten Radio- bzw. Chemotherapie.

Bei makroskopischem Befall sollte Uber den dreidimensionalen Sicherheitsabstand

hinaus reseziert werden, sofern eine RO-Resektion erzielt werden kann.*’

Zunehmender Fokus wurde in der Therapie des Kolonkarzinoms auf das erweiterte
lymphonodale Staging gesetzt, da der Iymphonodale Status ein wichtiger
prognostischer Faktor fur weitere therapeutische MaRnahmen ist. Die Bestimmung des
praoperativen lymphonodalen Status des Kolonkarzinoms ist bisher mit bildgebenden
Verfahren nur beschrankt moglich. Auch auf das Kolonkarzinom wurde die SLNB mit
verschiedenen Techniken Ubertragen, jedoch verbleibt fur diese Entitat, aufgrund
reduzierter Sensitivitit, die Aussagekraft der Methode bisher unklar.®* Die
weiterfUhrenden Untersuchungen zur Wertigkeit der minimal-invasiven SLNB kann in
Zukunft moglicherweise zur Verbesserung des individualisierten Stagings und der
Prognoseeinschatzung beitragen sowie die systemische Therapie malgeblich

beeinflussen.®

1.2 Entwicklung des Lymphknotenstagings und Einfiihrung der Sentinel-
Lymphknoten-Biopsie
Neben der operativen Therapie des Primartumors ist zunehmend die Diagnostik und
Therapie potentieller regionaler Metastasen in den Lymphknoten-Stationen in den
Vordergrund geruckt. Anfanglich erfolgte sowohl diagnostisch als auch zur
lokoregionaren Tumorkontrolle die Ausraumung der gesamten Lymphknotenstation.
Zunehmend wurde der Fokus auf einen minimal-invasiven Zugang mit reduzierter

Morbiditat gesetzt. So entwickelte sich folglich das Konzept der SLNB.
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1.2.1 Die Lymphknotendissektion

Die Technik der Lymphknotendissektion wurde in den 60er Jahren anhand der
Axilladissektion erstmals standardisiert. Es wurde schrittweise klar, dass eine
Lymphknotenmetastase entweder in frihen Tumorstadien, die einzige Lokalisation einer
Dissemination darstellte oder als Marker fiir entfernte Erkrankungen fungieren konnte.*°
Die Beobachtung, dass Malignompatienten nach einer angemessenen Behandlung
durch lokoregiondare Lymphknotendissektion ,geheilt® wurden, verdeutlichte die
Auswirkungen der regionalen Lymphknoten. Die elektive Axilladissektion (ALND) hatte
sich zu einem Standardverfahren fur die Therapie, das Staging und die regionale
Tumorkontrolle des Mammakarzinoms entwickelt.*' Im Laufe der Jahre hatte sich die
chirurgische Behandlung des Fruhphasen-Mammakarzinoms zu einer konservativen
Behandlung hin verandert, wobei die brusterhaltenden Malnahmen anstelle der
Mastektomie als gebrauchlichstes Verfahren sich etablieren konnten.'? Folglich wurde
die Rolle der regionalen Lymphknoten als eine der wichtigsten unabhangigen und
prognostischen Variablen definiert. Die traditionelle histopathologische Untersuchung
nach ALND galt als Ubertherapie und inadaquates diagnostisches Mittel, wenn mittels
anderer Methoden ein negativer Lymphknotenstatus zuvor bestimmt wurde. Dennoch
wurde die ALND kontrovers diskutiert. Der Grund hierfur war die individuelle
Ubertherapie bei Patienten ohne Lymphknotenmetastasen und ohne einen
Uberlebensvorteil.** Dariiber hinaus haben die Morbiditat bei ALND und die damit
zugrunde liegenden potenziellen chirurgischen und Langzeitkomplikationen Zweifel

t.57

uber den erweiterten axillaren Ansatz geweck Die Einfuhrung des SLNK's war eine

logische und wichtige Voraussetzung zur Klarung dieser Kontroversen.

Im Zuge der Entwicklung der onkologischen Chirurgie wurde fur das Mammakarzinom,
das Magenkarzinom und Kolonkarzinom die vollstandige Lymphknotendissektion fur ein
radikales Tumortherapiekonzept postuliert.43 Auch fur das fortgeschrittene
Analkarzinom wurde noch in den 70er Jahren eine inguinale Lymphknotendissektion
umgesetzt. Das Konzept der Lymphknotendissektion diente sowohl der Diagnostik im

Rahmen des Stagings als auch der Therapie.*?
Die Lymphknotendissektion ist im Wesentlichen von zwei Faktoren abhangig, die
einerseits mit dem Chirurgen und andererseits dem Pathologen assoziiert sind.

Der Chirurg bestimmt durch die Dissektion die Anzahl und Qualitat der resezierten

Lymphknoten. Diese charakterisiert sich hauptsachlich durch seine Radikalitat und die
13



Ausweitung der Lymphknotendissektion. Die Technik der Dissektion orientiert sich
dabei an dem anatomischen, dem Tumor zugeordneten Lymphabflussgebiet, und

weniger an funktionelle Kriterien.

Der Pathologe interveniert seinerseits wiederum in dieser Einstufung durch die
Genauigkeit seiner Lymphknotenauswahl sowie dessen Praparation. Eine nicht zu
unterschatzende Rolle wird dabei der Anzahl der zu untersuchenden Lymphknoten
zugeschrieben. So konnte fur verschiedene Tumorentitaten gezeigt werden, dass die
Anzahl der untersuchten Lymphknoten mit den nodal positiv klassifizierten Patienten
und deren Uberleben korreliert.** Dieser Zusammenhang ist nicht nur fur nodal positive,
aber vor allem auch fur nodal negative Patienten von Bedeutung, deren Diagnose durch
die hdohere Anzahl untersuchter Lymphknoten praziser wird.

Insgesamt lasst sich die Tendenz erkennen, fur jede Tumorentitat eine selektive
Lymphknotendissektion zu etablieren. Das Konzept des Sentinel Lymphknoten ist dabei
fur viele Entitdten ein erfolgsversprechender Ansatz, um den lymphonodalen Status
individuell zu bestimmen, bei gleichzeitiger Minimierung der chirurgisch bedingten
Morbiditat."

1.2.2 Das Sentinel-Lymphknoten-Konzept (SLNK)

Das SLNK basiert auf die Tumorbiologie bei lymphonodaler Metastasierung, wonach
die Tumorzellen als erstes mit der hochsten Wahrscheinlichkeit in einen spezifischen
Lymphknoten disseminieren, den sog. SLN (Abb.2).

Abb. 2: Konzept des SLN

\

\

LN
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Von hier aus erfolgt dann die Ausbreitung auf weiter entfernt gelegene Lymphknoten
und/oder Lymphknotenstationen. Nach dem SLNK erfolgt die weitere Metastasierung in
andere Lymphknotenareale erst, wenn der SLN mit Tumorzellen infiltriert ist. Demnach
sind tumorfreie SLN ein Hinweis fur das Fehlen von Lymphknotenmetastasen und die
mogliche Grundlage fur weitere therapeutische Schritte.

Die essentiellen Studien, in denen das SLNK fur solitare Tumore erstmals vorgestellt
wurde, konnen auf den Anatomen J. H. Gray zurtuckgefuhrt werden. Dieser ermdglichte
mit seinen richtungweisenden anatomischen Studien des lymphatischen Systems die
Etablierung der indirekten Lymphographie in den 30er Jahren. So stellte er die
Hypothese auf, dass die meisten Korperregionen fokal lymphatische Drusen aufweisen,
die als erste und am wahrscheinlichsten von Metastasen befallen werden.*® Im Jahre
1960 berichtete E. A. Gould in der Zeitschrift ,Cancer” Uber einen so genannten
Lymphknoten, der bei Patienten mit Parotistumor als Referenzlymphknoten fur einen
Lymphknotenbefall der Halslymphknoten fungieren konnte. Bereits damals wurde die
histologische Untersuchung der Lymphknoten empfohlen, um hierdurch eine mogliche
Indikationsstellung zur Neck-Dissection zu erlangen. Der Begriff des SLN wurde hierbei
erstmals angewandt.*® In den 50er und 60er Jahre wurde versucht, mit einem
Blaufarbstoff bei Magen- und Bronchialkarzinom die primar befallenen LK zu
detektieren.*” Die Detektionsrate mit dem Farbstoff alleine war dabei jedoch nicht
zufriedenstellend.*® Das heute akzeptierte SLNK wurde erstmals 1977 von Cabanas et
al. beschrieben nach lymphangiographischer Untersuchungen bei der Behandlung des
Peniskarzinoms.*® Ein weiterer Grundstein fiir die Technik der SLNB wurde 1992 bei
der Detektion von nicht palpablen Lymphknotenmetastasen bei Melanompatienten
durch die Arbeit von Morton et al. gelegt.”® Giuliano et al. filhrten die Technik der SLNB
bei Mammakarzinompatienten mit einer peritumoralen Injektion von Isosulfan-Blau
durch.®’ Sie detektierten dabei in 65,5% der Félle einen SLN und betonten, dass Zeit
und Positionierung der Farbstoffinjektion Einfluss auf die Detektionsrate habe. Ein
Nachteil dieser Technik war unter anderem der schnelle Transport des blauen
Farbstoffes durch die Lymphknoten. Dies ermoglichte lediglich ein begrenztes
Detektionszeitfenster. Zusatzliche technische Schwierigkeiten ergaben sich in
Zusammenhang mit der eigentlichen SLN Identifikation, die nur durch Ruckverfolgung
der Lymphgefalle moglich war. Krag et al. berichteten als erste Uber die Durchfuhrung

der SLNB nach Injektion eines radioaktiven Kolloids und einer Gamma-Sonden-
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gefuhrten Detektionstechnik. Die Arbeitsgruppe zeigte dabei eine SLN-Identifikation von
bis zu 82%.'® Veronesi et al. erhdéhten mit Hilfe der Gamma-Sonde-gefiihrten Technik
und einer praoperativen Lymphoszintigraphie die ldentifikationsrate auf bis zu 98,7%.%
Cox et al. folgerten, dass die Verwendung beider Techniken, Radiokolloid und
Blaufarbstoff kombiniert, den gréReren Erfolg hinsichtlich der Identifikation erbrachte.
Sie zeigten, dass die alleinige Anwendung des Blaufarbstoffes zu einer SLN
Detektionsrate von 70-80% fuhre, wahrend die kombinierte Anwendung mit Radiokolloid
die Detektionsrate deutlich verbesserte."' Diese Ergebnisse wurden spater ebenfalls
durch Hung et al. in einer kontrolliert-randomisierten Studie bestatigt.>® In einer weiteren
Studie konzentrierten sich Travagli et al. auf kleine Mammakarzinome ohne suspekte,
palpable axillare Lymphknoten und zeigten unter Verwendung beider Methoden,
Radiokolloid und Blaufarbstoff, eine durchschnittliche Detektion von 1,8 SLN pro Patient
(Intervall: 1-5) sowie eine SLN-Detektionsrate von 97% mit 31,3% metastatisch
befallenen SLN.>* Krag et al. postulierten eine Rate von 3% an positiven SLN, die nicht
axillar lokalisiert sind, die jedoch mit Blaufarbstoff alleine nicht detektiert werden

konnen.®®

In neueren Publikationen wurde die SLNB zur Detektion von metastatisch befallenen

798 und Analkarzinom®®,

Lymphknoten auf das Magenkarzinom,?**® Kolonkarzinom
angewandt. Die SLNB wurde darUber hinaus in kleineren Fallserien fur weitere solitare
Malignome untersucht. Hierzu zahlen einige gynakologische Malignome,
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches, Schilddriusenkarzinome und

Merkelzellkarzinome.®°

1.3 Techniken der Sentinel-Lymphknoten-Biopsie

Die Techniken der SLNB lassen sich in einen operativ-technischen Aspekt der Prozedur
und der Anwendungsmethode naher unterteilen. Die initial eingefihrte Technik der
SLNB mit dem Blaufarbstoff geht zurtick auf die lymphographischen Untersuchungen,
fur die der Farbstoff ursprunglich eingesetzt wurde. Im Zuge weiterer Untersuchungen
wurde das radioaktiv-markierte Kolloid eingefuhrt und deren Wirkung, sei es einzeln
oder in Kombination, untersucht. Im Zuge der Evidenz wurden durch verbleibende

Nachteile neue Techniken vorgestellt, die nachfolgend erlautert werden.

Die zur Detektion der SLN am haufigsten verwendeten Techniken sind die Blaufarbstoff
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und Radiokolloidmethode, die sich in |hrer Anwendung stark unterscheiden. Wahrend
der Blaufarbstoff in Echtzeit peritumoral appliziert und die SLN unmittelbar detektiert
werden, erfordert bei der Anwendung der Radiokolloidmethode eine ca. 18 stundige
praoperative, peritumorale Injektion des Radiokolloides. Die radiokolloidspeichernden
SLN’s werden dann intraoperativ mittels einer Handsonde detektiert und exzidiert. Es

folgt anschliel3end die histopathologische Aufarbeitung.

