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1. Einfihrung

1.1 Klinische Beurteilung und Detektionsmaoglichkeiten Humaner
Papillomviren in der Urologie

Die klassischen bakteriellen sexuell Ubertragenen Infektionen (STD), z.B.
Gonorrhoe oder Syphilis, kommen trotz einer Zunahme in Osteuropa in den
westlichen Industrienationen insgesamt selten vor. Zunehmend bedeutender
werden dagegen die viralen sexuell Gbertragenen Infektionen (STI) wie Herpes
genitalis-, Hepatitis B-, HIV- und die HPV-Infektionen. Humane Papillomviren
sind mit allein ca. 30 Millionen Kondylom-Erkrankten weltweit die haufigsten
Erreger von sexuell tbertragbaren Virusinfektionen (Schneede 2002). Bereits
die Romer waren der Auffassung, dass Genitalwarzen beim Geschlechts-
verkehr Ubertragen werden. Cuiffo erkannte erst Anfang des letzten
Jahrhunderts (1907) die virale Genese von Warzen. Er konnte mittels zellfreier
Filtrate von Warzenaufschwemmungen Warzen ubertragen (Cuiffo 1907).
Strauss und Mitarbeitern gelang es erstmals 1950 Papillomviren in
Warzengewebe mittels Elektronenmikroskopie darzustellen (Strauss 1950).
Anders als beispielsweise die Herpesviren lassen sich Humane Papillomviren
(HPV) nicht in Zellkulturen anzichten und sind damit schwieriger zu
diagnostizieren. Erst durch die Technik der DNA-Hybridisierung gelang es zur
Hausen und Mitarbeitern Mitte der 70er Jahre, HPV zu isolieren (zur Hausen
1974, Gissmann 1976). Auf Grund der heute bekannten epidemiologischen
Daten zur Pravalenz von HPV-Infektionen lasst sich feststellen, dass klinische
HPV-L&sionen eine Pravalenz von ca. 1% in der sexuell aktiven Bevdlkerung
aufweisen. Subklinische Lasionen sind bereits 4-mal haufiger und die klinisch
nicht diagnostizierbaren, latenten HPV-Infektionen sollen eine Pravalenz von
10% in der Bevdlkerung haben (Koutsky 1997). In Risikogruppen (STD-
Ambulanz) wurden latente HPV-Infektionen labortechnisch bei bis zu 80% der
Untersuchten nachgewiesen. Die in der Literatur beschriebenen Daten
beziehen sich dabei im Wesentlichen auf Untersuchungen aus der
Gynékologie, wahrend gerade in der Urologie beziglich der Pravalenz von HPV
in der Urethra nur unzureichende Studien vorliegen. Grundsatzlich jedoch

werden bei ca. 5-20% der HPV-Erkrankten auch in der Urethra Condyloma



acuminata nachgewiesen (Schneede 2001). Die meisten Kondylome werden
am Meatus urethrae externus und in der Fossa navicularis nachgewiesen,
wéahrend die proximalen Harnr6hrenabschnitte nur sehr selten betroffen sind
(Schneede 2001). Bei dem Humanen Papillomvirus handelt es sich um ein
karyotropes doppelstrdngiges DNA-Virus aus der Familie der Papovaviren. Es
verfugt Uber eine zirkulare DNA, die von einer Proteinhllle, dem so genannten
Kapsid, umschlossen wird. Die Infektion einer Epithelzelle fihrt unter anderem
zu deren Transformation und Proliferation mit Bildung einer so genannten
Warze. Das ,reife Virus* wird aus oberflachlichen Zellen freigesetzt und infiziert
weitere Zellen. Anogenitale Infektionen durch Humane Papillomviren erfolgen in
der Regel durch Mikroverletzungen wahrend des Geschlechtsaktes, wodurch
die Viren in die epitheliale Basalzellschicht gelangen. Aber auch wahrend des
Geburtsvorganges soll HPV von der Mutter auf das Kind Ubertragen werden
kénnen. Humane Papillomviren zeigen neben einer hohen Wirtsspezifitat einen
ausgesprochenen Epitheltropismus. Sie vermehren sich ausschlie3lich in
Plattenepithelzellen von Haut und Schleimhaut. Die Subtypen haben offenbar
unterschiedliche Affinitaten zu den Zellen verschiedenster Korperregionen. So
kénnen HPV-Typen, die vornehmlich in Warzen der auf3eren Haut gefunden
werden, von solchen unterschieden werden, die im Anogenitalbereich, in der
Mundhd6hle oder in dem oberen Respirationstrakt vorkommen und deshalb als
mukosaassoziierte HPV-Genotypen bezeichnet werden (Grul3endorf-Conen
1995). Bislang sind 88 verschiedene Genotypen bekannt, von denen mehr als
30 Typen zu Infektionen im Genitoanalbereich fihren (Schneede 2001). Man
unterscheidet so genannte HPV-High-risk-Genotypen von den so genannten
Low-risk-Genotypen. High-risk-Typen wie HPV 16 und HPV 18 sind als
Karzinogene des Gebarmutterkrebses, dem zweithaufigsten Malignom der
Frau, von der WHO heute anerkannt (WHO 1995). Als gesichert gilt, dass
nahezu alle Zervixkarzinome (99,7%) weltweit HPV-assoziiert sind
(Walboomers JM 1999). Die Typen 31, 33, und 35 wurden als wahrscheinliche
Karzinogene eingestuft (WHO 1995). Zu den so genannten HPV-Low-risk-
Typen zahlt man diejenigen, welche Uberwiegend in gutartigen Epithell&sionen
nachgewiesen werden und keine Assoziation zu Prdkanzerosen und

Karzinomen haben. Als Hauptvertreter dieser Gruppe sind die Typen 6 und 11



zu nennen, die fir mehr als 90% aller Kondylome verantwortlich sein sollen
(Phelps 1995). Von Klinischer Seite unterscheiden wir diagnostisch so genannte
klinische, subklinische und latente HPV-Infektionen. Wahrend die klinischen
HPV-Infektionen durch einfach erkennbare Epithell&sionen, wie beispielweise
Condyloma acuminata, bereits augenfallig sind, missen subklinische HPV-
Infektionen als flache Epithelldsionen im Haut-/Schleimhautniveau erst mit
Testverfahren sichtbar gemacht werden. Bei latenten HPV-Infektionen fehlen
virusbedingte Zellverdnderungen, so dass sie weder klinisch noch lichtmikros-
kopisch erkennbar werden. Allein labortechnisch mit HPV-DNA-Hybridisierung
kbnnen latente HPV-Infektionen nachgewiesen werden. Als anerkanntes
Testverfahren zur Detektion Kklinischer und subklinischer Infektionen des
aulReren Genitales gilt der Essigsauretest. Dieser bereits auf das Jahr 1925 und
den Gynakologen Hinselmann zuriickgehende Klinische Test ist HPV-
unspezifisch und weist ebenso mikrotraumatische und entzindliche
Epithellasionen nach (Schneede 2001). Hierbei wird das &auflere Genitale mit
einer in verdinnter Essigsaureldsung (5%) getrankten Kompresse exponiert.
HPV-assoziierte Epithellasionen demarkieren sich nach finf Minuten durch eine
Weildfarbung des Epithels gegenluber der nicht HPV-veranderten Haut. Diese
einfache Mdglichkeit zur Detektion von subklinischen HPV-Effloreszenzen ist
jedoch nur fir das &aulRere Genitale zuldssig. In der Urethra ist die
Essigsauretestung auf Grund des unverhornten Epitheltyps nicht anwendbar.
Auch hoher verdinnt fuhrt der Essigsauretest zu schmerzhafter und diffuser
unspezifischer Weildfarbung des gesamten Urethraepithels. So gesehen
bestand eine entscheidende diagnostische Licke beziglich des klinischen
HPV-Nachweises in der Urethra. Die Kklinischen HPV-Erkrankungen, wie
Genitalwarzen, lieRen sich auch in der Urethra problemlos nachweisen. Hierzu
bedarf es der griindlichen Inspektion des Meatus urethrae externus und ggf. der
Urethroskopie unter Weil3licht. Waren hierbei HPV-Lasionen nicht nachweisbar,
in Urethraabstrichen aber so genannte Koilozyten zu finden, musste von der
Existenz subklinischer HPV-Lasionen, die unter Weildlicht Gbersehen wurden,
ausgegangen werden. Im Vergleich zum aul3eren Genitale missen des
Weiteren in der Urethra besonders hohe Raten an Therapieversagern nach

chirurgischen Behandlungsmethoden zur Kenntnis genommen werden. Diese



hoheren Rezidivraten konnten auch an den unbefriedigenden diagnostischen
Mdglichkeiten in der HPV-Harnrohrendiagnostik liegen. In der Urologie, aber
auch in anderen medizinischen Fachgebieten machte die 5-ALA-induzierte
Fluoreszenzdiagnostik zur Markierung subklinischer flacher Epithellasionen in
den letzten Jahren von sich reden. Insbesondere neoplastische Epithel-
veranderungen zeichneten sich dabei durch eine hbhere Akkumulation des aus
5-ALA synthetisierten Fluoreszenzfarbstoffes Protoporphyrin IX aus. Diese
Anreicherung des biologischen Photosensitizers macht man sich diagnostisch
durch Fluoreszenzanregung und —detektion zu Nutze. In der Urologie werden
so neben exophytischen Blasentumoren insbesondere die leicht Ubersehbaren
Carcinomata in situ der Harnblase auf Grund der Rotfluoreszenz besser

erkannt.