1.3.1 Blaufarbstoff

Bei der klassischen Isosulfan-Blau-Methode erfolgt die Injektion einer zuvor definierten
Menge blauen Farbstoffes unmittelbar intraoperativ.?® Da innerhalb eines Tumors die
Lymphbahnen durch den Tumor selbst verschlossen sein konnen, ist die Wahl der
Injektionsstelle von grofer Bedeutung, die peritumoral erfolgen muss. Bei fehlerhafter
Injektion kann es zu einer verfilschten lymphatischen Darstellung kommen.% Ist die
Injektion durchgefuhrt, so erfolgt beim Mammakarzinom ca. 5-10 Minuten spater eine 5
minutige Brustmassage zur zusatzlichen Lymphgefal3dilatation. Anschlief3end folgt die
vorsichtige stumpfe Praparation mit prazisem Aufsuchen der blau gefarbten

Lymphbahnen.>>"

Eine transkutane Visualisierung ist nicht moglich, nur im
Mesobereich reicht die dunne Oberschicht fur eine unmittelbare Sicht der
LymphgefalRe. Diese werden bis zur Darstellung der/des Lymphknoten verfolgt und
prapariert. Alle blau gefarbten Lymphknoten werden reseziert und histologisch
untersucht. Die Verwendung von Isosulfan-Blaufarbstoff fur SLNB kann mit schweren
anaphylaktischen Reaktionen assoziiert sein. Diese erfordern in 0,7 bis 1,1% der Falle
eine sofortige Reanimation.®>®' Die prophylaktische intravenése Behandlung mit 100
mg Hydrocortison (oder 20 mg Methylprednisolon oder 4 mg Dexamethason), 50 mg
Diphenhydramin und 20 mg Famotidin kurz vor oder wahrend der Einleitung der
Narkose scheint die Schwere, aber nicht die Haufigkeit der anaphylaktischen
Reaktionen zu senken.®! Methylenblau konnte sich als Alternative zu Isosulfan-Blau auf
Grund haufiger Nebenwirkungen, wie Hautnekrosen als auch ungeklarter falsch-
negativer  Detektionsraten  nicht etablieren.®> Haufig wird jedoch die
Blaufarbstoffmethode in Kombination mit der Radiokolloidmethode angewandt, um die
Vorteile beider Untersuchungen zu verbinden und somit hohe Detektions- und

Sensitivitatsraten zu erzielen.%%3
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1.3.2 Radiokolloid

Die Technik wurde erstmals durch Morton et al. zur Detektion des SLN bei
Melanomen® und anschlieRend durch Krag et al. bei Mammakarzinomen angewandt
und beschrieben.'® Die Detektionsraten sind in vielen Studien bei der Anwendung des
Radiokolloids signifikant hoher als in denen mit blauem Farbstoff alleine.®® Zur
Anwendung kommt dabei das Technetiumsulfur-Kolloid oder das an Humanalbumin
gekoppelte  Radiopharmakon %MTechnetium  unter Wahrung entsprechender
StrahIenschutzvorkehrungen.94 Praoperativ erfolgt die peritumorale Injektion von dem
an Humanalbumin gekoppeltem %MTechnetium. Um intraoperativ ein ausreichend
starkes Signal zu erhalten, muss die Aktivitatsmenge in Abhangigkeit des Zeitpunkts
der Operation (Ein— oder Zweitagesprotokoll), des radioaktiven Zerfalls, der
Empfindlichkeit der Gamma-Handsonde und der minimalen Lymphknotenaufnahme
entsprechend gewahlt werden. Die Dosis des Radioisotops ist fur die Visualisierung der
SLN und Lymphoszintigraphie abhangig von der Tumorentitat. Der Grund dafur ist die
Tatsache, dass z.B. die Brust nicht so reich an Lymphgefallen wie die Haut ist. Auf
Grund unterschiedlicher Drainagewege gehort die Lymphoszintigraphie bei
Melanompatienten zum Standardverfahren, wahrend es bei dem Mammakarzinom noch
kontrovers debattiert wird.""* Mit Hilfe einer Gamma-Kamera erfolgt prioperativ die
Lymphoszintigraphie zur Detektion von angereicherter Radioaktivitat (,hot spots®), die
auf der Haut gekennzeichnet werden.®® Immer mehr wird jedoch auf die praoperative
Lymphoszintigraphie verzichtet und stattdessen intraoperativ durch eine handliche
Gammasonde ersetzt.”® Auch hier erfolgt nach Detektion der ,hot spots‘ eine
Markierung auf der Haut. Durch eine kleine Inzision Uber diesen ,hot spot®, gelangt der
Chirurg mittels Gammasonde zu den durch das Radiokolloid angereicherten LK und
kann diese identifizieren. Da diese Technik einfacher zu erlernen ist, kann hiermit ein
professionelles, routiniertes Verfahren viel schneller erlangt werden, als mit dem
Blaufarbstoff.®” Die Technik verzichtet jedoch aufgrund fehlender Visualisierung auf
eine direkte Lymphographie zur intraoperativen Orientierung, was durchaus als Nachteil

angesehen werden kann.

Obwohl in einzelnen Studien Uber sehr gute Detektionsraten bei der alleinigen
Anwendung von Radiokolloid (98,7%) oder Blaufarbstoffen (65,5%) berichtet wird,"®
erscheint der kombinierte Einsatz beider Tracer die falsch negativen Raten zu

55,99

minimieren. So Dberichteten Giuliano et al. bei alleiniger Anwendung von
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Blaufarbstoff Uber eine SLN Detektionsrate von 65,5% verbunden mit einer Sensitivitat
von 97,6%, wahrend Veronesi et al. bei der alleinigen Anwendung des radioaktiven
Tracers eine Detektionsrate von 98,7% sowie eine Sensitivitat von 97,5%
prognostizieren.®?® Ein weiterer Vorteil des Radiokolloids zeigt sich bei der Detektion
durch dickere Haut- oder Fettschichten, die mittels Blaufarbstoff bei besonders
ubergewichtigen Patienten fast unmaoglich erscheint. So ist ebenfalls eine orientierende
praoperative Lymphographie im Sinne eines praoperativen ,Lymphatic Mapping“
moglich, das jedoch in manchen Fallen von Uberstrahlten Primartumoren sich nachteilig
darstellen kann. Die vergleichsweise lange Radiokolloidspeicherung ermdglicht die SLN
Detektion ohne Zeitdruck. Die Technik ist insgesamt leicht zu erlernen und ermoglicht
die ex-vivo Darstellung des SLN. Ein grol3er Nachteil bei dem Radiokolloidverfahren ist
der erhebliche logistische Aufwand durch die zweigeteilte Methode, da Markierung und
Detektion nicht am selben Tag erfolgen kann. Die restriktive Bestimmung zur
Handhabung der Radioaktivitat inklusive Antrag bei der Strahlenschutzbehorde sowie
der hohe Kostenaufwand zur Anschaffung des/der Tracers/Sonde, machen dieses

Verfahren besonders aufwendig.'®

Nicht zuletzt kann nach Applikation des Radiokolloids ein Uberstrahlungseffekt des
Primartumors entstehen, wodurch peritumorale Lymphknoten nicht in vivo dargestellt
werden konnen. Nach Entfernung des Praparationspraparates kann eine in situ
verbliebene Restradioaktivitat ein Hinweis fur noch verbliebenes Lymphgewebe und

somit fiir potentiell verbliebene Lymphknotenmetastasen sein.'®

1.3.3 Fluoreszenzfarbstoffmethode

Unter Berucksichtigung der Vor- und Nachteile der etablierten Methoden wurde nach
alternativen Ansatzen fur die SLNB gesucht, bei denen die Vorteile beider
Untersuchungen, Farbstoff- und Radiokolloid-gefihrte Methode, verbunden werden.
Vorlaufige Daten aus Toxizitat und Machbarkeitsstudien haben gezeigt, dass die SLN-
Erkennung durch die Indocyanin Grun (ICG) Fluoreszenz-gefuhrte Navigation eine neue
Methode zur Durchfilhrung der SLNB darstellt.'" Auf Grundlage der Vor- und Nachteile
der etablierten Techniken wurden alternative Methoden gesucht, welche die Vorteile
beider Methoden kombinieren sollten. Zielsetzung war hierbei die transkutane und in
situ Visualisierung mit einfacher Navigation, ein real-time Verfahren sowie ein

kostengunstiger und vertraglicher Farbstoff ohne groReres Nebenwirkungspotential. Vor
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diesem Hintergrund wurde der Fluoreszenzfarbstoff ICG angewandt."®

1.3.4 Konventionelle Methoden

Eine alternative Technik zur Bestimmung eines tumorbefallenen LK ist die Zytologie
durch Feinnadelaspiration (FNAC), die bisher vor allem fur das Mammakarzinom und
das axilldre Staging untersucht wurden.*® Dabei werden mit Hilfe der Punktionszytologie
tastbare und rontgenologisch, szintigraphisch oder sonographisch lokalisierbare
Organveranderungen untersucht. Die Zellen werden hierbei durch Unterdruck aus dem
Zellverband herausgeldst und anschlieRend histologisch untersucht.®’ Die axilldre
Ultraschalluntersuchung (AUS) konnte in den meisten Fallen vor der SLNB sinnvoll
eingesetzt werden. Bei bildgebenden positiven Lymphknoten konnte eine direkte
Indikation zur chirurgischen Axilladissektion bei etwa 17% gestellt werden.®? Durch
praoperative AUS und Feinnadelpunktion Zytologie (FNAC) konnte kurzlich gezeigt
werden, dass die Patientenauswahl fir SLNB verbessert wird. Es wurde gezeigt, dass
eine praoperative AUS-FNAC unnodtige SLNB in 29% der Lymphknoten-positiven
Patienten und bei 8% der Patienten insgesamt vermieden werden kdénnen.®® Einige
Autoren empfehlen SLNB bei Patienten zu Uberspringen, bei denen praoperativ mittels
Szintigraphie und Ultraschall-gefuhrter axillarer FNAC das Vorhandensein von
Metastasen gezeigt wurde. Hier sollte als primares Verfahren die ALND durchfuhren
werden, jedoch gibt es fur dieses Vorgehen noch keine generelle Empfehlung,
insbesondere nicht auRerhalb von klinischen Studien.®® Fiir die mesenterialen
Lymphknotenstationen wurde gezeigt, dass durch endoskopische
Ultraschalluntersuchung sich im unteren und oberen Gastrointestinaltrakt, paraluminare
Lymphknoten darstellen, die bei suspekter Konfiguration durch Feinnadelbiopsie
histologisch gesichert werden konnen. Damit kann die Selektion zur SLNB optimiert

werden.®®

1.4 Ziele der Studie

In der vorliegenden prospektiven Machbarkeitsstudie sollte die neue Methode der
Fluoreszenzfarbstoff-gestutzten SLNB analysiert werden. Hierzu sollte in einem ersten
Schritt die Toxizitat und Dosisfindung ermittelt werden, und in weiteren Schritten die
Detektionsrate, die Sensitivitdt und die falsch negativ Rate in verschiedenen solitaren
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Tumoren mit potentieller lymphonodaler Metastasierung. Es wurde die Machbarkeit der
Methode fur das Mammakarzinom, das Analkarzinom, das Magenkarzinom und das
Kolonkarzinom untersucht. Insgesamt wurden 92 Patienten analysiert, die einer
Fluoreszenzfarbstoff-gestutzten SLNB unterzogen wurden.
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2 Patienten und Methoden:
2.1 Studiendesign und Ein-/ Ausschlusskriterien

In dieser Arbeit wurde die Machbarkeit des Verfahrens untersucht und prospektiv
dokumentiert. Es wurden Daten verwendet, die prospektiv nach positivem Votum der
zustandigen Ethik-Kommission des Universitatsklinikums Charité Berlin erhoben
wurden. Die Patienten wurden zwischen 2006 und 2012 fur diese Studie rekrutiert.
Praoperativ wurden alle Patienten aufgeklart sowie die Zustimmung aller Patienten
eingeholt. Demographische und klinisch-pathologische Daten einschlieRlich der
explantierten SLN, perioperative Komplikationen durch SLN-Biopsien und/oder Injektion
von ICG und pra- und postoperatives therapeutisches Management wurden prospektiv
in einer Computer-Datenbank erfasst. Die Patientendaten wurden unter MalRgabe einer
pseudonymisierten Verarbeitung elektronisch archiviert fur die anschlieende
Auswertung.

Eingeschlossen wurden:

1. Patienten mit solitaren Tumoren mit bereits etablierter SLN-Biopsie durch
konventionelle Verfahren mit Blaufarbstoff, Radionuklid oder einer Kombination beider
Verfahren (Mammakarzinom)

2. Tumoren mit potentieller Verbesserung des Iymphonodalen Stagings (sog.
~ouperstaging“), bei der die konventionellen Verfahren aufgrund Problemen bei der
technischen Umsetzung und/oder reduzierter Detektionsrate, Sensitivitat und
falschnegativ Rate nur eingeschrankten Nutzen nach entsprechender Studienlage ohne

Etablierung gebracht haben (Analkarzinom, Magenkarzinom und Kolonkarzinom).

Ausschlusskriterien waren dabei vorausgegangene Operationen, Bestrahlungen, sei es
lokal oder im Lymphabstromgebiet, Chemotherapien, ein Alter junger als18 Jahre oder

eine Schwangerschaft.

2.2 Zielparameter

Als Zielparameter wurden Detektionsrate, Sensitivitat und die falsch-negativ Rate
definiert, bei allen Patienten mit regionaler Lymphknotendissektion (Mammakarzinom,

Magenkarzinom, Kolonkarzinom).

Die Detektionsrate in Prozent wurde wie folgt berechnet: Anzahl erfolgreicher Versuche

zur Detektion von SLN x 100 geteilt durch Gesamtanzahl der Versuche zur SLN-
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Detektion. Die Sensitivitat in Prozent wurde wie folgt berechnet: Anzahl Patienten mit
positiven SLN x 100 geteilt durch Anzahl Patienten mit irgendeinem positiven
Lymphknoten nach histologischer Aufarbeitung des Lymphknotenbasins. Insgesamt
konnten 92 Patienten fur diese Studie rekrutiert werden.

2.3 Mammakarzinom

EinschluB3kriterien fur das Mammakarzinom waren der histopathologische Nachweis
nach vorausgegangener Biopsie, ein bildgebender Tumordurchmesser <3cm (T1 und
kleine T2 Tumoren) entsprechend den Empfehlungen der Senologischen Gesellschaft
fir SLNB® mit Indikation zur Mastektomie oder BET ohne Kklinisch positivem
Lymphknotenstatus. Der axillare Lymphknotenstatus wurde mittels Ultraschall mit einer
10-MHz-Linear Sonde (Voluson 730 Expert, GE Healthcare, Fairfield, USA) beurteilt,
um einen positiven Lymphknotenstatus sicher ausschlieBen zu konnen (axillar,
supraklavikular, parasternal). Bei Patienten ohne  geplante regionale
Lymphknotendissektion wurde die SLN-Biopsie selektiv durchgefuhrt und die
Detektionsrate als Zielparameter festgesetzt. Der SLN-Status war bei den selektiven
SLNB die Grundlage fur eine sekundare Lymphknotendissektion.

Insgesamt umfasste diese Studie 44 Patienten mit Mammakarzinomen, die einer
Mastektomie  oder  brusterhaltenden  Operation ausgesetzt wurden. Das
Durchschnittsalter betrug 58,7 Jahre. Haufigste Diagnosen waren das invasive duktale
Karzinom (78,7%), gefolgt vom invasiven lobularen Karzinom (11,9%). Mastektomie
oder brusterhaltende Therapie wurde an 28, bzw. an 16 Patienten durchgefuhrt. Die
Indikationen zur Mastektomie wurde gestellt bei Missverhaltnis zwischen Tumor- und
Brustgrofie, Multifokalitat, fehlender Zustimmung zu einer adjuvanten Strahlentherapie
und mannliches Geschlecht. Je nach Tumorstadium und klinischem Parameter erhielten
alle Patienten entweder die SLN-Biopsie zum Superstaging mit geplanter axillarer
Lymphknotendissektion (ALND) der Stufe | / Il oder eine selektive SLN-Biopsie.
Kriterien fur die ALND bei 34 Patienten (77%) waren ein praoperatives Tumorstadium
von T2 bei 24 Patienten (54%) und ein positiver SLN in Gefrierschnitten bei 10
Patienten mit praoperativen Tumorstadium T1 (20%). Im Falle eines nicht
nachweisbaren SLN wurde die ALND durchgefuhrt. Ausfuhrliche klinisch-pathologische
Daten und Tumorcharakteristika sind in Tabelle 1 und 2 zusammengefasst.
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Tab. 1: Patientencharakteristika und chirurgische Prozeduren beim Mammakarzinom

Mammakarzinom (n=44)

N Prozent (%)

Alter (in Jahren); im Mittel und Spanne 58.7 (27-83) -
Geschlechtsverteilung weiblich/mannlich 41/3 93/7%
Mastektomie/BET 28/16 64/36%
Beurteilung des axillaren Lymphknotenstatus

ALND 34 77%

Primar isolierte SLNB 10 23%

Sekundare ALND 2/10 20%

SLNB: Sentinel Lymphknoten Biopsie; ALND: Axillare Lymphknoten Dissektion;

BET: Brusterhaltende Therapie
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Tab. 2: Histopathologische Charakteristika Mammakarzinom

Mammakarzinom (n=44)

Pathologie N Prozent (%)
Invasiv duktal 35 80%
Invasiv lobular 5 1%
Invasiv papillar 2 5%
DCIS 1 2%
Gemischter Typus 1 2%
Tumor staging
pT1 18 41%
pT2 24 54%
pT3/4 2 5%
Nodales staging
pNO 26 58%
pN1 13 30%
pN2 3 7%
pN3 2 5%
Grading
G1 13 30%
G2 19 43%
G3 12 27%
Primare Tumordissemination (multifokale und 10 23%
multizentrische Streuung)
Mittleres Tumordurchmesser (mm) 22.3
Mittlere Anzahl exzidierter LK 14.9
Mittlere Anzahl exzidierter SLN 2.0

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten
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2.4 Analkarzinom

EinschluB3kriterien fur Patienten mit Analkarzinom waren der histopathologische
Nachweis nach zuvor durchgefuhrter Biopsie sowie die Beurteilung des beidseitigen
inguinalen  Lymphknotenstatus. Nach klinischem Ausschluss von positiven
Lymphknoten erfolgte dieser auch mittels Ultraschall durch eine 10-MHz-Lineare Sonde
(Voluson 730 Expert, GE Healthcare, Fairfield, USA). Der SLN-Status diente dabei als
Grundlage zur Erweiterung des Strahlenfeldes/Boost. In dieser Studie wurden 14
Patienten mit diesem Primartumor eingeschlossen. Sie hatten ein mittleres Alter von
57,5 Jahren (Bereich 21-90 Jahre) und einen mittleren Body-Mass-Index (kg/m?) von
28,0. Die klinische Voruntersuchung beinhaltete eine digitale/rektale Untersuchung,
Anoskopie, Koloskopie, Endosonographie sowie die Kernspintomographie. Detaillierte

klinische Daten und Tumorcharakteristika sind in Tabelle 3 aufgefuhrt.
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Tab. 3: Patientencharakteristika und chirurgische Prozeduren beim Analkarzinom

Analkarzinom (n=14)

Alter (in Jahren); im Mittel und Spanne 57.5 (21-90)

BMI (kg/m?) [Median] 28.0

Tumorstaging mittels Bildgebung(MRT & EUS)

T1 )
T2 )
T3 3
T4 1

Lymphonodales Staging

pNO (SN) 12

pN1 (SN) 2
Mittlere Anzahl exzidierter SLN (Radiokolloid/Blaufarbstoff) 1.4
Mittlere Anzahl exzidierter SLN (ICG Fluoreszenz ) 1.7

BMI: Body Mass Index; MRT: Magnetresonanztomographie;

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten; EUS: Endosonographie;

2.5 Magenkarzinom

Einschlusskriterien fur das Magenkarzinom waren der histopathologische Nachweis
eines Adenokarzinoms durch endoskopische Biopsie sowie ein negativer
Lymphknotenstatus. Das lokal begrenzte Tumorstadium (T1/T2) wurde mittels
endoskopischem Ultraschall (EUS)- (Hitachi EUB-7500, Wiesbaden, Deutschland) mit
einer Zirkular-12 MHz-Sonde (Olympus Deutschland, Hamburg, Deutschland) detektiert
und einer kontrastmittelverstarkenden Computertomographie (Siemens Somatom
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Sensation, Erlangen, Deutschland) visualisiert. Insgesamt konnten von dieser Entitat 9
Patienten mit Magenkarzinom rekrutiert werden. In allen 9 Patienten konnte mindestens
1 SLN detektiert werden, entsprechend einer Detektionsrate von 100%. In 4 von 9
Patienten konnte in den SLN Mikrometastasen detektiert werden. Diese 4 befallenen
SLN wurden mittels ICG detektiert. Dies entspricht einer Sensitivitat von 100%.
Detailierte Daten sind in Tabelle 4 aufgefuhrt. Alle Patienten erhielten eine
intraoperative, endoskopische Injektion des fluoreszierenden Tracers. Nach SLN-
Biopsie sowie radikaler Tumorresektion erfolgte die Lymphknotendissektion
entsprechend den aktuellen onkologischen Richtlinien. Alle Patienten mit

Magenkarzinom wurden einer erweiterten D2-Lymphadenektomie unterzogen.
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Tab. 4: Patientencharakteristika und chirurgische Prozeduren beim Magenkarzinom

Magenkarzinom (n=9)

Alter (in Jahren); im Mittel und Spanne 68 (49-86)
BMI (kg/m?), im Mittel 28.0
Prozedur

Gastrektomie 9

Tumor Staging (Histologisch)

pTO* 1
pT1 1
pT2 6
pT3 1
pT4 -

Nodales staging

pNO 5

PN 3

pN2 -

pN3 1
Mittlere Anzahl (Spanne) exzidierter LK 33.0 (24-41)
Mittlere Anzahl (Spanne) exzidierter SLN 3.0 (2-5)

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten; * TO nach neoadjuvanter Therapie

2.6 Kolonkarzinom
Der Lymphknotenstatus sowie die lokale Ausdehnung der Kolonkarzinome wurde nach
histopathologischer Diagnose eines bioptisch gesicherten Adenokarzinoms, je nach
Lokalisationshohe, mit einer 5-7,5 MHz endokavitaren Sonde (GE Medical Systems

Kretztechnik GmbH, Zipf, Osterreich) fir EUS (GE Kretz Voluson 530 D, Miinchen,
29



Deutschland) sowie durch kontrastmittelverstarkende Computertomographie bestimmt.
Ein weiteres Ausschlusskriterium umfasste entsprechend der praoperativen Diagnostik
die serosale Perforation (T4 Stadium) des Tumors. Insgesamt konnten 25 Patienten mit
Kolonkarzinom rekrutiert werden, darunter 5 mit Adenokarzinom des linken Kolons, 7
Patienten des rechten Kolons, 10 Patienten mit Befall des Sigmoideum und ein Patient
mit multifokalen Kolonkarzinomen (3 Karzinome) auf der Grundlage des hereditaren
nicht-polyposen kolorektalen Karzinoms (HNPCC). Bei 14 Patienten mit Kolonkarzinom
wurde nach intraoperativer Farbstoffinjektion eine in vivo SLN-Biopsie durchgefuhrt, 9
Patienten mit Kolonkarzinom durchliefen eine laparoskopisch assistierte
Tumorresektion mit SLN-Biopsie nach durchgefuhrter Minilaparotomie. Samtliche
Patienten erfuhren nach intraoperativer Injektion des fluoreszierenden Tracers, die
SLN-Biopsie, radikale Tumorresektion und Lymphknotendissektion entsprechend den
aktuellen onkologischen Richtlinien. Die detailierten klinisch-pathologischen Daten und

Tumorcharakteristika konnen aus der Tabelle 5 entnommen werden.
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Tab. 5: Patientencharakteristika und chirurgische Prozeduren beim Kolonkarzinom

Kolonkarzinom (n=25)

Alter (in Jahren); im Mittel und Spanne 67 (45-87)
BMI (kg/m?), im Mittel 29.5
Prozedur
Hemikolektomie links 5
Modifizierte Hemikolektomie links 10
Hemikolektomie rechts 9
Kolektomie 1
Tumor Staging (Histologisch)
pTO* -
pT1 7
pT2 4
pT3 13
pT4 1
Nodales staging
pNO 14
pN1 10
pN2 1
pN3 -

Mittlere Anzahl (Spanne) exzidierter LK

32.2 (10-143)

Mittlere Anzahl (Spanne) exzidierter SLN

1.7 (0-5)

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten; * TO nach neoadjuvanter Therapie
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2.7 Technik der SLN Detektion und Real time Lymphographie mit ICG

Fluoreszenz - Navigation

Die ICG-Fluoreszenz wurde mit einem kommerziellen Fluoreszenz-Imaging-System (IC-
View, Pulsion Medical Systems, Munchen, Deutschland) visualisiert, bestehend aus
einem digitalen Videorecorder mit integrierter Nah-Infrarot-Lichtquelle (NIR) (Energie
0,16 W, Wellenlange 780 nm). Das Objektiv der Kamera (Abb.3) umfasste einen Filter
(835nm), um einfallende NIR-Strahlung zu sammeln und sichtbares Licht zu filtern.
Nach Injektion und einer kurzen Latenz von ca. 3-10min wurde der lymphatische
Transport von ICG (Abb. 4) im potentiellen Abstromgebiet in Echtzeit visualisiert. Das
Ende der Lymphgefalle wurde fur die SLN-Biopsie aufgesucht und markiert. Nach
Inzision und intraoperativer Orientierung zum ,leuchtenden® Lymphknoten wurde dieser
aus dem umliegenden Fettgewebe disseziert und aufRerhalb des Situs zur Bestatigung
der zuvor durchgefuhrten Fluoreszenz untersucht. Die Fluoreszenz Lymphographie
einschlieBlich SLN Identifizierung und SLNB wurde von zwei erfahrenen Chirurgen
durchgefuhrt. Die Menge des intraoperativ injizierten ICG’s variierte aufgrund der
verschiedenen Applikationswege sowie des Lymphabstroms. Beim Mamma-, Magen-
und Kolonkarzinom erfolgte die durchschnittliche Injektion von 11mg ICG (2,2ml ICG-
Losung a 5mg/ml), wahrend beim Analkarzinom im Mittel 25mg ICG injiziert wurden.