1.2 Zielsetzung der eigenen Untersuchungen
Die groRe morphologische Ahnlichkeit zwischen Blasentumoren und Harn-
réhrenkondylomen bildete die Basis fur die Hypothese, dass auch HPV-
veranderte Epithelzellen der Urethra vermehrt Protoporphyrin IX-Synthese
zeigen konnten. Folglich wirden sich klinische und subklinische Lasionen unter
Anwendung der Fluoreszenztechnik gegentiber dem Normalepithel demar-
kieren.
Folgende Zielsetzungen wurden deshalb in der vorliegenden Arbeit verfolgt:
 Entwicklung einer geeigneten Methode zur Etablierung des
Fluoreszenznachweises von HPV-assoziierten Epithellasionen der
Urethra
» Darstellung auch subklinischer HPV-Lasionen der Urethra
* Mapping der HPV-L&sionen bei der Fluoreszenzurethroskopie
» Beurteilung der Effektivitatt der Lasertherapie mit und ohne
Fluoreszenzkontrolle
* Intraoperatives Therapiemonitoring der Nd:YAG-Laserkoagulation von

Kondylomen



1.3 Grundlagen der Fluoreszenzdiagnostik

1.3.1 Fluoreszenz

Durch Energieabsorption kénnen durch Photonen angeregte Molekile ein
hoheres Energieniveau erreichen. Die Elektronen kdnnen sich jedoch nicht
dauerhaft auf diesem Niveau halten und fallen deshalb auf ihr urspringliches
Energieniveau zuriick. Dabei setzen sie die aufgenommene Energie wieder frei
und es kommt zur Emission des Fluoreszenzlichts. Allerdings wird die Energie
nicht nur als Licht freigesetzt. Deshalb ist das emittierte Licht etwas
energiearmer als das Anregungslicht. Energiearmere Lichtstrahlung besitzt
jedoch eine grol3ere Wellenlange und entsprechend auch eine andere Farbe als
energiereichere Lichtstrahlung. Bei der Fluoreszenzdetektion nutzt man also
das Phanomen der Absorption von kurzwelligem Licht und Emission von langer-
welligem Licht. Bei dem Fluoreszenzverhalten von biologischen Geweben
unterscheidet man zwei Anteile. Man kennt einen von gewebeeigenen
Fluorophoren ausgehenden Anteil, die sogenannte Autofluoreszenz, sowie
einen auf der Gabe exogener Substanzen beruhenden Anteil. Optische
Parameter wie die Eindringtiefe des Anregungslichts sowie die Intensitat der
angeregten Fluoreszenz haben entscheidenden Einfluss auf die Fluoreszenz-
beobachtung in biologischen Geweben. Sie werden durch Streuung und
Absorption stark begrenzt. So wird zum Beispiel die Beobachtung von

Fluoreszenz durch Blutabsorption deutlich erschwert.

1.3.2 Autofluoreszenz

Als Autofluoreszenz wird die vom Gewebe selbst, also unabh&ngig von
verabreichten Photosensibilatoren messbare Fluoreszenz bezeichnet. Die Auto-
oder auch Eigenfluoreszenz von biologischen Geweben setzt sich aus der
Fluoreszenz einer Vielzahl von endogenen Fluorophoren zusammen. Das
Bindegewebe liefert mit seinen endogenen Fluorophoren Kollagen sowie Elastin
den grofRten Anteil (Baraga 1990, Baraga 1991). Hier konnte Fluoreszenz mit
Maxima bei etwa 380 nm nachgewiesen werden. In der Literatur wird eine
Vielzahl verschiedener Substanzen als Quelle fur die Autofluoreszenz diskutiert.

Genannt wurden neben dem Elastin und Kollagen auch Tryptophan, NADH,



R-Karotin, Flavin und Melanin (Schomacker 1992, Andersson-Engels 1991,

Benson 1979, Vo-Dinh 1995).

10

Substanz Funktion Anregung Emission
[nm] [nm]
Kollagen Bindegewebe 450 530
Elastin Bindegewebe 410, 500 500, 520
Lipofuszin gealterte Zellen |340-395 540-640
NADH Atmungskette 340 450
oxidierte Atmungskette 450 515
Flavine
Tabelle 1:  Fluorophore, die im betrachteten WellenlAngenbereich einen

Beitrag zur Autofluoreszenz liefern (Benson 1979, Campbell 1984,
Lakowicz 1985, Richards-Kortum 1990)

Auch Faktoren wie die Gewebestruktur, Blutfluss und Streuung des angeregten
Lichtes durch das Gewebe haben Einfluss auf die Autofluoreszenz (Vo-Dinh
1995, Schomacker 1992).

Autofluoreszenz in malignen Arealen (Betz 1999a) kann mitunter dadurch

Eine haufig beobachtete Abschwachung von

erklart werden, dass im Bereich von Neoplasien ein Teil der Fluoreszenz bzw.
des Anregungslichtes durch eine Verdickung des Epithels absorbiert wird (siehe
Abb.1).

Epithel

Submucosa

Abbildung 1: Abschwachung der Autofluoreszenz durch verdicktes Epithel
(Baumgartner 1999)
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Unter den gewahlten Anregungs- und Detektionswellenbereichen kommt es zu
einer Uberlagerung der Fluoreszenz von endogenen Substanzen (Auto-
fluoreszenz) und dem exogenen Fluorochrom. Bei einer spektralen Auflésung

der Fluoreszenz kdnnen die jeweiligen Anteile diskriminiert werden.

1.3.3 Photobleaching

Als Photobleaching (Ausbleichen) wird die Abnahme der Fluoreszenz eines
Stoffes unter Lichteinwirkung bezeichnet. Durch den Lichteinfluss wird die
Struktur des Protoporphyrin IX (PPIX) verdndert. Dadurch kommt es zu einer
Abnahme der sichtbaren Fluoreszenz. Dieser Ausbleicheffekt wird sowohl mit
weillem als auch mit violettem Licht ausgelost. Wahrend der Fluoreszenz-
endoskopie ist jedoch der Ausbleicheffekt im Fluoreszenzmodus wesentlich
starker als im Weillichtmodus, da eine hohere Lichtleistung im Bereich des

PPIX eingestrahlt wird (Stepp, Baumgartner 1994).

1.3.4 Grundprinzipien des 5-ALA-induzierten Fluoreszenzverhaltens

Die photodynamische Diagnostik beruht grundsatzlich auf einer im Vergleich
zum Normalgewebe erhdohten Synthese und Akkumulation von Protoporphyrin
IX nach Applikation von 5-Aminolavulinsaure (5-ALA). Erste Hinweise auf eine
maogliche Selektivitat der Porphyrinakkumulation nach Verabreichung von
5-ALA ergaben sich aus Zellkulturstudien mit Leukamiezellen (Malik 1987) und
klinisch an Hautbasaliomen (Kennedy 1990). Der diagnostische Zugewinn nach
5-ALA-Applikation zog die klinische Einfuhrung in verschiedenen Fach-
bereichen nach sich. So ist heutzutage die Fluoreszenzdiagnostik unter
Verwendung von 5-ALA zum Beispiel im Fachbereich HNO bei Neoplasien in
Mundhdhle und Larynx eine grof3e diagnostische Hilfe. Auch in anderen
Fachbereichen, wie z.B. in der Gynadkologie bei Zervixdysplasien und bei der
Endometriose, in der Gastroenterologie bei Dysplasien der Colitis ulcerosa
sowie beim Barett-Osophagus, in der Pulmologie beim Bronchialkarzinom
sowie in der Neurochirurgie bei dem malignen Gliom setzte sich das Verfahren
der Fluoreszenzdiagnostik durch. An der Urologischen Klinik des Klinikums
Grol3hadern wurde 1992 die tumorselektive Akkumulation von Protoporphyrin

IX in Harnblasenkarzinomen nachgewiesen (Kriegmair 1992). Die starke
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morphologische Ahnlichkeit zwischen Blasentumoren und den Urethra-
Kondylomen bildete die Basis fur die Hypothese, dass auch HPV assoziierte,
stoffwechselveranderte Epithelzellen der Urethra vermehrte Protoporphyrin IX-
Synthese und -Akkumulation zeigen und damit sowohl klinische als auch
subklinische Lasionen bildgebend mit der Fluoreszenztechnik gegentber dem

Normalepithel demarkiert werden kénnen.

1.3.5 Wirkungsweise von 5-Aminolavulinsaure

5-Aminolavulinsaure (5-ALA), H2N-CH2-CO-CH2-COOH, ist die Ausgangs-
substanz der intramitochondrial lokalisierten Hambiosynthese und wird mit Hilfe
der 5-ALA-Synthetase aus Succinyl-CoA, einem Zwischenprodukt des Zitrat-
Zyklus, und aus der Aminosaure Glycin gebildet. Verschiedene Untersuchun-
gen belegen, dass zahlreiche epitheliale Gewebe die farblose Aminolavulin-
saure (5-ALA) in das stark fluoreszierende Porphyrin IX umwandeln und
akkumulieren (Peng 1997a, Peng 1997b, Kennedy 1992). In der Ham-
biosynthese werden Vorlaufer von Porphyrinen und Protoporphyrin IX (PPIX)
gebildet. Protoporphyrin 1X, ein Fluorchrom, ist das letzte Zwischenprodukt der
Hambiosynthese und wird durch seine fluoreszierenden Eigenschaften bei der
Fluoreszenzdiagnostik genutzt. Die zentrale Stellung von Fe2 in PPIX erfolgt
durch die mitochondriale Ferrochelatase und schliel3t die Hambiosynthese ab.
Da die kernhaltigen Zellen fur ihren Stoffwechsel hamhaltige Enzyme zum
Elektronentransport verwenden, kann man davon ausgehen, dass diese Zellen
eine gewisse Kapazitat zur Produktion von PPIX besitzen (Kennedy 1992). Um
die Synthese von fluoreszenzoptisch nutzbarem PPIX in nachweisbaren
Konzentrationen zu stimulieren, genigt es, Zellen mit 5-ALA zu inkubieren.
Nach intrazellularer Aufnahme von 5-ALA werden hierbei Zytoplasma-
Konzentrationen erreicht, die wegen einer inhibitorischen Ruckkopplung unter
physiologischen Bedingungen nicht zu beobachten sind. Die Syntheseschritte
im weiteren Verlauf der Hambiosynthese laufen ungeregelt mit ihrer jeweils
maximalen Rate ab. Den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt stellt die
Umwandlung von PPIX in Ham dar (Peng 1997a, Peng 1997b). Bei

ausreichendem Angebot von 5-ALA wird somit PPIX akkumuliert. Diese
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vermehrte Aufnahme von Protoporphyrin IX ist die Basis der Fluoreszenz-

diagnostik.