In der Augenheilkunde findet die ICG Fluoreszenzangiographie bereits standardmafig

Anwendung zur Darstellung von choroidalen Perfusionsstorungen und Gefaldanomalien.

Abb. 3: IC-View, Pulsion Medical Systems, Miinchen, Deutschland
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Abb. 4: Indocyanin Griin

ICG 0,30
r\\ N = eoxyHb
| _L g S 025-
[ ] S H,0
R NNE SN NI NS N N X 0,20 -
| |
(CHy), (CH), ';;,L 0.15
iq— ;qm _E !
2 010
o
4
»w Absorptionsmaximum: 780 nm < 0051
» Fluoreszenzmaximum: 820 nm 0,00 T . . T

600 700 800 900 1000 1100

Wellenlénge (nm)

2.8 Histopathologie

Alle SLN wurden nach einem standardisierten Protokoll aufgearbeitet. Nach
konventioneller Farbung wurden alle nicht von Metastasen befallenen SLN nach
entsprechenden Schritten durch Mikroschnitte immunhistochemisch aufgearbeitet. Die

detaillierte Technik ist von Meyer beschrieben worden.'®

Im Uberblick wurden die SLN in 2mm Schritte zur Fixierung und Einbettung in Paraffin
geschnitten. Mikrosektionen wurden in Intervallen von 250 ym hergestellt und nach
Routine-Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung untersucht. Negative SLN wurden weiter
durch seriell durchgefuhrte Schnitte in Abstanden von 5 ym analysiert, wobei jede
Mikrosektion eines jeden Levels mittels der HE-Farbung und bei weiterhin negativem
Befund durch Zytokeratin-Antikorper immunhistochemisch untersucht wurde(MNF 116,
Dako, Hamburg, Deutschland). Alle Non-SLN (NSLN) nach Lymphknotendissektion
wurden durch konventionelle MalRnahmen einschlieBlich HE-Farbung untersucht.
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3 Ergebnisse
3.1 Allgemein

Die peritumorale Injektion von ICG flhrte bei keinem der 92 Patienten mit
Mammakarzinom,  Analkarzinom, = Magenkarzinom oder Kolonkarzinom zu
unerwunschten  Arzneimittelwirkungen. Es wurden keine Komplikationen im
Zusammenhang mit der Injektion des Farbstoffes detektiert. Es konnte keine subkutane
Toxizitat nachgewiesen werden. Eine Tatowierung der Haut blieb aus. Nekrosen der
Haut im Zusammenhang mit der Injektion von ICG wurden nicht beobachtet. Kein
Patient wies Zeichen einer allergischen oder anaphylaktischen Reaktion auf.

3.2 Visualisierung der LymphgefaRe, Identifikation und Darstellung des SLN

in solitaren Tumoren — gesamtes Patientengut

Der Transport von ICG durch die Lymphgefal3e aus dem peritumoralen Areal bis zu den
SLN konnte klar und sicher mit der Nah-Infrarot-Kamera (NIK) sichtbar gemacht
werden. Fur alle Tumorentitaten erfolgte fur die NIK der Aufsatz eines Filters (835nm)
um Nah-Infrarot-Licht zu buindeln und sichtbares Licht abzuwenden. Der Transport von
ICG entlang der Lymphgefalle konnte in Echtzeit beobachtet werden mit
anschliellender Markierung der Enden der lymphatischen Gefalle. Die Akkumulation
des hellen Fluoreszenz-Signals zeigte die zu exzidierenden SLN, die nach erfolgreicher
Biopsie erneut auf die Fluoreszenzanregung uberpruft wurden. Bei allen Tumorentitaten
wurde letztlich der/die exzidierten SLN noch ein Mal auf Fluoreszenz gepruft. Insgesamt
konnten bei 88 von 92 rekrutierten Patienten mit solitaren Tumoren durch die ICG-
Fluoreszenznavigation der SLN identifiziert werden. Dies entspricht einer Detektionsrate
von 96%. Bei 41 von 92 Patienten (45%) wurde durch die SLNB und die anschlielende
lymphonodale Dissektion ein positiver Lymphknotenstatus nach histopathologischer
Aufarbeitung identifiziert. In 8 von 92 Patienten (9%) konnten bei konventionell
negativem SLN durch die immunhistochemische Aufarbeitung ein positiver
Lymphknoten nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden 68 von 92 Patienten aufgrund eines positiven SLN oder aufgrund der
TumorgroRe geplant einer Lymphknotendissektion unterzogen. Bei 33 von diesen 68
Patienten (49 %) konnte ein positiv infiltrierter Lymphknoten ermittelt werden. Insgesamt
wurde in 65 von 68 Patienten (95%) die SLN richtig detektiert. Ein isoliert positiver SLN
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nach Lymphknotendissektion lag in 19 von 68 Patienten (28% Detektionsrate) vor.
Somit lag die SLN-Identifikationsrate in dieser Studie bei 95,7%, bei einer Sensitivitat

von 90,9% und einer falsch-negativen Rate von 9,1%.( Tab. 6)

Tab. 6: Sentinel-Lymphknotenstatus bei der Fluoreszenz-gesteuerten Navigation:
Gesamtpatientengut

n=92 vs. n=68 mit LND

Bezeichnung: N Prozent (%)
Gesamtzahl der Patienten 92 100%
Patienten mit identifizierten SLN 88 von 92 96%
Patienten mit positiv identifizierten SLN 32 von 92 35%
Patienten mit  positiv  identifizierten  SLN | 8 von 92 9%

immunhistochemisch)

Patienten mit positiven LK/ Patienten mit LND 33 von 68* 49%*
Patienten mit positiven SLN/ positive LK nach LND | 30 von 33* 91%*
Patienten mit isolierten positiven SLN nach LND 19 von 68* 28%*
Identifikationsrate 88/92 95.7%
Sensitivitat 30/33* 90.9%*
Falsch-negative Rate 3/33* 9.1%*

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten; LND: Lymphknotendissektion; *nur
Patienten mit LND
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3.3 ICG-Fluoreszenzfarbstoff-gesteuerte Sentinel-Lymphknoten-Biopsie bei

axillar nodalem Staging beim Mammakarzinom

Insgesamt wurden mit der fluoreszenzgesteuerten SLNB im Mittel 2,0 SLN (zwischen
1,0-3,0 SLN) detektiert. Keiner der LK zeigte eine grune Farbung. Die Detektionsrate
lag bei 97,7% (43 von 44 Patienten). Die ldentifikation der SLN wurde durch die
transkutane Visualisierung von LymphgefalRen durch Fluoreszenz ermdglicht (Abb. 5).
Die mittlere Anzahl der exzidierten Lymphknoten betrug 14,9 far die ALND,
einschlieBlich der SLN. 18 der 44 Patienten (41%) zeigten einen metastatischen
Lymphknotenbefall. Die ICG-Fluoreszenz-Navigation identifizierte positive SLN in 17
dieser Patienten nach konventioneller mikroskopischer Analyse (Sensitivitat 94,4%). Es
gab nur einen nicht-detektierten Fall, der zu einer falsch-negativen Rate von 5,6%
fuhrte. Der Patient wurde aufgrund der fehlenden intraoperativen SLN-Erkennung einer
ALND unterzogen und es =zeigte sich ein positiver Lymphknotenbefall. Die
immunhistochemische Aufarbeitung zeigte in funf weiteren Fallen isolierte Tumorzellen
(ITC) im SLN. Der SLN war der einzige positive LK bei 12 von 17 Patienten (71%) nach
konventioneller Histopathologie und in 17 von 23 Fallen (74%) mit zusatzlicher
Immunhistochemie.

Zwei von funf Patienten mit immunhistochemisch diagnostizierten ITC, willigten einer
sekundaren ALND mit adjuvanter Radiotherapie ein. In konventionell sezierten Proben
zeigte die ALND von diesen beiden Patienten keine Metastasen. Das Verhaltnis von
positiven LK/ positiven SLN aller Lymphknoten positiver Patienten betrug 3,0. (Tab. 7)
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Abb. 5: ICG Fluoreszenz-Imaging beim Mamma-Karzinom

a)ICG Fluoreszenz-Imaging. Eine transkutane Echtzeit Lymphographie zur Detektion der SLN nach der
Injektion von ICG (linke obere Seite). Das Lymphgefalisystem (Pfeile) und die SLN werden angezeigt. (b)

Das Ende der LymphgefaRe mit den SLN ist auf der Haut zur Exzision markiert. ">
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Tab. 7:

Mammakarzinom

Sentinel Lymphknoten Status bei

der Fluoreszenz-gesteuerten Navigation

fir

Mammakarzinom (n=44)

Einheit n Prozent (%)
Gesamtzahl Patienten 44 100%
Patienten mit nachgewiesenen SLN 43 von 44 98%
Patienten mit positivem LK-Befall (konventionell) 18 von 44 41%
Patienten mit positivem SLN-Befall (konventionell) 17 von 44 39%
Patienten  mit  positiven  SLN/positive LK | 17 von 18 94%
(konventionell)

Patienten mit isolierten positiven SLN nach |12 von 17 71%
Probedissektion (konventionell)

Patienten mit positivem SLN-Befall durch isolierte | 5 von 44 11%
Tumorzellen (ITC) (immunhistochemisch)

Detektionsrate 43/44 97.7%
Sensitivitat 17/18 94.4%
Falsch-negative Rate 1/18 5.6%

SLN: Sentinel Lymphknoten; LK: Lymphknoten; ITC: isolierte Tumorzellen

3.4 ICG-Fluoreszenz-gesteuerte Sentinel-Lymphknoten-Biopsie bei inguinal

nodalem Staging vom Analkarzinom

Der Transport von ICG durch die Lymphgefal3e aus der perianalen Region bis zur

Leiste konnte deutlich mit der Nah-Infrarot-Kamera visualisiert werden (Abb. 6).

Als Folge der Akkumulation konnte 10 bis 15 Minuten nach Injektion ein helles

Fluoreszenz-Signal in den inguinal SLN beobachtet werden und anschlieend die SLN-

Biopsie durchgefuhrt (Abb. 7).
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Abb. 6: Lymphatisches Mapping mit Indocyanin Griin bei Analkarzinom
Lymphatisches Mapping mit Indocyanin Grin (ICG) Retention Fluoreszenz. Eine weile helle Darstellung
der Leistengegend des Patienten mit einem T1 Analkarzinom. (b) ICG-Fluoreszenz Lymphangiographie.

Die lymphatische Drainage (Pfeile) und ein Sentinel-Lymphknoten (SLN) werden klar durch die ICG-
114

Fluoreszenz dargestellt.

Die ICG-Fluoreszenzgesteuerte Navigation identifizierte mindestens einen SLN in 12
von 14 Patienten (Detektionsrate 85,7%). Die mittlere Anzahl der exzidierten SLN
betrug 1,7. Mit der Kombination aus Radiokolloid/ Blaufarbstoff wurde mindestens ein
SLN in 11 von 14 Patienten gesichert (Detektionsrate 78,6%) und im Durchschnitt 1,4
SLN exzidiert. Die monolaterale Migration des Tracers wurde in 7 von 9 Patienten
mittels ICG- Fluoreszenz und in 7 von 10 Patienten mit der Radiokolloid/blauem
Farbstoff-Methode nachgewiesen. Bilaterale SLN wurden in 3 von 12 Patienten durch
die ICG-Fluoreszenz und in 2 von 11 Patienten durch die Radiokolloid/blauem Farbstoff
identifiziert. Durch die ICG-Fluoreszenz gesteuerten Navigation konnten positive SLN in
2 von 12 Patienten (14,3%) unilateral detektiert werden, beide mit beidseits detektierten
SLN. In der konventionellen Gruppe wurde ein positiver SLN in 2 von 11 Patienten
beobachtet.
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Abb. 7: Intraoperative SLN-Detektion/Exzision mittels ICG-Fluoreszenz

Sentinel Lymphknoten (SLN) Detektion von Indocyanin Griin (ICG) Retention Fluoreszenz. Praoperativ
Raumlicht-Darstellung der rechten Leiste mit Kennzeichnung der SLN auf der Haut (a) Das
entsprechende Fluoreszenz- Bild zeigt deutlich den SLN als helles Signal (b). Inguinale Inzision unter

fluoreszenzgesteuerter Navigation (c, d). Nach Exzision (e), die Lymphknoten emittieren umfangreich
114

Fluoreszenz aufgrund der ICG Akkumulation (f).

Mit beiden Methoden wurden positive SLN in den gleichen zwei Patienten
nachgewiesen. Es gab einen Patienten mit einem T1 Tumor und metastatischer
Beteiligung eines inguinalen SLN. Bei einem anderen Patienten mit einem T4-Karzinom
zeigte die Immunhistochemie ITC. Die detaillierten Ergebnisse der SLN-Detektion mit

beiden Techniken sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Als postoperative Komplikationen traten in zwei Fallen Lymphozele und Lymphorrhoe
als Folge der SLN Exzision auf. Beide Patienten wurden konservativ behandelt, eine
erneute Operation war nicht erforderlich. Das Follow-up wurde fir mindestens 5 Jahre
geplant. Alle Patienten unterzogen sich einer Nachuntersuchung nach einem definierten
Zeitplan, einschlieBlich klinischer Untersuchung, Anorektoskopie, Endosonographie des
Anus mit Analkanal und inguinalem Ultraschall alle 3 Monate fur 2 Jahre und alle 6
Monate flur zusatzliche 3 Jahre. Keiner der Patienten mit negativem SLN entwickelte
inguinalen LK-Metastasen nach einem medianen Follow-up von 44 Monate (Bereich:
15-60 Monate).
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Tab. 8: Radiokolloid/Blaufarbstoff vs. ICG Fluoreszenz bei Analkarzinom

Analkarzinom (n=14) Radiokolloid/Blaufarbstoff | ICG

Einheit Nr. (%) Nr. (%)
Anzahl Patienten total 14 (100%) VS. 14 (100%)
Patienten mit nachgewiesenen SLN 11 (78.6%) VS. 12 (85.7%)
Patienten mit positiven SLN 2 (14.3%) VS. 2 (14.3%)
LK: Lymphknoten; SLN: Sentinel Lymphknoten

3.5 ICG-Fluoreszenz-gesteuerte Sentinel-Lymphknoten-Biopsie beim

Magenkarzinom

Die Identifikation der SLN erfolgte nach transmesenterialer Visualisierung der
Lymphgefale. Die ICG aufnehmenden LK stellten sich als runde, klar fluoreszeierende
Flecken dar, die zur Identifizierung der SLN fuhrten. Die durchschnittliche Anzahl
detektierter und exzidierter SLN betrug dabei 3 (2-5 SLN) und konnte beim
Magenkarzinom in 9 von 9 Patienten detektiert werden, was einer Detektionsrate von
100% entspricht. Die mittlere Anzahl exzidierter Lymphknoten im Rahmen der
regionalen Lymphknotendissektion betrug 33 (Bereich: 24-41). Keiner der LK wies
dabei eine grine Farbung auf. Die klinisch pathologischen Daten aller Patienten sind in
Tabelle 8 zusammengefasst. Vier von 9 Patienten (44%) zeigten einen metastatischen
Lymphknotenbefall nach  Lymphknotendissektion, die alle mittels ICG-
Fluoreszenznavigation richtig detektiert werden konnten (Sensitivitat 100%). In
insgesamt 2 von 4 Fallen mit positiven SLN zeigte sich nur eine lymphonodale
Beteiligung der SLN mit negativen non-SLN (NSLN). Alle Patienten mit positiven
isolierten SLN oder Patienten mit positivem lymphonodalem Befund erhielten eine
adjuvante Chemotherapie. Detaillierte Ergebnisse der SLN-Fluoreszenznavigation sind

in Tabelle 9 aufgefuhrt.
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Tab. 9: Sentinel Lymphknoten Status mit Fluoreszenz Navigation beim Magenkarzinom-

Magenkarzinom (n=9)

n Prozent (%)
Anzahl Patienten total 9 100%
Patienten mit identifizierten SLN 9 100%
Patienten mit positiven LK 4 44%
Patienten mit positiven SLN 4 44%
Patienten mit positiven SLN, negative NSLN 2 22%
Patienten mit negative SLN und positive NSLN 0 0%
Sensitivitat 4/4 100%
Falsch-negative Rate 0/4 0%
SLN: Sentinel-Lymphknoten; LK: Lymphknoten; NSLN: Non-Sentinel Lymphknoten

3.6 ICG-Fluoreszenz-gesteuerte Sentinel-Lymphknoten-Biopsie beim

Kolonkarzinom

Die lIdentifikation der SLN wurde durch transmesenteriale Visualisierung der
Lymphgefalle erleichtert, gefolgt von der Becken-Lymphknoten-Exploration mit der
Fluoreszenznavigation. ICG aufnehmende Lymphknoten erschienen als rund
aussehende, klar differenzierende, Fluoreszenz emittierende Flecken. Nach
durchgefuhrter Lymphographie folgte die SLN-Identifizierung. Insgesamt identifizierte
die fluoreszenzgesteuerte ICG-Navigation im Mittel 1,7 SLN (Bereich: 0-5 SLN) in 24
von 25 Patienten (Detektionsrate: 96,0%). Dabei wies kein Lymphknoten eine grune
Farbung auf. Die SLN Biopsie fur das Kolonkarzinom ergab einen Mittelwert von 1,7
SLN. Bei einem Patienten mit Kolonkarzinom wurde kein SLN erkannt; die
histopathologische Dissektion ergab einen histopathologisch negativen Befund. Die
mittlere Zahl der exzidierten Lymphknoten betrug fur das Kolonkarzinom 32,2
(Zwischen 10-143) einschlieflich SLN. Die klinisch pathologischen Daten aller
Patienten sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Elf von 25 Patienten (44%) zeigten einen
metastatischen Lymhknotenbefall nach lokoregionarer Dissektion. Die ICG Fluoreszenz
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identifizierte metastasierte SLN in 9 von 11 Patienten nach histopathologischer Analyse,
entsprechend dem SLN-Protokoll (Sensitivitat 81,8%). In zwei Fallen, beide mit
negativen SLN nach Hemikolektomie rechts bei Kolonkarzinom, ergab die
Untersuchung einmal einen positiven und einmal einen negativen NSLN, was zu einer
falsch-negativen Rate von 18,0% fuhrte. Immunhistochemisch wurden in zwei von 11
Fallen isolierte Tumorzellen in den detektierten SLN entdeckt, die durch konventionelle
histologische Methoden nicht detektiert wurden. In insgesamt 5 von 9 Fallen mit
positiven SLN zeigte sich nur eine lymphonodale Beteiligung der SLN mit negativen
NSLN. Alle Patienten mit positiven isolierten SLN oder Patienten mit positivem
lymphonodalen Befund erhielten eine adjuvante Chemotherapie. Detaillierte Ergebnisse
der SLN-Fluoreszenznavigation sind in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tab. 10: Sentinel Lymphknoten Status mit Fluoreszenz Navigation beim Kolonkarzinom

Kolonkarzinom (n=25)

n Prozent (%)
Anzahl Patienten total 25 100%
Patienten mit identifizierten SLN 24 96%
Patienten mit positiven LK 11 44%
Patienten mit positiven SLN 9 36%
Patienten mit positiven SLN, negative NSLN 5 20%
Patienten mit negative SLN und positive NSLN 2 8%
Sensitivitat 9/11 82%
Falsch-negative Rate 211 18%
SLN: Sentinel-Lymphknoten; LK: Lymphknoten; NSLN: Non-Sentinel Lymphknoten
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4 Diskussion

Auf Grundlage der gewonnenen Evidenz fur die SLNB mit einer Reduktion der

prozedurenbezogenen Morbidit&t®®

wurde die Technik unter Verwendung der
Blaufarbstoffmethode, Radiokoloidmethode und/oder der Kombination beider, zunachst
beim Mammakarzinom und Melanom eingefuhrt und etabliert. Durch die Verlasslichkeit
der Methode wurden weitere solitire Tumoren mit potentiell lymphonodaler
Metastasierung identifiziert und die SLNB evaluiert.>°®*"%° Dje etablierten Methoden
der SLNB erreichen in der Kombination hohe Detektionsraten und eine
zufriedenstellende Sensitivitat, um den prognostisch relevanten LK-Status bei solitaren
Tumoren sicher zu beurteilen. Es verbleiben jedoch Anwendungsnachteile und Risiken

der verwendeten Indikatorsubstanzen.

41 ICG-Navigation beim Mammakarzinom

In dieser Studie wurde anhand von 44 Mammakarzinompatienten die SLNB durch den
Fluoreszenzfarbstoff ICG untersucht. Mit einer Detektion des SLN in 43 von 44
Patienten, die einer Detektionsrate von 97,7% entspricht sowie einer Sensitivitat von
94,4% wurde die Methode als akkurat demonstriert. Neben der hohen Prazision wurden
keine unerwunschten Arzneimittelwirkungen in Zusammenhang mit dem injizierten ICG

beobachtet, sodass die Sicherheit der Methode gezeigt werden konnte.

SLNB ist eine etablierte Methode zum Staging axillarer Lymphknoten bei Patienten mit
Mammakarzinom im frhen Stadium ohne klinischen Anhalt far
Lymphknotenmetastasen.'®®” Zur Beurteilung des axillaren Lymphknotenstatus stellt
die SLNB dabei einen selektiven und minimal-invasive Ansatz dar.’® Patienten mit
negativem SLN profitieren von einer hohen diagnostischen Sicherheit, ohne die
Notwendigkeit zur Durchfuhrung einer ALND, mit einer signifikant geringeren Inzidenz
von Taubheitsgefuhlen, Schmerzen, eingeschrankter Beweglichkeit und verzdgertem
Arbeitsbeginn vs. post ALND.®®® Die SLNB ist mit einer kiirzeren Operationszeit,
kirzerem Krankenhaus-Aufenthalten ohne Wunddrainage und vor allem mit einer
deutlich verringerten Morbiditat im Vergleich zu ALND verbunden.”® Patienten, die sich
einer SLNB mit negativem SLN unterzogen haben, zeigten ein verbessertes
krankheitsfreies ~ Uberleben  sowie = Gesamtiiberleben, im  Vergleich  zu
lymphknotennegativen Patienten nach ALND.""" Der Grund fiir diese Beobachtung
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kann mit der ausgedehnten histopathologischen Aufarbeitung der Lymphknoten
begrindet werden, die folglich zu einem genaueren axillaren Staging, einer geringeren
Rate von falsch-negativen Ergebnissen sowie einem reduzierten Stagingwechsel
fuhrt.*” Es wurde gezeigt, dass die SLNB zu einer erhdhten Lebensqualitat mit
reduzierter Morbiditét fiinrt.”* Vor allem bei jiingeren Patienten mit Mammakarzinom im
Frihstadium, zeigt sich nach isolierter SLNB ein reduziertes prozedurbezogenes
Angstempfinden.”™

Mit Bezug auf vorhergehende Studien, in denen die SLNB Techniken evaluiert wurden,
hat sich die Kombination aus Radiokolloid mit Lymphoszintigraphie und blauem
Farbstoff fur die intraoperative Navigation auf Grund der Detektionsraten und
Sensitivitat als Goldstandard in dem minimal-invasiven Staging durchgesetzt.'"”>"® Die
randomisierte EORTC 10981-22023 AMAROS Studie untersuchte 2.000 Patienten, von
denen 1.744 Patienten eine Kombination aus blauem Farbstoff und Radiokolloid
erhielten. Bei einer SLN Identifikationsrate von 97% wurde in 34% der Patienten positiv
befallene Lymphknoten detektiert.”” Die subareolére Injektion des Tracers hat sich
dabei als sichere und einfache Methode zur Lymphographie erwiesen. Diese Technik
wurde in klinischen Studien validiert’®, so dass viele Chirurgen diese Methode
praferieren. Nicht zuletzt wurde dementsprechend diese Methode in die S3 Leitlinie zur
Therapie des Mammakarzinoms der Deutschen Senologischen Gesellschaft

aufgenommen.”®

Die Anwendung von ICG zur SLNB wurde in der Literatur erstmals fur das
Mammakarzinom 1999 durch Motomura beschrieben. Dieser zeigte bei einem
Patientenkollektiv von 172 Patienten eine Detektion durch die farbstoffgestiutzte
Methode bei 127 Patienten, entsprechend einer Detektionsrate von 73,8% und einer
Sensitivitat von 96,1%.'% In 40% der Falle war der SLN der einzige positive LK. In einer
kleineren Fallserie zeigten Kitai et al. 2005 die fluoreszenzgestutzte Navigation anhand
von 18 Patienten. Hierbei gelang es, den SLN in 17 von 18 Patienten richtig zu
detektieren, entsprechend einer Detektionsrate von 94%.'%* Ziel dieser Studie war es
die klinische Durchfuhrbarkeit sowie die Prazision der ICG fluoreszenzgesteuerten
SLNB zu validieren. Die Ergebnisse bestatigen, dass die retromamillare Injektion von
ICG sicher fur das lymphatische Mapping ohne allergische Reaktionen oder lokaler
Toxizitat zur SLNB verwendet werden kann.

In einer frGheren Studie konnten Murawa et al. die fluoreszenzgesteuerte SLN
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Detektion in Abhangigkeit der injizierten ICG-Dosis validieren. Bei einer Detektionsrate

von 97% konnten die Lymphgefalde mit zunehmender Dosis besser visualisiert werden.