Mitochondrium
Protoporphy&in IX
Protoporphyrinogen X

PPIX
Zelle » -
5-ALA N
/) L Coproporp;yrinogen 1l

FRYECHlingoen Uroporphyrinogen |1

5-ALA Applikation

Abbildung 2: Hambiosynthese (Baumgartner 1999)

PPIX emittiert Fluoreszenz bei 635 und 705 nm im roten Spektralbereich und
kann mit einer starken Lichtquelle dargestellt werden. Die Mechanismen,
welche eine Selektivitat in HPV-infiziertem Gewebe bewirken, sind vielschichtig
und bisher nur teilweise geklart. Im Bereich der Malignome wurde als Grund fur
eine erhohte Aufnahme von 5-ALA eine erhohte Membranpermeabilitat
gesehen (Kennedy 1990, Peng 1997a, Peng 1997b, Ackermann 1998). Bei
Tumoren wurde als weiterer Grund ein verandertes Enzymaktivitatsmuster
diskutiert. Anscheinend kann die im Vergleich zum Normalgewebe verringerte
Aktivitat der Ferrochelatase, welche PPIX in Ham umwandelt, zu einer
verstarkten PPIX-Aufnahme in Tumoren fuhren (Rasetti 1966, Dailey 1984,
Schoenfeld 1988, El-Sharabasy 1992, van Hillegersberg 1992, del Batlle 1993).

Auch konnte eine Anreicherung von PPIX im Epithel, nicht jedoch in
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subepithelialen Schichten beobachtet werden (Divaris 1990, Bedwell 1992, Loh
1993a, Loh 1993b, Steinbach 1994, Kriegmeier 1995). Dieser Unterschied in
der Synthesekapazitat fur PPIX wird auf den unterschiedlichen Ham-Bedarf der
Gewebeschichten zurtckgeftihrt (Loh 1993b). Zellen mit hoéherer Stoff-
wechselaktivitdt, so moglicherweise auch HPV-infizierte Zellen im Epithel der
Urethra, reichern PPIX vermehrt an. Diese Mehranreicherung von PPIX und
dessen fluoreszierende Eigenschaft kbnnen unter einer Beleuchtung im blauen
Spektralbereich bei 390-420 nm genutzt werden. In der Fluoreszenz-
endoskopie sollten sich somit rot fluoreszierende HPV-infizierte Epithellasionen
zeigen, die sich scharf von einer weniger protoporphyrinhaltigen blauen Normal-

schleimhaut abgrenzen.
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2. Material und Methoden

2.1 Deltaaminolavulinsdure als Anregungssubstanz der Fluoreszenz-
urethroskopie

2.1.1 Wahl der geeigneten Applikationsform

Bereits in den verschiedenen Fachdisziplinen wie Urologie, Dermatologie,
Gynéakologie sowie in der HNO-Heilkunde wurden HPV-assoziierte Epithel-
lasionen fluoreszenztechnisch untersucht. Auf Grund der unterschiedlichen
Lokalisationen der HPV-Lasionen sowie der unterschiedlichen Verhornungs-
zustande der verschiedenen Epitheltypen missen Applikationsmedien, Konzen-
trationen und Expositionsintervalle spezifisch modifiziert und optimiert werden.
In der Gynakologie wurden bei Condylomata acuminata des &uf3eren Genitale
wegen der starken Verhornung der Effloreszenzen 2,5%ige 5-ALA-Salbe und
20%ige 5-ALA-Creme verwendet. Hiermit wurde nach 90 Minuten eine selektive
Darstellung der Kondylome erreicht (Fehr 1996). Andere benutzten bei der
topischen 5-ALA-Applikation spezielle Tragersubstanzen wie DMSO (Peng
1997) oder Ferrochelatoren (Smetana 1997), um die Photosensibilitat zu
verstarken. Um 5-ALA in der Urethra anwenden zu kodnnen, musste ein
geeignetes Applikationsmedium gefunden werden. Das Medium (NaCl-Ldsung)
sollte sich im Vergleich zur Darreichungsform fir die Harnblase wesentlich
viskdser verhalten. Bei einem zu flissigen Medium kommt es zu einem
frihzeitigen AusflieRen der ALA-LOsung aus der Harnréhre. Die Arbeitsgruppe
de Blois et al. (de Blois 2002) erforschte den Einfluss des pH-Wertes sowie der
Osmolaritat auf die 5-ALA-Stabilitat. Sie fand heraus, dass die Stabilitat der
Verbindung entscheidend vom pH-Wert abhangig ist. Der Einfluss der
Osmolaritat hingegen kann als gering und nicht signifikant gesehen werden. Bei
alkalischen Medien wird die 5-ALA-Verbindung instabil. Die stabilste Form fand
sich im sauren Milieu bei einem pH-Wert von 5. Dies erklart sich unter anderem
durch die beiden Sauregruppen in der Verbindung (de Blois 2002). FUr unsere
Zwecke erwies sich handelsibliches Instillagel® als besonders geeignet. Durch
die Gelform konnte ein vorzeitiges AusflieBen aus der Harnrbhre verhindert
werden. Des Weiteren trug der mit 5,5 leicht saure pH-Wert der Lésung zur

Stabilitat der ALA-Molekile bei und verhinderte deren Ausféllung. Auch der
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lokalandsthetische Effekt des Instillagels wirkte sich positiv auf die
Vertraglichkeit und Patientencompliance aus. So konnte die ansonsten
bekanntlich leicht brennende und stechende Nebenwirkung bei der 5-ALA-
Applikation auf ein kaum wahrnehmbares Mafld gemindert werden. Wichtig ist
die absolut sterile Herstellung des ALA-Instillationsgemisches, das frisch und

lichtgeschutzt verpackt beim Patienten angewendet werden muss.

BmbH - Postiach 303629 - D

C 506
minolivulinsurehydroc
1.8 g Lyophilisat

ctEfl!l‘r‘uul |u1n§t’pfliu|

klinischen Prifung be

Abbildung 3: 5-ALA (Fa. Medac, Wedel)

Der Orginalapplikator des Instillagels kann problemlos wieder verwendet
werden, um das sterile ALA-Instillationsgemisch aufzunehmen und gefahrlos in
die Urethra zu applizieren. Die spezielle Applikationsspritze ermdglicht dabei
eine ausreichend tiefe Applikation des Gels in die Urethra, ohne eine
Katheterisierung des Patienten notwendig zu machen. Dabei wird die
Applikationsspritze der Instillagel-Spritze bis in die Fossa navicularis eingefuhrt
und der Meatus bei gestrecktem Penis leicht komprimiert. So flief3t die Lésung
einfach in die Urethra und fullt mit 10 ml des Gels die gesamte Harnrdhre bis
zum SchlieBmuskel. Der Patient spurt die Fullung der Urethra ohne Druck.
Nach Entfernung der Applikationskatheterspritze aus der &auf3eren Urethral-
Offnung verhindert der Patient das vorzeitige Ausflieen, indem er nun mit
Zeigefinger und Daumen den Meatus zart komprimierend verschliel3t. So
angeflllt kann die ALA-Instillationsgellésung gleichmalig alle Urethralbereiche
erreichen, in denen HPV-Lasionen zu erwarten sind. Der Musculus sphinkter

externus verhindert dabei auch ein AbflieBen in Richtung Harnblase. Die
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Harnblase muss und sollte nicht geflllt werden. Das Urothel der Harnblase ist
fur die HPV-Vermehrung primar ungeeignet und lasst die Entstehung von HPV-

Lasionen nur in Ausnahmefallen (Immunsuppremierte) zu.

2.1.2 Dosisfindung fur die 5-ALA-induzierte Fluoreszenzurethroskopie
von HPV-Lasionen
Wie bereits in Kapitel 2.1.1 erklart, sind flr eine optimale Beurteilung der
Fluoreszenzdiagnostik verschiedene Faktoren wichtig. So sind neben den
Tragersubstanzen auch die 5-ALA-Konzentrationen sowie die 5-ALA-
Expositionsintervalle von entscheidender Bedeutung. Diese Variablen missen
fur die jeweiligen diagnostischen Indikationen der Fluoreszenztechnik spezifisch
modifiziert und optimiert werden. Als Orientierung bei der Dosisfindung fir die
5-ALA-induzierte Fluoreszenzurethroskopie von HPV-Lasionen diente mir die
5-ALA-gestitzte Diagnostik des Harnblasenkarzinoms. Der klinische Aspekt
dieser unterschiedlich verursachten und in verschiedenen Epithelien nach-
weisbaren Tumore ist verbluffend &hnlich. Es mussten jedoch die ALA-
Konzentrationen sowie die 5-ALA-Expositionsdauer an die Schleimhautver-
haltnisse der Urethra angepasst werden. Eine zu hoch konzentrierte ALA-
Losung fuhrte zu unspezifischer Fluoreszenz, da auch die nicht HPV-infizierten
Normalzellen die ALA-L6sung aufnahmen und schlie3lich PPIX akkumulierten.
Bei der Urethroskopie zeigte sich dem Untersucher in diesen Fallungen eine
unspezifische Grundfluoreszenz der gesamten Harnrohre. Eine eindeutige
Abgrenzung HPV-infizierter Zellen gegeniuber Normalzellen war somit nicht
ausreichend mdglich. Auch eine zu lange Expositionsdauer optimal dosierter
ALA-L6sung in der Urethra brachte keine verwertbaren Ergebnisse. Auch hier
war eine brauchbare Diskriminierung HPV-assoziierter Schleimhautver-
anderungen gegeniber dem Normalepithel nicht mdglich. In weiteren grund-
legenden klinischen Versuchen konnte schlielich die optimale ALA-
Konzentration gefunden werden. Auch die notwendige Expositionsdauer konnte
klar definiert werden. Um eine Klinisch eindeutige Demarkierung der HPV-
Lasionen zu ermoglichen, wurde die PPIX-Synthesezeit bis zur Durchfiihrung
der Fluoreszenzurethroskopie eingegrenzt. Dadurch wurden die Patienten

psychisch und zeitlich kaum belastet.
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In der Dosisfindung wurde mit drei verschiedenen Konzentrationen der 5-ALA-
Instillagellésung gearbeitet. Instillagel hatte sich durch seine zahe Viskositéat als
handelsibliche Ldsung fur Urethra-Instillationen und auf Grund seines idealen
pH-Wertes, der das Ausfallen der ALA-Molekile verhindert, bewéahrt. Wahrend
5-ALA in 1%iger Konzentration in der Kochsalzldsung nach Instillation in die
Blase vor der Blasentumordiagnostik flir mindestens 1-2 Stunden verbleibt,
fuhrte in meiner Untersuchung die gleiche Konzentration bei gleicher ALA-
Expositionszeit in der Urethra zu dem erwarteten unerwtinscht ausgepragten

Grundfluoreszenz-Ph&nomen des gesamten Epithels.