138

Die Sensitivitat konnte nicht Dosisabhangig verandert werden. ™ (Diagramm 1)

Diagramm 1: Fluoreszenzgesteuerte SLN-Detektion in Abhangigkeit der injizierten ICG-Dosis'*®

161
14 I Patientenzahl
121
101 B Identifizierte SLN
8 p
6- O Visualisierte Lymphgefasse
4_ 4
2 O Mittlere Anzahl exzidierter
SLN
0 4

5mg ICG 10mg ICG 15mg ICG

Die hier ermittelten Detektionsraten von 97,7% fur die SLN bei 44 Patienten war
vergleichbar mit der Detektionsrate der Standardtechnik, bestehend aus der
kombinierten Anwendung von Radiokolloid und Blaufarbstoff. Detektionsrate (97,7%),
Sensitivitat (94,4%) und falsch negative Rate (5,6%) waren ebenfalls ahnlich zu denen

aus dem kombinierten Verfahren mit einer Detektionsrate von 95%.'"1%

Die Genauigkeit der ICG gestutzter Fluoreszenznavigation kam nicht durch eine
erhohte Anzahl von untersuchten SLN zustande. Insgesamt wurden im Durchschnitt mit
der fluoreszenzgesteuerten SLNB 2,0 SLN (zwischen 1,0-3,0 SLN) detektiert und
exzidiert. Insgesamt zeigten die SLN nach Injektion von 20mg ICG keine Grunfarbung,
jedoch ein helles Fluoreszenzsignal. Motomura et. al. verwendeten ICG in einer grof3en
Gruppe von Mammakarzinompatienten (n=172) als Farbstoffgefuhrtes Verfahren ohne

Fluoreszenz und erhielt eine Detektionsrate von weniger als 75%.%2

Ein wesentlicher Vorteil der Fluoreszenzfarbstoff-gestutzten ICG Navigation ist die
transkutane Echtzeitlymphographie und intraoperative SLN Identifizierung. In dieser
Studie konnten bei 39 von 44 Patienten die zum SLN drainierenden lymphatischen
Kanale erfolgreich dargestellt werden (Abb. 2). Hama et al. fihrte die zweifarbige
Spektral-Fluoreszenz-Lymphographie in vivo durch, um Einblick in die Drainage aus
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unterschiedlichen lymphatischen Becken in einem SLN zu gewinnen, um mogliche
Dissektionsstrategien ermitteln und beeinflussen zu kénnen.'® Kitai et al. konnten nach
Injektion von 25mg ICG bei 18 Frauen mit Mammakarzinom erfolgreich mittels
Fluoreszenznavigation die subkutanen lymphatischen Kanale in 94% detektieren.'® In
einer anderen Studie mit 37 Patienten konnte in 73% der untersuchten Patienten
mindestens ein bis zwei lymphatische Kanale mittels ICG nachgewiesen werden.'®' Die
relativ niedrige lymphatische Visualisierungsrate in dieser Studie kann am ehesten
durch eine Interferenz mit dem Blaufarbstoff erklart werden, der simultan zum ICG
injiziert wurde. Tagaya et al. analysierte in einer Machbarkeitsstudie 25 Patienten mit
Fluoreszenz und Blaufarbstoff. In allen Fallen konnten die lymphatischen Kanale
detektiert werden.'®’ In der aktuellen Studie war der SLN der einzig positiv detektierte
LK in 12 von 23 nodal positive Patienten, inklusiv 7 Patienten mit konventionell
positivem Lymphknoten und 5 Patienten mit positivem Lymphknotenstatus mit isolierten
Tumorzellen. Die bemerkenswert hohe Rate von solitaren positiven SLN (71%)
unterstreicht die gute Sensitivitat der ICG-Methode. Bis dato gibt es keinen Nachweis
fur die Akkumulation von ICG in metastatischen Lymphknoten.

Immunhistochemische Untersuchungen der negativen SLN an 26 Patienten erbrachten
den Nachweis von zusatzlich 5 positiven Patienten mit isolierten Tumorzellen (19% der
konventionell als negativ diagnostizierten und 11% aller untersuchten Patienten). Zwei
dieser Patienten wurden einer sekundaren ALND zugefuhrt ohne den
histopathologischen Nachweis von Ilymphonodalen Metastasen. Einige Autoren
identifizierten in ca. 10-15% der Patienten ITC."*™" Hierbei blieb bisher die
prognostische Signifikanz und diesbezuglich das optimale Management bei Patienten
mit Stadienmigration bei positiven ITC unklar."'® Langer et al. zeigten, dass bei 96% der
Patienten mit positiven ITC nach SLNB und verzogerter ALND keine Makro-Metastasen
nachgewiesen werden kdnnen und somit die ALND keinen Benefit darstellte.”
Patienten mit positiven ITC in den SLN, die nicht einer ALND unterzogen wurden,

zeigten eine Rezidivrate zwischen 0 und 3,6%.""*""

Nach unserer Erfahrung mit 44 Mammakarzinompatienten stellt die ICG
fluoreszenzgesteuerte SLNB eine sichere und effektive Methode dar, minimalinvasiv
und ohne zusatzliche Gewebsschadigungen sowie deutlich reduzierten Kosten im
Vergleich zur Standardmethode. Die neue Methode erlaubt die transkutane
Visualisierung der lymphatischen Kanale sowie intraoperative Orientierung wahrend der
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SLN-Praparation mit einem 30 minutigen Zeitfenster ohne Fluoreszenzverlust. Die hier
prasentierten Daten sollten bedacht interpretiert werden, da es sich hierbei um eine
begrenzte Anzahl von Patienten handelt.

4.2 ICG-Navigation beim Analkarzinom

In dieser Studie wurde anhand von 14 Analkarzinompatienten die SLNB durch den
Fluoreszenzfarbstoff ICG untersucht. Die ICG-fluoreszenzgesteuerte Navigation
identifizierte mindestens ein SLN in 12 von 14 Patienten (Detektionsrate 85,7%). Mit der
Radiokolloid/Blaufarbstoff Methode konnten in 11 von 14 Patienten SLNs detektiert
werden (Detektionsrate 78,6%). In beiden Gruppen wurden jeweils 2 positive SLNs
(14,3%) identifiziert. Schlussfolgernd konnte die ICG-fluoreszenzgesteuerte Navigation
im direkten Vergleich eine hohere Detektionsrate als das Standardverfahren erzielen.
Die Detektionsraten beider Methoden war jedoch niedriger als die bisher von anderen
Studien berichteten Detektionsraten fur die kombinierte Methode. Nichts desto trotz,
diese Studie wurde erstellt, um die Machbarkeit der ICG Fluoreszenznavigation zu
validieren. Dies beinhaltet auch eine lange Lernkurve mit einer limitierten Anzahl von
Patienten. Insgesamt wurden keine unerwunschten Arzneimittelnebenwirkungen in
Zusammenhang mit dem injizierten ICG beobachtet, sodass die Sicherheit der Methode

gezeigt werden konnte."*

Beim Analkarzinom sind bisher verschiedene Techniken hinsichtlich der SLNB zur
Anwendung gekommen. Die Nutzung von Blaufarbstoff, Radiokolloid oder einer
Kombination aus beidem ist Voraussetzung zur Erlangung einer hohen Detektionsrate
sowie einer ausreichend groRer Sensitivitit.** Damin et al. schlussfolgerten in einer
retrospektiven Datenanalyse aus funf publizierten Studien mit insgesamt 48
eingeschlossenen  Patienten eine SLN  Detektion zwischen  66-100%.%
Lymphknotenmetastasen konnten hierbei in 7,1- 42% der Falle detektiert werden. In
einer kleineren Studie konnten Gretschel et al. bei 36 von 40 Patienten mit
Analkarzinom mindestens einen SLN detektieren sowie den lymphatischen Abfluss
visualisieren (mesenterial, inguinal und iliakal). Sie schlussfolgerten, dass die SLNB
beim Analkarzinom effizient durchzufihren sei und hinsichtlich der Anwendung einer

mdglichen Radiotherapie unterstiitzend in Betracht gezogen werden kann.?®

Das Grundprinzip der SLNB beim Analkarzinom stellt eine verbesserte lymphonodale
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Stadieneinteilung dar. Standardtechniken fur die SLNB sind derzeit die Radiokolloid-,
Blaufarbstoff-Methode oder eine Kombination aus beiden Methoden. Bis jetzt gibt es
nur wenige Studien die diese Techniken fur das Analkarzinom evaluiert haben. Damin
et al. haben die Ergebnisse von 104 Patienten aus fiinf Studien zusammengefasst.®°
Die hierbei ermittelten Detektionsraten variierten zwischen 67% und 100%.
Lymphknotenmetastasen konnten in ca. 25% der Patienten diagnostiziert werden. In
einigen Studien erreicht die mittels Radiokolloid und Blaufarbstoff durchgefuhrte SLNB
Detektionsraten von bis zu 100%, wahrend die isolierte Anwendung von Radiokolloid
oder Blaufarbstoff niedrigere Detektionsraten aufwies.*®">% Diese vielversprechenden
Ergebnisse mit der kombinierten Detektionsmethode konnen dadurch erklart werden,
dass beide Methoden, transkutane Visualisierung und intraoperative Lymphographie,
verwendet werden konnen. Die hier prasentierten Daten bestatigen die Machbarkeit der
fluoreszenzgesteuerten inguinalen SLNB bei Analkarzinompatienten mit klinisch
negativem Lymphknotenstatus. Diese Technik erlaubt die intraoperative SLN Detektion
durch transkutane lymphatische Darstellung sowie in situ Lymphographie (Abb. 3-4).
Bobin et al. konnten in alle 33 untersuchten Analkarzinompatienten mittels kombinierter
Technik den SLN richtig identifizieren.”'®> Lymphknotenmetastasen konnten in 21% der
Falle diagnostiziert werden. In einer weiteren Studie wurde bei 12 untersuchten
Patienten, durch die kombinierte Methode, eine Detektionsrate von 66% erzielt. In acht
Fallen wurde dieser entfernt, von denen zwei metastatisch befallen waren.® In der
aktuellen Studie wurde mit beiden Methoden (Radiokolliod/Blaufarbstoff vs. 1CG)
ebenfalls zwei metastatisch befallene SLN detektiert. Ein Patient mit einem T1
Karzinom und metastatischer Beteiligung des inguinalen SLN wurde einer erweiterten
Radiotherapie mit inguinaler Bestrahlung unterzogen. Der zweite Patient zeigte ITC in
den SLNs. Auf Grund des fortgeschrittenen Tumorstadiums (T4) hatte dies jedoch
keinen Einfluss auf die weitere Therapie. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keinen
Konsens uUber die optimale Therapie bei Patienten mit klinisch negativen LK. Die
prophylaktische inguinale Bestrahlung ist in 2%-3% mit akuter Toxizitat sowie in 30%
mit Langzeitkomplikationen assoziiert. Sie kann jedoch effektiv die inguinale Rezidivrate
reduzieren.”’® Die fluoreszenzgesteuerte SLNB kann zur Selektion von
stadienadaptierten Patienten zur inguinalen Bestrahlung helfen, besonders bei T1 und
T2 Tumoren mit reduziertem Risiko fur Lymphknotenmetastasen. Nicht zu vergessen ist
die Tatsache, dass strahlenbedingte Komplikationen bei Patienten mit negativen LK
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vermieden werden konnen und damit zu einer erhohten Lebensqualitat fuhren. Keiner
der in dieser Studie einbezogenen 12 Patienten mit negativen LK, die sich nicht einer
inguinalen Radiatio unterzogen haben, entwickelte metachrone Metastasen nach einem
mittleren Follow-up von 44 Monaten. Andere Autoren berichten von selektierten
Patienten, die sich nicht einer elektiven inguinalen Bestrahlungstherapie unterzogen
haben. Das Risiko fur das Auftreten von metachron inguinalen Metastasen lag dabei bei

ca. 8%.2"17

4.3 ICG-Navigation beim Magenkarzinom

In dieser Studie wurde die fluoreszenzgesteuerte SLNB mittels ICG evaluiert und
validiert. Die Ergebnisse unterstreichen die erst kurzlich prasentierten Daten fur die
SLNB beim Magenkarzinom mit vielversprechenden Detektionsraten und akzeptablen
falsch-negativen Raten.'® Insgesamt identifizierte die ICG-Fluoreszenzdetektion in
dieser Studie im Mittel 3 SLN (Bereich 2-5 SLN) mit einer Detektionsrate von 100%
sowie einer Sensitivitat von 100%. Vier von 9 Patienten (44%) zeigten einen
metastatischen Lymphknotenbefall nach Lymphknotendissektion, die alle mittels ICG-
Fluoreszenznavigation richtig detektiert wurden (Sensitivitat 100%). Auch
Immunhistochemisch konnte in den negativen SLN keine ITC detektiert werden. Die zu
exzidierenden SLN konnten dabei transmesenterial gut visualisiert und anschlieRend
entnommen werden. Diese Studie erzielte insgesamt hohere Detektions- und
Sensitivitatsraten, als bisher in der Literatur vorbeschrieben. Ursachlich hierfur konnte
einerseits die limitierte Anzahl von Patienten sein, andererseits die stetig steigende

Lernkurve in der Anwendung der ICG-Fluoreszenznavigation.

Die erstmalige Anwendung des SLNK auf das Magenkarzinom erfolgte durch Hirasuka
et al. im Jahre 2001. Dabei konnten sie den SLN mit Indocyanin Grun in 73 von 74
Patienten richtig detektieren, entsprechend einer Detektionsrate von 99% und einer
Sensitivitat von 90%.%® Im Jahre 2002 zeigten Gretschel et al. die Durchfiihrbarkeit der
SLNB mittels Radiokolloid an 15 Patienten mit Magenkarzinom der Tumorklassifikation
T 1-3. Als Ergebnis konnte in 14 von 15 Patienten (93% Detektionsrate) mindestens ein
SLN detektiert werden, von denen 9 metastatisch befallen waren. In 8 von 9 Patienten
war der SLN richtig positiv, entsprechend einer Sensitivitat von 89%.% Eine Steigerung
der Sensitivitat konnte dabei selbst durch die Anwendung kombinierter Methoden,
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Radiokolloid und Blaufarbstoff, nicht erreicht werden.*® Japanische Untersuchungen
zeigen, dass insbesondere Patienten mit einem Fruhstadium-Magenkarzinom von der

individuellen Lymphknotenuntersuchung profitieren.*

Es lasst sich festhalten, dass dieser minimal invasive Zugang eine individualisierte
Lymphadenektomie ermdglicht und dabei die perioperative Morbiditat, bei gleichzeitiger

Besserung der postoperativen Organfunktion, senkt.?’