1 Std. 3 Std. 5 Std.
0,1 % |negativ positiv positiv
0,5 % |positiv positiv positiv
1 % |positiv positiv positiv

Tabelle 2:  Feststellung klinisch unbrauchbarer, ubiquitarer Grundfluoreszenz
nach verschiedenen PPIX-Syntheseintervallen und 5-ALA-
Konzentrationen in der Urethra (Messung an der

Normalschleimhaut)

Auch wegen der klinischen Unverwendbarkeit sollte die 5-ALA-Expositions-
dauer so kurz wie mdoglich gehalten werden. 15-minitige Kompression der
auBReren Urethra-Offnung nach Instillation der ALA-Instillagelldsung und ALA-
Exposition in der Urethra stellten sich als praktikabel heraus. Versuchsreihen
mit unterschiedlich konzentrierten 5-ALA-Instillagellésungen zeigten, dass nur
eine niedrig konzentrierte Losung (0,1% ALA-Instillagel) eine unspezifische
Grundfluoreszenz verhindern konnte. Aber selbst bei dieser Konzentration
bildete das Normalepithel der Urethra noch stérend viel PPIX, wenn mehr als
eine Stunde zwischen der 5-ALA-Instillation und der Fluoreszenzuntersuchung

lag.



19

1 Std. 3 Std. 5 Std.
0,1 % positiv positiv positiv
0,5% positiv positiv positiv
1% positiv positiv positiv

Tabelle 3:  Feststellung von PPIX-Fluoreszenz (Messung in HPV-assoziierten

Epithelverdnderungen der Urethra)

Im Gegensatz zur Fluoreszenzdiagnostik der Harnblase bedarf es bei der
Fluoreszenzurethroskopie von HPV-Tumoren nicht nur einer geringeren ALA-
Konzentration, sondern es musste auch das diagnostische Zeitfenster
wesentlich strenger beachtet werden. Wurden diese Vorgaben allerdings ein-
gehalten, ermoglichte die Fluoreszenztechnik, eine klinisch scharfe Demar-

kierung aller HPV-L&sionen in der Urethra zu reproduzieren.

B eeeeeee—
(

15 Minuten 45-60 Minuten

['opische Applikation Anreicherung von luore
von S-Aminolédvulin- Protoporphyrin 1X uretl

sdure (0,1% Losung)

Abbildung 4: Synthese von PPIX nach 15-minitiger Exposition von 0,1%iger
ALA-L6sung ermdglicht die Diskriminierung von HPV-L&sionen in

der Urethra
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2.1.3 Klinisch standardisierte Durchfihrung der
Fluoreszenzurethroskopie

Nach Desinfektion des aul3eren Genitales mit tblichen Desinfektionsmitteln
wird eine Stunde vor Beginn der geplanten Urethroskopie dem Patienten eine
sterile 0,1%ige LOsung aus 5-Aminolavulinsaure (ALA) und Instillagel® (Farco-
Pharma, Koln, Germany) in die Harnrbhre instilliert. Die Harnblase des
Patienten sollte nach Moglichkeit zuvor nicht entleert sein, um spéater ein
Ausspulen der Losung gewéhrleisten zu kdnnen. Als glnstig fir den Patienten
ergab sich eine liegende Position. Der Patient wird aufgefordert, durch manuelle
Kompression der Glans penis ein vorzeitiges Ausflielen der Losung aus der
Urethra zu verhindern. Dazu komprimiert der Patient mit Zeigefinger und
Daumen die aulRere Harnrbhre leicht. Die Instillation und Exposition der ALA-
Instillagellésung ist fur den Patienten schmerzlos, da in der Lésung ein
Lokalanasthetikum enthalten ist. Der Patient muss die Dauer der Exposition von
ALA-Instillagel  kontrollieren koénnen. Die Auswertung der Kklinischen
Untersuchungen hat ergeben, dass die optimale Expositionszeit in der
Harnréhre fir die ALA-L6sung 15 Minuten betragt. Nach den eigenen
Fluoreszenzspektralmessungen wird hierbei eine 17,8fach hdhere Konzen-
tration von Protoporphyrin IX in den HPV-infizierten Zellen erreicht. Dieser
Unterschied in der PPIX-Konzentration gegentiber Normalzellen reicht fir eine
klinisch selektive Darstellung der HPV-Lasionen. Der Patient wird nun
aufgefordert, durch Miktion die ALA-LOsung aus der Harnréhre zu spuilen, um
eine unspezifische PPIX-Akkumulation im Normalgewebe zu verhindern.
AnschlieBend kann nach einer Stunde die Fluoreszenzurethroskopie

durchgefuhrt werden. In dieser Zeit erfolgt die PPIX-Synthese.
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2.2  Fluoreszenznachweis in situ

2.2.1 Urethroskop

Fur die Spiegelung der Urethra stehen heute verschiedene starre und flexible
Endoskope zur Verfligung. Unterschiedlich sind auch Abwinklungsgrade der
Optiken in diesen Geraten und die Durchmesser der Endoskope. Grundsétzlich
ermdglichen dabei Endoskopschafte mit groRerem Durchmesser durch grol3ere
Spulkanéle sowie das Einfihren grofRerer Arbeitselemente in speziellen
Arbeitskanélen bessere Sicht. Die bei Zystoskopien in der Regel bei sechs Uhr
ausgeschnittenen Schafte eignen sich fur Urethroskopien weniger, da zur
Beurteilung des Meatus und der distalen Urethra der Spilstrom aul3erhalb der
Urethra austritt. Das ideale Urethroskop sollte damit einen geraden oder
minimal schragen Schaftabschluss besitzen und tber einen ausreichend weiten
Arbeitskanal und Spulkanal verfigen. Wir machten mit 20 Charriere grol3en
Schéaften 0-Grad- und 30-Grad-Optiken die besten Erfahrungen. Um den
Meatus unter Wasserspulung optimal einstellen zu kdnnen, wurde gelegentlich
ein so genannter Nickel-Trichter verwendet, der Uber den Urethroskopschaft
gestulpt wurde, um eine Wasserkammer mit Trichterabschluss zur Glans penis
erzeugen zu konnen. Der Arbeitskankal des Urethroskopes muss eine 400
pm/600 pum Lichtleiterfaser des Nd:YAG-Lasers aufnehmen kdnnen. Biopsien
aus der Urethra wurden mit speziellen Zangeneinsatzen fur das Urethroskop
durchgefihrt. Die Endoskopie bei HPV-Erkrankten erfolgte entweder unter
direkter Sichtkontrolle durch die Optiken des Endoskops oder tber Videotechnik
(CCD-Kamera und Videomonitor). Durch die technische Bildverarbeitung waren
insbesondere schwache Fluoreszenzunterschiede der Urethralschleimhaut
deutlicher zu detektieren. Ein weiterer Vorteil der videogestitzen Fluoreszenz-
endoskopie ist die Mdglichkeit zur Befunddokumentation und damit zur
reproduzierbaren Bildauswertung. Dies kann insbesondere bei schwacher
Fluoreszenz und raschem Ausbleichen (bleaching) der Schleimhautbefunde in
der Urethra sehr wichtig sein. Bei ambulanter Urethroskopie wurden kleinere
Endoskope (Kinderzystoskope) verwendet, um die Urethroskopie fiur die

Patienten mdglichst atraumatisch zu gestalten.
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2.2.2 Bildgebende Fluoreszenzdetektion in der Harnrohre

Fur die Durchfiihrung der Fluoreszenzurethroskopie bendtigt man zusatzlich zu
einem handelstblichen Urethroskop eine spezielle leistungsstarke Lichtquelle,
die besonders im blauen Spektralbereich ihr Maximum aufweist und somit die
Fluoreszenz in Protoporphyrin IX-haltigen Zellen anregen kann. Ich verwen-

dete das so genannte D-LIGHT (Firma Karl Storz GmbH, Tuttlingen) als

Hochleistungslichtquelle.

Abbildung 5: Fluoreszenzanregungslichtquelle ,D-Light* der Firma Karl Storz,

Tuttlingen (Baumgartner 1999)

Der Fluoreszenzfarbstoff Protoporphyrin IX als biologischer Photosensitizer
absorbiert besonders im blauen Spektralbereich das Anregungslicht, dessen
Energie in Form von rotem Fluoreszenzlicht wieder abgegeben wird. Um einen
effizienten Farbkontrast im Videobild zu erhalten, wird der Kamera ein
Beobachtungsfilter vorgeschaltet. Dieser Filter reduziert das diffus vom Gewebe
zuruckstrahlende blaue Anregungslicht, transmittiert jedoch das fur die
Fluoreszenz entscheidende rote Licht. Der Farbkontrast wird somit bildgebend
optimiert. Des Weiteren ist ein so genannter Anregungsfilter der Weil3lichtquelle
vorgeschaltet. Dieser Anregungsfilter bewirkt eine hohe Transmission im
violetten Spektralbereich und gleichzeitig eine hohe Blockung des Uubrigen
Spektralbereiches. Eine leistungsstarke Lichtquelle, das D-Light, der
Beobachtungsfilter und der Anregungsfilter bestimmen die Intensitat des vom
Beobachter wahrgenommenen Kontrastes zwischen dem fluoreszierenden und
dem nicht fluoreszierenden Gewebe. Die Endoskop-Optik mit entsprechenden

Filtersystemen wird einem handelsiblichen Urethroskop aufgesetzt. Mit einem
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einfachen Ful3schalter kann zwischen dem konventionellen Wei3licht und dem
blauvioletten Anregungslicht umgeschaltet werden. Im D-Light-Modus de-
markieren sich die HPV-assoziierten Lasionen rotlich fluoreszierend gegenuber
der blauvioletten Normalschleimhaut auf Grund unterschiedlichen Gehaltes an
Protoporphyrin I1X. So konnten erstmals neben klinischen HPV-Lasionen, wie
Condylomata acuminata, auch die subklinischen HPV-L&asionen in der
Harnréhre dargestellt werden. Fir eine intraoperative Videodokumentation bei
der Fluoreszenzurethroskopie ist eine spezielle CCD-Endokamera (Charge-
Coupled-Device) nétig, da handelstbliche Endoskopkameras zur Aufnahme der
relativ lichtschwachen Fluoreszenzbilder nicht geeignet sind. Die Videokamera
wird mit der Lichtquelle am Kamerakopf verbunden, so dass der Operateur

jederzeit entsprechende Aufnahmen machen kann.