Die meisten bisher durchgefuhrten Studien zur SLNB fur Magenkarzinome haben
hauptsachlich Radiokolloid, Blaufarbstoff oder eine Kombination aus beidem verwendet.
Auf Grund der Heterogenitat hinsichtlich der Detektionstechnik mit unterschiedlichen
Ergebnissen gibt es bis dato keine Definition zur idealen Methode der SLNB bei dieser
Tumorentitat. In der Literatur wird bei der ICG-fluoreszenzgesteuerten SLNB fur das
Magenkarzinom von Detektionsraten zwischen 94,7% bis 100% mit einer falsch-
negativen Rate von 0% bis 23,5% berichtet.""®'* Durch die Anwendung der
konventionellen Methode zur SLNB wurden beim Magenkarzinom Sensitivitaten
39121 Vordringlich diente die ICG
Fluoreszenzlymphographie bisher der Optimierung des lymphonodalen Status oder der

zwischen 67% und 95% beschrieben.

Detektion abnormal laufender Drainagewege abseits des Resektionsbereiches.'??
Ishikawa untersuchte die laparoskopische SLNB mittels endoskopischer Kamera und
zeigte mit einer Detektionsrate von 94% die Durchfiihrbarkeit dieser Methode.'?®

Diese  Studie bestarkt Ergebnisse aus vorangegangenen Studien an
Magenkarzinompatienten mit SLNB als machbares Verfahren hinsichtlich weiterer
therapeutischen Strategien, besonders fiir das Friihstadiumkarzinom.*®'?? Die ICG-
fluoreszenzgesteuerte SLNB verbindet dabei die Vorteile der Radiokolloid und
Blaufarbstoffmethode. Die Technik ist einfach durchzufuhren und die Gerate gut
handhabbar. Es ist davon auszugehen, dass die klinische Akzeptanz konstant
zunehmen konnte. Bei einer limitierten Anzahl von Patienten in dieser Studie, sollten
diese Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden. Weitere prospektive Studien sind
hierbei angebracht, um die exakte Rolle dieser Methode einordnen und moglicherweise
in neue Diagnosekonzepte integrieren zu konnen. Diese Daten rechtfertigen weitere
Studien mit der ICG-fluoreszenzgesteuerten SLNB.
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44 ICG-Navigation beim Kolonkarzinom

In dieser Studie wurde die ICG-fluoreszenzgesteuerte SLNB auch fur das
Kolonkarzinom evaluiert. Die Ergebnisse unterstreichen die erst kurzlich prasentierten
Daten zur Durchfuhrbarkeit der ICG-fluoreszenzgesteuerten SLNB bei Kolonkarzinom
mit vielversprechenden Detektionsraten und akzeptablen falsch-negativ Raten.""® Eine
unerwunschte Arzneimittelwirkung konnte in dieser Studie in Zusammenhang mit dem
injizierten ICG nicht beobachtet, so dass die Sicherheit der Methode gezeigt werden
konnte.

Insgesamt identifizierte die ICG-Fluoreszenzdetektion im Mittel 1,7 SLN (Bereich: 0-5
SLN) in 24 von 25 Patienten (Detektionsrate: 96,0%). Kein Lymphknoten wies eine
grune Farbung auf. EIf von 25 Patienten (44%) =zeigten metastatischen
Lymphknotenbefall nach mesenterialer LK Dissektion. Die |CG-Fluoreszenz
identifizierte in 9 von 11 Patienten nach histopathologischer Analyse metastasierte SLN,
entsprechend einer Sensitivitat von 81,8%. Immunhistochemisch wurden in zwei Fallen
isolierte Tumorzellen in den detektierten SLN entdeckt, die durch konventionelle
histologische Methoden nicht detektiert wurden. In insgesamt 5 von 9 Fallen mit
positiven SLN zeigte sich nur eine lymphonodale Beteiligung der SLN mit negativen
NSLN.

Die routinemalige Bestimmung des nodalen Status beim Kolonkarzinom ist im
Wesentlichen von der Detektionsmethode, der histopathologischen Untersuchung sowie
von der Qualitdt der chirurgischen Lymphknotendissektion abhangig.?? Ublicherweise
erfolgt die Detektion des SLN mittels blauen Farbstoffs, Radiokolloid oder einer
Kombination aus beidem.**%*# Bembenek et al. evaluierten prospektiv-randomisiert im
Jahre 2005, ob die SLNB das Staging fur das Kolonkarzinom verbessern konnte.
Letztlich konnten sie dabei in 38 von 45 Patienten im Durchschnitt 2 SLN detektieren,
mit einer Detektionsrate von 84% und Sensitivitat von 79%. In 32% der Falle gelang
sogar ein Upstaging mit einer so genannten Stadienmigration.82 Kelder et al. konnten in
einer grolReren multizentrischen Studie die Durchfuhrbarkeit der SLNB an 69 Patienten
zeigen und erzielten dabei eine Detektionsrate von 97% sowie eine Sensitivitat 89%.
Die dabei verwendete Methode war Blaufarbstoff.?* Da die Ergebnisse von der Art der
Detektionstechnik variieren, wird vermehrt die Standardisierung einer Detektionstechnik
empfohlen, um die prognostische Aussagekraft des SLN beim Kolonkarzinom genau

beurteilen und eine adjuvante Therapie rechtfertigen zu kdnnen.?*%¢% Nicht zuletzt
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erscheint der Lymphknotenstatus der wichtigste prognostische Faktor auch fur das
Kolonkarzinom zu sein. Die SLNB ist dabei eine gut durchfihrbare Methode zur
Festlegung dieses Status, die weiterhin hinsichtlich der noch hohen falsch negativen
Detektionsrate untersucht werden muss. %889

Die meisten bisher durchgefuhrten Studien zur SLNB fur Kolonkarzinome haben
hauptsachlich Radiokolloid, Blaufarbstoff oder eine Kombination aus beidem verwendet.
Auf Grund der Heterogenitat hinsichtlich der Detektionstechnik mit unterschiedlichen
Ergebnissen gibt es bis dato keine Definition zur idealen Methode der SLNB bei dieser
Tumorentitat. Beim Kolonkarzinom zeigten konventionelle Methoden Detektionsraten
zwischen 81% und 98% und eine Sensitivitat von bis zu 90%.%%'?* Wie auch in dieser
Studie nachgewiesen, postulierten Park et al., dass zur SLN Identifizierung die ex vivo
Traceranwendung genau so effektiv sei, wie in vivo.' Ein Upstaging konnte in der
aktuellen Studie in 33% der Falle durch Nachweis von isolierten Tumorzellen erzielt
werden. Diese Patienten unterzogen sich einer adjuvanten Chemotherapie. In einer
anderen Studie wird bei Patienten mit Kolonkarzinom ebenfalls in 33% der Falle von

einer Stadienmigration berichtet.'®

Nichts desto trotz bleibt die prognostische
Signifikanz und das optimale Management bei ITC-Nachweis und der damit
verbundenen Stadienmigration unklar.”® Die in dieser Studie erzielten Daten mittels der
ICG-Fluoreszenz liegen deutlich Uber den in der Literatur dokumentierten,
durchschnittlichen Detektionsraten/Sensitivitatsraten (84%-97%) zur SLN Detektion mit
den konventionellen Methoden. Wie die konventionellen Methoden, scheint die 1CG-
Lymphographie nicht durch den BMI beeinflusst zu sein.'® Bisher zielt die ICG
Fluoreszenzlymphographie darauf hin, den lymphonodalen Status zu optimieren, sowie
anormale lymphatische Drainagen abseits der Resektionsbereiche zu identifizieren.'?
In einigen Studien wurde sogar die Moglichkeit der laparoskopischen SLNB als

minimalinvasives Verfahren vorgeschlagen.'?’

4.5 Methodenkritik

Es verbleiben Kritikpunkte fur die Methodik dieser Studie; in die Studienpopulation
miteinbezogen wurden Patienten mit bereits fortgeschrittenen Stadium nach
histopathologischer Untersuchung. Dies konnte die Ergebnisse dieser Studie
beeinflusst haben. Obwohl fur das Kolonkarzinom die falsch-negative Rate
konventioneller Methoden durch die fluoreszenzgesteuerte Lymphographie gesenkt
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werden konnte und die Methode fur das Mammakarzinom, Analkarzinom und
Magenkarzinom vergleichbare Ergebnisse aufzeigte, bedarf es dennoch weiterer
Optimierungsansatze mit grof3erer Fallzahl.

Diese Studie bestarkt Ergebnisse aus vorangegangenen Studien als machbares und

stadienveranderndes Verfahren hinsichtlich weiterer therapeutischer Strategien.®%26:128

4.6 Alternative Techniken

Die lymphatische Darstellung, Lymphographie und Lymphknotendetektion inbegriffen,
wurde bereits durch mehrere radiologisch bildgebende Verfahren naher untersucht.
Neben den etablierten Verfahren und der Fluorezenzfarbstoff-gestiitzten Technik,'®
wurden die CT-Lymphographie,’*® die Fusionsbildgebung mit dreidimensionaler Single-
Photon Emission Computertomographie (3D-SPECT / CT)"™®', FDG-PET-CT" und die
indirekte MR-Lymphographie untersucht.’**
Die CT-Lymphographie konnte erfolgreich zur Darstellung von drainierenden
Lymphgefallen sowie SLN eingesetzt werden, so dass es als potentielle Methode zur
praoperativen SLN Detektion beim Mammakarzinom vorgeschlagen wurde.”° In einer
Studie konnte mittels CT-Lymphographie mit einem nicht-ionischen Kontrastmittel in 11
Fallen (73%) ein verzogerter Lymphabfluss zu den SLN, und in 10 Fallen (67%) ein
verzdgerter SLN nachgewiesen werden."®® Die dabei erzeugte dreidimensionale
Darstellung konnte in 83%-87% der Falle die anatomischen Beziehungen von
LymphgefaBen, SLN und umgebende Strukturen verdeutlichen."'*®* Das 3D-
SPECT/CT konnte in 97,3% der Patienten praoperativ die anatomische Lokalisation der
SLN klar und deutlich visualisieren.”®* Bender et al. zeigten, dass die kombinierte
Anwendung von SPECT/CT und (99m)Tc-sulfid die SLN Lokalisation verbessere, womit
das Risiko von zufalliger LK-Bestrahlung minimiert werden konnte.”’ Sie gewannen
durch diese Methode in 70% der Falle zusatzliche Informationen hinsichtlich der
anatomischen Verhaltnisse.""
Die indirekte MR Lymphographie mit extrazelullarem Gadolinium-Kontrastmittel fand bei
Patienten zur Detektion der Brust SLN eine erfolgreiche Anwendung, bei der die
Verbindung zwischen dem SLN und den von der Injektionsstelle drainierenden
lymphatischen GefalRen klar visualisiert werden konnte. Diese Anwendung galt als
akkurate Methode zur Detektion der SLN und SLNB bei Mammakarzinompatienten."**
Die Identifikationsrate lag in dieser Studie bei 95,7%, bei einer Sensitivitat von 90,9%
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und einer falsch-negativen Rate von 9,1%. Ein Grolteil dieser Techniken ist aufgrund
der niedrigen Evidenz und geratetechnischen Probleme in Studien verblieben. Es sind
hierbei weitere Modifikationen notwendig, die diese Techniken nutzbar machen konnen.

Obwohl die in der Literatur publizierten Patientenzahlen noch gering sind, scheint die
fluoreszenzgesteuerte SLNB eine risikoarme und kostengunstige Alternative zu den
bisherigen Detektionsmethoden zu sein. Hierbei sollte in weiteren Studien auf ein
hoheres Patientenkollektiv zurickgegriffen werden. Ein Schwachpunkt in der ICG
gesteuerten SLNB war anfanglich die Kamera des Fluoreszenz-Navigation-Systems. Da
jegliche Lichtquellen einen Storfaktor darstellten und damit die SLN-Detektion negativ
beeinflusst haben, musste intraoperativ die OP-Beleuchtung komplett ausgeschaltet
werden. Diese Problematik wurde jedoch behoben, so dass die neuen Systeme (z.B.
Photodynamic Eye, PDE; Hamatsu Photonics, Herrsching am Ammersee, Deutschland)
unter Raumlichtbedingungen eingesetzt werden konnen. Sie erlauben eine akkurate
und prazise Detektion bei normaler OP-Beleuchtung. Des Weiteren erfordert die 1CG-
Fluoreszenzdetektion kostenaufwendige Investitionen (ca. 25.000 €). Im Gegenzug sind
die Untersuchungskosten dabei wesentlich niedriger im Vergleich zu den
herkdbmmlichen Methoden (150 vs. 300€). Insgesamt lasst sich postulieren, dass die
fluoreszenzgesteuerte ICG Navigation ein breites Einsatzspektrum fur die SLNB bei
solitaren Tumoren unterschiedlicher Entitaten bietet. Somit erscheint die Investition in
diese Apparatur angemessen.