2.2.3 Spektroskopische Messungen in der Harnrdohre

Mit einem Spektrometer wird Licht auf seine verschiedenen spektralen
Bestandteile untersucht. Damit ist es mdglich, die Protoporphyrin [IX-
Fluoreszenz und die Gewebeeigenfluoreszenz quantitativ zu ermitteln. Uber
einen Strahlteiler wird ein Teil des durch das Okular aus dem Endoskop
tretenden Lichtes Uber eine Optik auf das Ende einer Glasfaser (Quarzlichtleiter
mit 400 um Kerndurchmesser) abgebildet. Die Glasfaser leitet das Licht zu
einem Spektrometer (S2000-3L, Mikropack, Ostfildern, Deutschland), welcher
an einen Computer angeschlossen ist. Mit Hilfe einer sensitiven
Endoskopkamera (Tricam SL, K. Storz, Tuttlingen) sowie eines
Bildverarbeitungssystems (Optimas, Stemmer, Puchheim) werden die
Fluoreszenzbilder erfasst und digitalisiert. Die Optik wurde so konzipiert, dass
eine Urethralflache von ca. 1 mm Durchmesser auf den Lichtleiter abgebildet
wird. FUr die Messung muss der Untersucher unter visueller Kontrolle das
Endoskop in das zu untersuchende anatomische Areal positionieren. Der
Abstand zum Urothel sollte bei der Messung ca. 1 cm betragen. Bei einer nun
anschlieBenden Aufnahme der PPIX-Fluoreszenzintensitat mittels eines
Spektrometers wird die Gesamtfluoreszenz, d.h. die Summe von Auto-
fluoreszenz und PPIX-Fluoreszenz bestimmt. Die Autofluoreszenz macht sich

hier jedoch als Untergrund, der die PPIX-Fluoreszenzintensitat Uberlagert,
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bemerkbar. Um das reine PPIX-Fluoreszenzsignal zu erhalten, muss die
Autofluoreszenzintensitat bei 635 nm von der Gesamtfluoreszenz abgezogen
werden. Durch die Division des PPIX-Fluoreszenzsignals durch das Signal der
reinen Autofluoreszenz erhalt man die dimensionslose Ratio. Sowohl die
Leistungsschwankung der Anregungslichtquelle als auch die Veranderung der
geometrischen Faktoren wie Abstand und Beobachtungswinkel werden somit
korrigiert (Wagner 2000). Mit dem Spektrometer wurde so Fluoreszenz der

Normalschleimhaut als auch die Fluoreszenz der HPV-Effloreszenz gemessen.

2.2.4 Patienten und klinische Evaluationsstudien

Zum Thema der Fluoreszenzurethroskopie wurden bereits verschiedene
Fragestellungen an unterschiedlich groRen Kollektiven untersucht. In einer
retrospektiven Studie (Zaak, Hofstetter 2003) wurden 168 Patienten
ausgewertet, die im Zeitraum von 1988 bis 2000 im Klinikum Grol3hadern an
Condylomata acuminata der Harnrbhre mittels Nd:YAG-Laser behandelt
wurden. Von 1988 bis 1995 wurden 93 Patienten unter Weil3lichtbedingungen
mit dem Nd:YAG-Laser wegen Harnr6hrenkondylomen therapiert. Im Zeitraum
von 1995 bis 2000 erfolgten bei 75 Patienten bei gleicher Indikation Nd:YAG-
Laserbehandlungen unter Fluoreszenzkontrolle. Die Patienten beider Gruppen
wurden engmaschig nach erfolgter Operation in einem Abstand von zwei
Wochen, zwei Monaten, sechs Monaten und einem Jahr auf eventuelle
Rezidive von Condyloma acuminata urethroskopiert. Rezidivhaufigkeit und
Lokalisation der Rezidive in der Harnr6hre wurden dokumentiert. Eine andere
Studie (Schneede, Minch 2001) befasste sich mit der klinischen Evaluation der
Fluoreszenzurethroskopie. Hier wurden 84 Patienten, die an Condyloma
acuminata erkrankten, untersucht. Bei 43 dieser Patienten konnten Kondylome
der Harnrohre nachgewiesen werden. Patienten, die klinische Effloreszenzen
der Harnrbhre aufwiesen, wurde zur histologischen Sicherung eine Gewebe-
probe entnommen. LieRen sich mit Hilfe der PDD-Methode subklinische
Effloreszenzen vermuten, wurden Proben der auffalligen Schleimhaut sowie
auch der angrenzenden unauffalligen Schleimhaut entnommen. Zur weiteren
Analyse wurden diese fur eine HPV-DNA-Sequenzierung in ein Referenzlabor

geschickt. Ein weiterer Teil der Proben wurde nach spezieller Farbung
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histologisch untersucht. Bei beiden Studien war ich an den Follow-up-Kontrollen

und Auswertungen maf3geblich beteiligt .

2.3 Fluoreszenznachweis mikroskopisch

2.3.1 Aufbereitung der Biopsien

Fur eine histologische und labortechnische Korrelation der HPV-Befunde
wurden einigen Patienten Probebiopsien aus fluoreszenzpositivem Gewebe
entnommen. Die Biopsien wurden nach Entnahme in zwei Teile getrennt.
AnschlieRend wurden sie in flussigem Stickstoff eingefroren und um einem
Ausbleichen vorzubeugen gegen Licht geschuitzt. Fir eine weitere Aufbereitung
wurde nun der eine Probenteil in ein spezielles Medium eingebettet (TissueTek,
Miles Inc., Elkhart, IN, U.S.A). Von dieser Probe wurden anschlieRend
Gefrierschnitte angefertigt und fir eine histopathologische Bewertung Hama-
toxylin-Eosin-Farbungen durchgefiihrt. Der andere Teil der Probe wurde zur
Laboranalyse in ein Referenzlabor nach Hamburg verschickt und dort wie in

Punkt 2.3.3 beschrieben ausgewertet.

2.3.2 Mikroskopische Fluoreszenzmessung

2.3.2.1 Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops

Fur die fluoreszenzmikroskopische Messung der Gefrierschnitte verwendete ich
ein inverses Forschungsmikroskop (DM IRBE, Leica, Deutschland) mit einem
1,6 fachen Objektiv. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte durch seitliche Be-
strahlung des Objekttrdgers unter einem Winkel von 45 Grad. Als
Anregungslichtquelle wurde eine Xenon Lampe (Typ 615, Karl Storz, Tuttlingen,
Deutschland) verwendet, deren Emissionsspektren durch zwei Filter (Schott
BG28/2 nm und Kurzpass 445 nm) auf einen Bereich zwischen 390 nm und 450
nm begrenzt wurde. Um ein vorzeitiges Photobleaching der Préparate zu
verhindern, wurde in die Bestrahlungsvorrichtung ein Shutter integriert. Somit
konnte die Fluoreszenzanregung auf den Beobachtungszeitraum begrenzt

werden.
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Fur die Unterdriickung des remittierenden Anregungslichtes wurde ein 460 nm
Langpass Detektionsfilter (D-Block, Leitz, Wetzlar, Deutschland) in den Strah-

lengang des Mikroskops eingebracht.

Fluoreszenz-
anregungs-
lichtquelle

Bildverarbeitungs-
rechner

CCD-Kamera

a=.f

7S M:A/\ Spektrometer

Abbildung 6: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus zur

Fluoreszenzmikroskopie

2.3.2.2 Dokumentation

Zur Dokumentation des mikroskopischen Fluoreszenzbildes wurde eine Drei-
Chip CCD Kamera (Tricam SL PAL PDD, Karl Storz, Tuttlingen Deutschland)
am Kameraausgang des Mikroskops angeschlossen. Fir eine Kontrast-
erhbhung wurden die RGB-Verstarkerfolien an die Kamera angepasst und
Integrationszeiten von 0,5 bis 2 Sekunden verwendet. Zur Darstellung und
Speicherung der Fluoreszenzbilder wurde ein PC mit Framegrabber-Karte
verwendet. Als Bildbearbeitungssoftware verwendeten wir das Programm

Optimas (Optimas 6.2, Media Cybernetics, Silver spring, MD, U.S.A.).

2.3.2.3 Spektroskopie
Um die mikroskopisch beobachtete Fluoreszenz spektroskopisch untersuchen
zu koénnen, wurde ein optischer Vierkanalanalysator (Princeton Instruments,

Trenton, NJ, U.S.A.) uber ein Faserblindel an den Kameraausgang des
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Mikroskops angeschlossen. Das Fluoreszenzanregungslicht wurde mit einem
450 nm Langpass-Filter unterdriickt. Die Spektren wurden mit einer Spaltbreite
von 250 um und einer Integrationszeit von vier Sekunden aufgenommen. Die

spektrale Auflésung betrug 2 nm.

2.3.3 Laboranalyse der Biopsien

Die HPV-Typisierung wurde in einem Hamburger Kooperationslabor (IPM,
Hamburg) mit speziellen Polymerasekettenreaktions-Verfahren (PCR) durch-
gefuhrt. Die HPV-Analyse des Probenmaterials erfolgte durch PCR sowie
nested-PCR, wodurch HPV-DNA mit gré3tmdglicher Sensitivitdt nachgewiesen
werden konnte. Durch die anschlieBende HPV-Typbestimmung mittels
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus-Analyse (RFLP) und Hybridi-
sierung mit gentechnischen HPV-Sonden konnte eine spezifische ldentifikation
nahezu fast aller bis zu diesem Zeitpunkt bekannter HPV-Genotypen erfolgen.
Die Zuverlassigkeit des Verfahrens wurde in einer multizentrischen Studie 1998
validiert (Nindl 1999). Fur den Nachweis von HPV-DNA muss als erster Schritt
die HPV-DNA isoliert werden. Hierzu wird ein Teil der DNA aus dem
Probenmaterial extrahiert und anschlieRend denaturiert. Als nachster Schritt
erfolgt eine Amplifizierung der HPV-DNA mittels PCR. Die Amplifikation von
HPV-DNA erfolgt in Abhangigkeit vom klinischen Material mit unterschiedlichen
Primern. Diese Primer amplifizieren ein genau definiertes DNA-Segment. Fur
den Nachweis genitaler HPV-DNA verwendet man primar die Konsensus—
Primer MY09 und MY11 und die Primer CP66 und CP69. Um die Sensitivitat
der MY-PCR zu erh6hen, wird bei einem negativen Ergebnis eine nested-PCR
mit den Primern MYN9 und MYN10 durchgefuhrt. Eine PCR umfasst insgesamt
40 Zyklen. Die PCR-Produkte werden anschlieRend gelelektrophoretisch
analysiert. Die sich anschlieRende HPV-Typisierung erfolgt mittels Restriktions-
fragment-Langenpolymorphismus-Analyse (RFLP) und anschlieRender Hybridi-
sierung mit HPV-genus-spezifischen Sonden. Bei der RFLP-Analyse schneiden
Enzyme die DNA an bestimmten Basenkombinationen. Verwendet man
mehrere Enzyme, die an genau definierten Stellen schneiden, ergibt die
Kombination der Schnittmuster fur jeden HPV-Typ ein spezifisches Bild.

Anhand dieses Bildes kann nun der zugrundeliegende HPV-Typ bestimmt
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werden. Die durch RFLP gewonnenen Bandenmuster kénnen jedoch beim
Vorhandensein gro3erer Mengen an Restriktionsfragmenten, wie sie durch
unspezifische PCR-Produkte oder mehrerer enthaltener HPV-Typen
vorkommen kdnnen, unklar sein. Um nun die Spezifitat sowie die Sensitivitat zu
erhohen, erfolgt die Hybridisierung mit HPV-genus-spezifischen Sonden. Diese
Sonden binden an definierte Basensequenzen der zuvor amplifizierten HPV-
DNA. Hierdurch wird das Restriktionsfragment sichtbar, das mit der Sonde
hybridisiert hat. Durch diesen Vorgang reduziert sich die Anzahl der sichtbaren
Fragmente je Restriktionsenzym auf eins pro vorhandenen HPV-Typ. Anhand
des Musters der mit Hilfe der Sonden hybridisierten Fragmente kann schliel3lich

der HPV-Typ genau definiert werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Fluoreszenz in der Urethra nach PPIX Anreicherung

Nach erfolgter Inkubation mit 5-ALA war bei allen Patienten PPIX-Fluoreszenz
in der Urethra makroskopisch nachweisbar. Die klinisch unter Weil3licht sicht-
baren HPV-L&sionen zeigten eine erhdhte Anreicherung von PPIX. Je nach ver-
wendetem Filtersystem erschien das Normalgewebe blau-violett oder grtnlich
in der Betrachtung. Neben den klinischen HPV-L&sionen konnten auch
subklinische HPV-Lasionen mit dieser Technik dargestellt werden. Die in Abbil-
dung 7b markierten, im Epithelniveau gelegenen, subklinischen Satellitenherde
waren unter normaler Weildlichtbeleuchtung (Abbildung 7a) sehr leicht Uber-
sehen worden. Bei der Fluoreszenzausleuchtung nach 5-ALA-Applikation
konnte die auf Grund der PPIX-Fluoreszenz rot gefarbte und kontrastreich vom
blau-violetten Langenwellenbereich des Anregungslichtes erscheinende HPV-

Lasion klar vom umliegenden Gewebe abgegrenzt werden.

Abbildung 7a und 7b: Klinische und subklinische Satellitenherde unter

Weildlichtbeleuchtung und nach PPIX-Fluoreszenz



30

In Abbildung 8 demarkiert sich ein intraurethral gelegenes Harnrohren-
kondylom, welches sich analog durch die vermehrte PPIX-Anreicherung leuch-

tend rot darstellt. Die Normalschleimhaut stellt sich blau-violett dar.

Abbildung 8: Harnréhrenkondylom nach PPIX Anreicherung

In der Fluoreszenzmikroskopie dieses Befundes (Abbildung 9) wird deutlich,
dass die Protoporphyrin IX-Anreicherung auf das Epithel der Harn-
réhrenkondylome beschrankt ist und nicht das subepitheliale Stoma der

Kondylome erreicht.
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Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopischer Befund eines Harnréhrenkondyloms

3.2 Spektroskopische Messungen in der Harnrdohre

In Abbildung 10 ist ein typisches Fluoreszenzbild einer HPV-Lasion dargestellt.
Man erkennt deutlich das intensiv rot fluoreszierende HPV-Gewebe, das sich
vom blau-violetten Normalgewebe abgrenzt. Das Fluoreszenzspektrum hierzu
(Abbildung 11) weist in der HPV-L&sion bei 635 nm einen deutlich héheren
PPIX-Peak auf als im Normalgewebe. Das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat
fur den PPIX-Peak bei 635 nm zur Autofluoreszenz ergab eine bis zu 17,7-mal
hohere Ratio von PPIX in der L&asion im Vergleich zum Normalgewebe. Im
Laufe der Untersuchungen zeigte sich, dass der Fluoreszenzuntergrund je nach
Lokalisation in der Harnrohre stark variierte. Um dies zu untersuchen, wurde bei
vier Patienten mit kleinen HPV-Lasionen in der Urethra lokalisationsabhanige
Spektralmessungen der makroskopisch sichtbaren Fluoreszenz durchgefihrt.
Abbildung 12 zeigt das Ratio bei einer Fluoreszenz von 635 nm/550 nm in
Abhé&ngigkeit von der Lokalisation in der Urethra. In der proximalen Harnrohre
lag das Ratio bei 1,5. In der Fossa navicularis konnte ein Ratio von 3,2
errechnet werden. Die grofiten Werte mit einem Ratio von 4,2 wurden am

Meatus urethrae gemessen. Es konnte somit gezeigt werden, dass die
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Grundfluoreszenz von der proximalen Harnréhre bis zum Meatus urethrae stark

zunimmt.

Abbildung 10: Fluoreszenzbild einer HPV-L&sion
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Abbildung 11: Fluoreszenzspektrum einer HPV-Lasion

Meatus urethrae

Fossa navicularis

roximale [UE1RE

(n=4 Patienten)

Abbildung 12: Ratio in der Urethra



3.3 Lokalisation der HPV-Lasionen bei der Fluoreszenzurethroskopie-
kontrolle

Von 1988 bis 2000 wurden im Klinikum GrofRhadern insgesamt 168 Patienten
im Alter von 18-59 Jahren (Median 27 Jahre) an Condylomata acuminata der
Harnrohre mit dem Nd:YAG-Laser behandelt. Von 1988 bis 1995 waren es 93
Patienten, die unter Weil3licht-Urethroskopie mit dem Nd:YAG-Laser therapiert
wurden. Von 1995-2000 wurden 75 Patienten intraurethral unter Kontrolle der
Methode der Photodynamischen Diagnostik nach Applikation von 5-ALA mit
dem Nd:YAG-Laser behandelt. Insgesamt konnten bei 155 von 168 Patienten
die Kondylome mit nur einer Laserbehandlung, das heil3t ohne Auftreten
weiterer Befunde innerhalb eines Jahres, klinisch saniert werden. Bei 13
Patienten musste in weiteren Sitzungen nochmals gelasert werden. 8 Patienten
benotigten zwei spatere Laserungen, 4 Patienten wurden dreimalig und ein
Patient wurde insgesamt viermal gelasert. Bei den insgesamt durchgefiihrten
187 Nd:YAG-Laserbehandlungen wurden in einem Zeitraum von einem Jahr
alle Patienten saniert. Die Patienten wurden engmaschig, nach erfolgter
Operation, in einem Abstand von zwei Wochen, zwei Monaten, sechs Monaten
und einem Jahr auf eventuelle Rezidive von Condyloma acuminata
urethroskopiert. Dabei lag die Rezidivhaufigkeit der insgesamt gelaserten
Patienten bei 35,7%. Diese Patienten wurden in weiteren Sitzungen mit dem
Nd:YAG-Laser behandelt Die Verteilung der Rezidive in der Urethra war
unterschiedlich. Bei 100 von insgesamt 168 (59,5%) Patienten traten Rezidive
nur am Meatus urethrae externus auf. Bei 13 (7,7%) Patienten konnten
Rezidive nur in der Fossa navicularis gezeigt werden. 47 (28%) Patienten
zeigten Rezidive am Meatus urethrae externus sowie in der Fossa navicularis

auf. In der distalen Harnréhre traten bei 8 (4,8%) Patienten Rezidive auf.
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3.4  Effektivitat der Urethralcondylomtherapie mit und

ohne Fluoreszenzkontrolle
Tabelle 4 zeigt das postoperative Follow-up Uber ein Jahr von den
Patientengruppen A (konventionelle Weil3lichttechnik) und Patientengruppen B
(PDD-unterstitzte Technik).

postoperatives 2 Wochen | 2 Monate 6 Monate 1 Jahr
Follow-up nach
Untersuchung

Gruppe A 11 16 14 3
>2=44 Rezidive

Gruppe B 0 9 6 1
2=16 Rezidive

Tabelle 4:  Zeitliches Auftreten und Anzahl der Rezidive dargestellt in den

Patientengruppen A und B

In Gruppe A wurden die Patienten zusammengestellt, die von 1988 bis 1995 mit
der konventionellen Weililichttechnik urethroskopiert und anschliel3end gelasert
wurden. Die Gruppe B zeigt die Patienten, die seit 1995 mit Hilfe der
Fluoreszenzendoskopie gelasert wurden. Insgesamt konnten bei 60 (35,7%)
der Patienten Rezidive in der Harnréhre nach Laserbehandlung festgestellt
werden. Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Rezidivhaufigkeit bei den
Patienten, bei denen eine PDD-unterstitzte Lasertherapie im Gegensatz zu
einer Lasertherapie mit normalem Weildlicht durchgefihrt wurde (p<0,0001;
Chi-Quadrat-Test). Bei beiden Gruppen traten die Rezidive meistens innerhalb
der ersten zwei bis sechs Monate auf. Rezidive nach einem Jahr traten zwar
auf, kbnnen jedoch als eher selten eingestuft werden.