4.7  Ausblick

Die ICG gesteuerte Fluoreszenznavigation konnte als sichere und akkurate Methode flr
die Lymphographie im Rahmen der SLNB demonstriert werden. '07:104.118.120.138139 1y
bisher  verfugbaren  Navigationssysteme, haben eine  Verbreitung der
Fluoreszenzfarbstoff-gestutzten Lymphographie ermdglicht und die Technik klinisch
validiert. Es verbleiben jedoch noch einige Nachteile bei den bisher verfugbaren
Geraten, vor allen Dingen im Hinblick auf die Ergonomie, des Penetrationsvermogens,
der Auflosung und Tiefenscharfe sowie der Integrierung eines Fokus bzw. eines
Weitwinkellinsensystems. Die Verbesserung dieser Aspekte wird sicherlich noch zu

einer breiteren Dissemination dieser Anwendungsgebiete fuhren mit potentieller
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Ausweitung der Indikation auf nicht maligne Pathologien des Lymphgefal3systems

sowie Visualisierung der Mikrozirkulation."*®
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5 Zusammenfassung

Der Lymphknotenstatus gilt fur eine Vielzahl solitarer Tumoren als ein wichtiger und
unabhangiger prognostischer Faktor in der onkologischen Therapie. Anfanglich erfolgte
das Lymphknoten-Staging durch radikale Dissektion zur Diagnostik und Therapie.
Durch dieses Vorgehen wurden erhohte postoperative Komplikationen, wie z.B. die
Entwicklung eines Lymphddems oder digestive Einschrankungen in Kauf genommen.
Mit dem Ziel einer individualisierten und minimalinvasiven Stagingmethode zur Senkung
der Prozedur-assoziierten Morbiditat wurde die Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SLNB)
entwickelt. Obwohl die Methode in der Regel mit der Kombination des Radionuklids und
der Blaufarbstoffmethode mit guter Sensitivitat und Detektionsrate etabliert ist,

verbleiben Nachteile, wie z.B. radioaktive Exposition und toxische Reaktionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode fir das minimalinvasive
Lymphknotenstaging durch die neue Fluoreszenzfarbstoff-gestitzte Sentinel-
Lymphknoten-Biopsie mit Indozyaningrin (ICG) und einer Infrarotkamera entwickelt und

untersucht.

Insgesamt wurden 92 Patienten in die Studie eingeschlossen, die einer
Fluoreszenzfarbstoff-gestutzten SLNB zugefuhrt wurden. Davon waren 44 Mamma-, 14
Anal-, 9 Magen- und 25 Kolonkarzinome. Als Zielparameter wurden die Detektionsrate,
Sensitivitat und die falsch-negativ Rate definiert bei allen Patienten mit regionaler
Lymphknotendissektion. Intraoperativ erfolgte die transkutane SLN-Detektion sowie die
real-time Lymphographie mittels Indocyanin Grun (ICG) - Fluoreszenz — Navigation
mittels einer Nah-Infrarot-Kamera.

Der Transport von ICG durch die Lymphgefal3e aus dem peritumoralen Areal bis zu den
SLN konnte klar und sicher mit der Nah-Infrarot-Kamera sichtbar gemacht werden. Der
Transport von ICG entlang der Lymphgefal3e konnte in Echtzeit beobachtet werden mit
anschlieBender Markierung der lokalen Anreicherung am Ende der lymphatischen
Gefalde. Die Akkumulation des hellen Fluoreszenz-Signals zeigte die zu exzidierenden
SLN, die nach erfolgreicher Biopsie erneut auf die Fluoreszenzanregung uberpruft
wurden. Die SLN-Identifikationsrate lag in dieser Studie bei 95,7%, bei einer Sensitivitat
von 90,9% und einer falsch-negativen Rate von 9,1%. Die peritumorale Injektion von
ICG fuhrte bei keinem der 92 Patienten mit Mammakarzinom, Analkarzinom,

Magenkarzinom oder Kolonkarzinom zu unerwunschten Arzneimittelwirkungen.

57



Von 68 tumorpositive Patienten zeigten 19 einen isolierten Befall des Sentinel-

Lymphknotens. Ein Upstaging erfolgte immunhistochemisch in 9% der Patienten.

Die Analyse der solitaren Tumoren zeigte fur die neue Methode der ICG gesteuerten
Fluoreszenznavigation eine hohe Detektionsrate und hohe Sensitivitat bei geringer
falsch-negativ Rate. Die Ergebnisse der limitierten Patientenzahl lassen den Schluss
zu, dass das Verfahren sicher durchfuhrbar ist und nach Fortsetzung mit einer grof3eren
Fallzahl vergleichbar zu sein scheint mit den bisher verwendeten Methoden. Als
wesentlicher Vorteil der Fluoreszenzmethode gegenuber den bestehenden Techniken
konnte die transkutane Lymphographie in Echtzeit und die gleichzeitige intraoperative
Navigation dargestellt werden.

- HircheC., Mohr Z., Kneif S., Doniga S., Murawa D., Strik M., Hunerbein M.
Ultrastaging of colon cancer by sentinel node biopsy using fluorescence
navigation with indocyanin green. Int J Colorectal Dis. 2012 Mar;vol. 27(3) pp.
319-24
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7.

Antrag bei einer anderen Ethikkommission:

nein.

B. Untersuchungsplan

Ziel des Vorhabens:

Prufung der Eignung von ICG als Fluoreszenzfarbstoff zur Darstellung von der
Lymphabflusswegen (Lymphatic mapping) und Lymphknoten im Rahmen der
Sentinel-Lymphknotenbiopsie zur Erfassung des Nodalstatus bei Mamma-,

Magen-, Kolonkarzinomen sowie Analkarzinomen.

Methode:

Die Untersuchungsmethode beruht auf einer intraoperativen
Farbstoffymphographie mittels Indocyaningrun (ICG). Nach Umspritzung des
Tumors wird nach Abdunkeln des Raumes monochromatisches Licht auf die
Lymphabflusswege appliziert. Durch einen Lichtfilter (bis 850nm) werden die
fluoreszierenden Lymphbahnen nachverfolgt und die ersten fluoreszierenden
(-Sentinel-,) Lymphknoten intraoperativ markiert und nach der Resektion
gesondert und intensiviert histopathologisch untersucht. Aullerhalb des Re-
sektionsgebietes liegende (iuxtaregionare), fluoreszierende Lymphknoten werden
ggfs. exzidiert und ebenfalls gesondert untersucht.

Probandenauswahl (Ein-, AusschluB3kriterien, Stichprobenumfang):

Eingeschlossen werden sollen mindestens 40 konsekutive Patienten der gen.
Tumorentitaten bis 85 Jahre, bei denen kein Hinweis fur eine Farbstoffallergie
besteht.

Eingeschlossen werden konnen Patienten mit:

Mammakarzinom, Kolonkarzinom, Magenkarzinom, Analkarzinom,
Alter von 18 bis 85 Jahre

Einwilligung nach Aufklarung
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Nicht eingeschlossen werden kbénnen Patienten bei:

= Voroperation im Bereich der Lymphabflusswege des tumorbefallenen Organs

= Vorausgegangene Radiatio im Bereich der Lymphabflusswege des
tumorbefallenen Organs

= T4-Tumor

= sehr schlechter Allgemeinzustand (ASA V)

= bekannter Farbstoffallergie

= fehlende Einwilligungsfahigkeit

4. Design, Statistik, Dauer

Es handelt sich bei der vorliegenden Untersuchung um eine klinische Prifung
von ICG zur Uberpriifung des Einsatzes im Rahmen des Lymphatic mapping und
der Sentinel-Lymphknoten-biopsie.

Fir die untersuchten Patienten soll die Darstellbarkeit von Lymphbahnen bzw.
Lymphknoten durch den fluoreszierenden Farbstoff ICG gepruft werden sowie
die Wertigkeit der erfassten Lymphknoten hinsichtlich der Vorhersage des
Lymphknotenstatus

5. Abbruchkriterien:

Es ist nicht mit dem Auftreten von Ereignissen zu rechnen, die zu einem

Studienabbruch fihren kdonnte.

C. Spezielle Formalitaten

1. Art der Vorhabens:

Humanexperiment. Die Durchfuhrung des Experimentes soll Aufschlul® Gber die
Machbarkeit der Fluoreszenzfarbstoff-Methode im Rahmen der Sentinel-

Lymphknotenbiopsie fur Patienten verschiedener Tumorentitadten geben. Nach

87



Vorliegen der Ergebnisse und entsprechender Publikation soll ein Beitrag zur

technischen Verbesserung bzw. Vereinfachung der Anwendung der Sentinel-

Lymphknotenbiopsie im klinischen Alltag geleistet werden.

Finden folgende Bestimmungen Anwendung?

a)

Arzneimittelgesetz (AMG) Ja

Das als Fluoreszenzfarbstoff zur Anwendung kommende Indocyaningrin
(ICG) ist offiziell in Deutschland zur intravendésen Anwendung als
Medikament (bei Methamoglobinamie) und als Diagnostikum (zur
Bestimmung der Leberfunktion durch Extinktionsmessung) zugelassen. In
auslandischen Studien beim Menschen traten auch bei der s.c. bzw.
subserosen Injektion keine Intoxikationsreaktionen auf. Eine Zulassung
zur subserosen/ intraparenchymalen Injektion liegt in Deutschland noch
nicht vor, die Vorlage beim Bundesamt fur Arzneimittelsicherheit zur
klinischen Prufung nach AMG ist erfolgt.

Medizinproduktegesetz, Medizin-Gerateverordnung Nein
Gentechnikgesetz: Nein
Strahlenschutzverordnung Nein
Roéntgenverordnung Nein
Datenschutzgesetz Ja

Sind alle (fir den Menschen ungefahrlichen) Erprobungsmoglichkeiten

ausgeschopft?

Tier- oder reine in-vitro-Versuche sind bei dieser Fragestellung nicht sinnvoll.

Bei klinischen Priafungen:

Es wird eine klinische Prufung des Farbstoffes ICG als Diagnostikum zur

Lymphographie vorgenommen.

Abschatzung der Wahrscheinlichkeit moglicher Komplikationen und/oder Risiken

sowie ihre Abwagung gegenuber dem voraussichtlichen Nutzen des Vorhabens

fur den Kranken oder fur die Allgemeinheit

Grundsatzlich ist eine Lymphographie eine sehr komplikationsarme
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Untersuchung. Die groRtmoglich denkbare Komplikation ist eine sehr seltene
allergische Reaktion auf den Farbstoff. Da sich der Patient wahrend der Narkose
unter anéasthesiologischer Uberwachung befindet, konnte ggfs. sofort mit
entsprechenden Gegenmalinahmen reagiert werden, so dal} es nicht zu einer
ernsthaften Folge oder dauerhaften Schadigung kommt. Die Operation kann
auch dann aller Voraussicht nach wie geplant zu Ende gefuhrt werden. Eine
weitere denkbare Komplikation ist eine Hamatombildung/Blutung im Bereich der
erforderlichen chirurgischen Manipulationen. Da der chirurgische Situs in diesen
Bereichen eine sofortige Blutstillung erlaubt, ist bis auf eine Verzogerung der
Operation um einige Minuten keine weitere Folge zu erwarten. Wenn der
Farbstoff endoskopisch appliziert wird, sind dartberhinaus die Komplikationen
einer diagnostischen Endoskopie zu bertcksichtigen. Dem gegenuber steht die
Beurteilung einer Methode, die fur das Staging der Patienten sowie die weitere
chirurgische wie auch adjuvante Behandlung in Zukunft eine weitreichende
Bedeutung haben konnte.

Zwischenauswertung

Eine orientierende Zwischenauswertung ist nach 20 Patienten vorgesehen.
Sollten sich Hinweise auf eine Verschlechterung der operativ-onkologischen
Behandlungsergebnisse ergeben, wirde die Studie sofort abgebrochen.

Aufklarung

Vor Einschluf} in die Studie erfolgt eine ausfuhrliche personliche Aufklarung des
Patienten bzw. ihrer gesetzlichen Vertreter durch einen an der Studie beteiligten
Arzt. Ein Einschlul® in die Studie erfolgt nur nach schriftlicher Einwilligung des
Patienten oder seines gesetzlichen Vertreters mindestens 16h vor dem
operativen Eingriff. Die Einwilligung kann jederzeit widerrufen werden. Dabei
mul} zwischen der Aufklarung des Patienten und der schriftlichen Einwilligung
eine ausreichende Bedenkzeit gewahrleistet sein. Ein Einschluf3 in die Studie
kann auf’erdem nur erfolgen, wenn der Patient oder sein gesetzlicher Vertreter
zum Zeitpunkt der Einwilligung geschaftsfahig ist.

Datenschutz

Die Gesetze des Datenschutzrechtes werden beachtet.
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9. Versicherungsbescheinigung:

Eine Kopie der nach § 40 Abs. 1 Nr. 8, Abs. 3 AMG abzuschlielienden
Probandenversicherungsbescheinigung liegt bei.

Folgende Unterlagen sind beigefugt:

1. Ausfuhrliche Version des Studienprotokolls
2. Probandeninformation in deutscher Sprache (18-fach)
3. Einverstandniserklarung (18-fach)

Far die Antragsteller

Dr. med. A. Bembenek Prof. Dr. med. M. Hinerbein
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