Tabelle 5 gibt Auskunft Gber die Ausdehnung der Erstbefunde der Kondylome in
der Harnréhre. Die meisten Effloreszenzen (58,3%) waren klein und unifokal
auftretend. Die zweitgrofdte Gruppe mit 33,9% stellten die zwar auch kleinen,

aber multifokal auftretenden Effloreszenzen dar. Einen kleinen Anteil mit 4,8%
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machten die semizirkular wachsenden grof3en Kondylome aus. Nur in 3% der
Falle fanden sich grof3e zirkular wachsende Kondylome. Man kann also sehen,
dass der Uberwiegende Teil (92,2%) der Harnrohrenkondylome eher kleine
unifokal, bzw. multifokal auftretende Kondylome waren. Semizirkular bzw.

zirkular wachsende Kondylome stellten eine Seltenheit dar.

Gruppe |Ausdehnung der HPV- Lasionen Anzahl
I Unifokal kleiner als %2 der Zirkumferenz | n=98
(58,3%)
Il Multifokal kleiner als ¥ der Zirkumferenz | n=57
(33,9%)
1] Semizirkulare, extensive HPV-Lasion n=8
der Urethra (4,8%)
\Y Zirkular, extensive HPV-Lasion n=5
der Urethra (3%)

Tabelle 5:  Ausdehnung der urethralen Kondylome bei 168 Patienten



37

Tabelle 6 zeigt die Anzahl der Rezidive in der Patientengruppe A und B in
Bezug auf die Lokalisation der Befunde in der Harnrohre. In beiden Gruppen
waren orthotopisch kontralaterale Rezidive sowie orthotopisch ipsilaterale

Befunde am haufigsten.

Lokalisation der Rezidive Gruppe A Rezidive Gruppe B
Rezidive

orthotopisch ipsilateral 17 3
orthotopisch 15

contralateral

heterotopisch proximal 10 3
heterotopisch distal 2 1

Tabelle 6: Lokalisation der Rezidive verglichen mit dem erstmaligen Auf-

treten in den Patientengruppen A und B

In Tabelle 7 wird die Haufigkeit der Rezidive nach Nd:YAG-Laserung in den Pa-
tientengruppen A (Weildlichturethroskopie) und B (PDD-gestltzte Urethros-
kopie) in Relation zur Ausdehnung der Kondylome gegentbergestellt. In den
Gruppen 1l und 1V, den groRBeren Kondylomen, war die Rezidivhaufigkeit in
beiden Patientengruppen sehr hoch und unterschieden sich nicht signifikant.
Diese Patienten der Gruppe Il und IV mussten auf Grund der ausgedehnten
Befunde mehrfach nachbehandelt werden. Dagegen konnte bei den eher
kleinen Kondylomen (Gruppe | und Il) in der Fluoreszenzgruppe eine deutlich
geringere Rezidivhaufigkeit festgestellt werden. Die Rezidivhaufigkeit war hier

signifikant geringer (p=0,007 und p=0,028; Fischer s-exakt-Test).
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Gruppe |insgesamt Rezidivhaufigkeit Rezidivhaufigkeit
in Patientengruppe A in Patientengruppe B
I 29/98 23/56 6/42 p=0,007
I 21/57 16/32 5/25 p=0,028
1 5/8 3/3 2/5  nicht signifikant
\Y 5/5 2/2 3/3  nicht signifikant

Tabelle 7:  Haufigkeit der Rezidive in den Patientengruppen A und B nach

Nd:YAG-Laserung in Relation zur Gro3e der Erstbefunde

3.5 Darstellung von subklinischen HPV-Lasionen der Urethra

Die Studie umfasste 84 Patienten im Alter von 17-42 Jahren (Median 24). Alle
Patienten erkrankten an Condyloma acuminata und wurden von Kollegen
unterschiedlicher Fachrichtungen zur Lasertherapie in die Urologische
Universitatsklinik des Klinikums der LMU GrofRhadern tberwiesen. 43 Patienten
wiesen Condyloma acuminata der Urethra auf, weitere 41 Manner erkrankten
an Kondylomen des &auf3eren Genitales. Ein Teil der Patienten (58 von
insgesamt 84 Patienten) wurde bereits mit den unterschiedlichsten Methoden
vorbehandelt. Hierunter fanden sich Behandlungen mit Podophyllotoxin,
Podophyllin, Excision, Elektroresektion und CO2z-Laserbehandlungen. Die
Patienten wiesen bis zu finf Rezidive auf, bevor sie an unserer Studie
teilnahmen. Alle Patienten wurden mit einer Lupe (funffache Vergrol3erung) vor
und nach Essigsaureapplikation am aufReren Genitale auf klinische und
subklinische Condylomata acuminata untersucht. Anschlie3end wurde nach der
bereits beschriebenen Methode 5-ALA in die Harnréhre instilliert und eine
Urethroskopie unter Weil3licht und mit dem Verfahren der PDD durchgefihrt.
Bei allen Patienten, die klinische Effloreszenzen der Harnr6hre aufwiesen,
wurde eine Gewebeprobe zur histologischen Sicherung entnommen. Bei den
Patienten, bei denen sich unter Hilfe der PDD-Methode subklinische

Effloreszenzen der Harnrbhre demarkierten, wurden Proben der auffalligen
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Schleimhaut und einer nicht demarkierten unauffallig wirkenden Schleimhaut
entnommen. Die Halfte der Proben wurde nach Entnahme sofort in fliissigem
Stickstoff konserviert. Anschliel3end wurden die Proben zur weiteren Analyse in
ein Referenzlabor fir eine Sequenzierung nach Hamburg geschickt. Die andere
Halfte der Proben wurde in Formalin fixiert, anschlieBend mit HE gefarbt und

schlief3lich histologisch untersucht.

Condylomata subklinische
acuminata HPV-Lasionen
Meatus urethrae 31 7
externus
Fossa navicularis 9 5
Proximal urethra 3 1
2=43 2=13

Tabelle 8: Lokalisation klinischer und subklinischer HPV-Lasionen unter

konventioneller- und Fluoreszenzurethroskopie

Tabelle 8 fasst die Befunde der Weildlicht- und der Fluoreszenzurethroskopie
zusammen. Der Uberwiegende Teil (92,8%) der klinischen und subklinischen
Effloreszenzen fand sich am Meatus und in der Fossa navicularis, dem distalen
Teil der Harnrbhre. Bei 7,2% der Befunde lagen die Effloreszenzen in der
proximalen Harnrohre. Alle histologisch bestatigten klinischen HPV-Efflores-
zenzen der Urethra (n=43) zeigten in der Fluoreszenzurethroskopie deutliche
Porphyrinanreicherungen und eine exakte Abgrenzung zur Normalschleimhaut.
Bei 13 Patienten konnten subklinische L&asionen nur mit Hilfe der Fluores-
zenzurethroskopie nach Applikation von 5-ALA gefunden werden. In den
histologischen Untersuchungsbefunden konnten die subklinischen HPV-
Lasionen verifiziert sowie eine Typisierung durchgefuhrt werden.

Abbildung 13 zeigt die deutlich (17,7-fach) héhere Porphyrinanreicherung der
subklinischen HPV-Effloreszenzen im Vergleich zur normalen Urethral-

schleimhaut. Bei 13 Fallen fanden sich mit der Fluoreszenzendoskopie
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subklinische HPV-Effloreszenzen, die mit der herkdmmlichen Waeildlicht-

urethroskopie nicht erkennbar waren.

Abbildung 13: Subklinische HPV-Effloreszenz im Vergleich zur normalen

Urethralschleimhaut

Bei einem Patienten, der ausschliel3lich Genitalwarzen aufwies, konnte mit Hilfe
der PDD eine subklinische Urethrallasion beobachtet werden. Zwolf Patienten
mit histologisch gesicherten urethralen HPV-Effloreszenzen zeigten sub-
klinische L&sionen bei der Fluoreszenzurethroskopie. Bei 3 der 13 fluores-
zenzendoskopisch nachgewiesenen subklinischen Lasionen konnten histo-
logisch einzelne Koilozyten identifiziert werden. Des Weiteren wurden lediglich
gering bis mittelgradige Epitheldysplasien ohne charakteristische Anzeichen
einer HPV-Infektion nachgewiesen. Die durchgefuhrten Kontrollbiopsien der
benachbarten unauffalligen Schleimhaut wurden auch histologisch als unauf-
fallig befundet. Dennoch konnte in einer Kontrollbiopsie der gleiche HPV-Typ
wie in der unmittelbar benachbarten subklinischen HPV-L&sion gefunden
werden. In Tabelle 9 werden die Ergebnisse der Analysen subklinischer HPV-

Lasionen der Urethra gezeigt. Es fanden sich haufiger (9 von 13) HPV-Low-risk-
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Typen (HPV 6, 11, 34) als High-risk-Typen (HPV 18, 31, 52, 58) in den

subklinischen HPV-L&sionen der Urethra.

HPV-Typen in subklinischen HPV- Anzahl
Lasionen der Urethra (2=13)

HPV 6

HPV 11

HPV 18

HPV 31

HPV 34

HPV 52

R R R R RN o

HPV 58

Tabelle 9:  Anzahl verschiedener HPV-Typen in subklinischen Lasionen der
Urethra
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4. Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit ist die Entwicklung und Beurteilung der Fluores-
zenzurethroskopie bei HPV-Infektionen. Es besteht grof3es Interesse an einer
Verbesserung der Diagnostik und der Therapie urethraler HPV-Infektionen, da
Humane Papillomviren, wie bereits in der Einfuhrung erwahnt, die haufigsten
Erreger von sexuell Ubertragbaren Virusinfektionen darstellen. Bei der
Diagnostik und Therapie von Harnrohrenkondylomen orientierte man sich
bisweilen an den HPV-Infektionen des aulReren Genitales (Schneede 2001). Mit
diesen Verfahren konnten jedoch in der Urethra nur Kondylome am Meatus
urethrae externus behandelt und detektiert werden. Weiter proximal gelegene
bzw. subklinische Effloreszenzen konnten bisweilen nicht klar abgegrenzt und
diagnostiziert werden. In der Literatur werden vereinzelt Mdglichkeiten zur
Diagnostik von Harnréhrenkondylomen beschrieben. Bei Urinuntersuchungen
von Patienten mit HPV-infizierten Sexualpartnern konnten in einer Studie von
Nahhas (Nahhas, 1986) keine cytologischen Veranderungen gefunden werden.
Von Omar wurde 1991 der ,PAP-TEST® fur M&nner vorgestellt. Auch hier
konnten in Abstrichen nach Papanicolau von Patienten mit dysurischen
Beschwerden keine HPV-Infektionen nachgewiesen werden. Jedoch wurden
Zellen mit koilozytdren Veranderungen beschrieben. Erst bei der an-
schlieRenden DNA-Hybridisierung konnte eine Infektion mit HPV belegt werden.
Dieser Test ist eine aufwendig durchzufihrende und kostenintensive
Mdglichkeit, HPV in der Urethra nachzuweisen ohne anschlie3end behandeln
zu konnen. Fur die Diagnostik und Behandlung von Harnréhrenkondylomen gab
es bis vor einigen Jahren keine einheitlichen Richtlinien. Erst 2000 erschienen
von internationalen (European Course on HPV associated pathology 2000) und
nationalen Gremien (Deutsche STD-Gesellschaft) therapeutische Richtlinien zur
Therapie von HPV-Infektionen der Anogenitalregion. In der vorliegenden Arbeit
wird nun erstmalig eine Demarkierung von subklinischen HPV-Effloreszenzen
mit Hilfe der Fluoreszenzurethroskopie in der Urethra vorgestellt. Hierzu musste
im Vorfeld ein Applikationsmedium und eine Substanz zur in vivo Markierung

gefunden werden.
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Erstmals wurde 1994 in der Urologie beim Harnblasenkarzinom die Methodik
der topischen Applikation von 5-Aminolavulinsdure zur in vivo Markierung
urethelialer Neoplasien erfolgreich eingesetzt. Die Gruppe um Kriegmaier
arbeitete mit einer dreiprozentigen NaCl-Losung beim Harnblasenkarzinom
(Kriegmaier 1994a, Kriegmaier 1994b, Jichlinski 1995). Die ersten erfolglosen
Versuche zur in vivo Markierung urethelialer Neoplasien wurden bereits 1966
von Whitmore und Mitarbeitern mit Tetracyclinen unternommen. Da jedoch
damals eine Probenentnahme unter Fluoreszenzlicht nicht moglich war, wurde
der vielversprechende Ansatz nicht weitergefiihrt. Um 5-Aminolavulinsaure in
der Harnrbhre anwenden zu kénnen, wahilten wir als Applikationsmedium
handelsubliches Instillagel. In systematischen Versuchsreihen stellte sich die
0,1%ige Instillaldsung bei einer Inkubationszeit von 15 Minuten als optimal
heraus. Hierunter konnte eine scharfe Demarkierung der HPV-Lasionen erzielt
werden. HPV-Lasionen sowie subklinische Lasionen konnten kontrastreich vom
umliegenden Gewebe abgegrenzt werden. Jedoch missen die Konzentrations-
vorgaben sowie die Zeitvorgaben genau eingehalten werden, um eine
unspezifische Grundfluoreszenz der gesamten Harnrbhre zu minimieren. Fur
den Fluoreszenznachweis in situ bedienten wir uns der Technik der
Fluoreszenzdiagnostik. Erste Pilotstudien und Versuche zur Fluoreszenz-
diagnostik von HPV-assoziierten Epithelverdnderungen erfolgten in der urolo-
gischen Abteilung im Klinikum Grosshadern bereits 1994. Ab 1995 wurde die
Technik dann in die Routinediagnostik bei allen HPV-Eingriffen, insbesondere in
der Urethra, eingefihrt. Hiermit etablierte sich fur die klinische Routine ein
schnelles und unkompliziertes Verfahren. Zur Fluoreszenzdetektion verwendete
man optimierte Kameras mit der notwendigen hohen Lichtempfindlichkeit und
Endoskope mit guter Lichtausbeute. Eine semiquantitative Analyse der
beobachteten Fluoreszenz wurde durch den zusatzlichen Einsatz eines
Spektrometers erreicht. An Hand der spektralen Charakteristik konnte
unterschieden werden, welcher Anteil der beobachteten Rotfluoreszenz auf
Protoporphyrin 1X zurtickzufihren war und welchen Anteil die Autofluoreszenz
zum Gesamtbild lieferte. Fur die Auswertung der Spektren wurden sogenannte
Ratios gebildet. Diese geben entweder das Verhéltnis der Intensitat bei zwei

Wellenlangen innerhalb eines Spektrums oder das Verhéltnis der Intensitat bei



einer bestimmten Wellenlange im HPV-infizierten Gewebe im Vergleich zum
Normalgewebe des gleichen Patienten wieder. Neben der Korrelation zwischen
Histologie und beobachteter Fluoreszenz entnommener Biopsien wurde eine
subjektive Bewertung der Qualitdt der Erkennbarkeit der Befunde unter
Weildlicht und Fluoreszenzanregung durchgefiihrt. Dieses Verfahren bietet die
Mdglichkeit, neben einer feinen Abstufung der Beurteilung auch zusatzliche
Kriterien wie zum Beispiel die Scharfe der Abgrenzung zu bertcksichtigen, und
erlaubt einen direkten Vergleich zwischen Weildlicht- und Fluoreszenz-
betrachtung. Um die Lokalisation von 5-ALA-induzierter PPIX-Fluoreszenz im
Gewebe zu bestimmen, bedienten wir uns des bildgebenden Verfahrens der
Fluoreszenzmikroskopie. Diese Methodik wurde bereits von einigen anderen
Arbeitsgruppen angewendet (Steinbach 1994, Fehr 1996, Fan 1996, Pahernik
1998, van den Boogert 1998, Stummer 1998). Mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie konnte sichergestellt werden, dass die beobachtete Rotfluoreszenz
von PPIX stammt. Zur Befundverifizierung wurde eine HPV-Typisierung in

einem Hamburger Kooperationslabor durchgefthrt.

4.1 Fluoreszenzin der Urethra nach PPIX-Anreicherung

Nach Instillation von 5-ALA in die Harnréhre konnte eine gute visuelle De-
markierung der HPV-assoziierten Zellen erzielt werden (siehe Abbildung 8).
Ahnliche Beobachtungen wurden bei Kriegmaier et al. beschrieben. Auch hier
konnte bei normalem Urothel eine geringere PPIX-Fluoreszenzintensitat als bei
dysplastischem oder malignem Gewebe gefunden werden (Kriegmaier 1995a).
Die PPIX-Anreicherung zeigte nach erfolgter Applikation eine hohe Gewebe-
spezifitat. Zellen der Epidermis und des auskleidenden Epithels sind in der
Lage grof3e Mengen an PPIX zu synthetisieren. Die Anreicherung von PPIX von
Zellen mesodermalen Ursprungs ist deutlich geringer (Divaris 1990; Kennedy
und Pottier 1992; Kennedy 1990; Loh 1993b; Steinbach 1994). Bei
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen an ungefarbten Gefrierschnitten
humaner Blasengewebeproben konnte an der Universitat Regensburg die
5-ALA-induzierte Fluoreszenz nahezu ausschlief3lich auf das Urothel begrenzt
werden (Steinbach 1994). In der Submukosa konnte hier, ebenso wie im

Epithel, keine Rotfluoreszenz festgestellt werden. In meinen Untersuchungen
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stellten sich die Harnrohrenkondylome durch die vermehrte PPIX-Anreicherung
je nach verwendetem Filtersystem rot fluoreszierend gegenuber der blau-
violetten Normalschleimhaut dar. In dieser Arbeit konnten neben den klinischen
HPV-L&asionen erstmals auch subklinische HPV-Lasionen gezeigt werden
(siehe Abbildung 7b). Die subklinischen Lasionen waren in der Weillicht-
urethroskopie hochstwahrscheinlich Gbersehen worden (siehe Abbildung 7a).
Bei genauerer Betrachtung der Abbildung 7b kann man weiterhin neben den
Kondylomen die schwachere diffuse Grundfluoreszenz des Normalepithels
betrachten. Dieser Effekt findet sich bei zu hoher 5-ALA-Konzentration des
Instillationsgemisches (>0,1%) oder bei einer zu langen Expositionsdauer
(>60 min) der L6sung. Diese als storend wirkende diffuse Grundfluoreszenz ist
gerade fur den Nachweis subklinischer Effloreszenzen problematisch. Die
subklinischen Effloreszenzen kénnen unter Umstanden nicht mehr erkennbar
sein. Auch entztndliche Begleiterkrankungen der Urethra, wie zum Beispiel bei
einer Urethritis, kbnnen durch die erhdhte unspezifische Grundfluoreszenz
subklinische HPV-Lasionen verdecken. Ebenso kénnen Hyperkeratosen sowie
eventuelle Blutungen falsch-negative Ergebnisse nach sich ziehen. Wie bei
Kennedy beschrieben, konnen Hyperkeratosen zu einer verminderten
Oberflachenpenetration von 5-ALA flihren und somit eine unzureichende PPIX-
Akkumulation bewirken (Kennedy 1992). Grundsatzlich ist festzustellen, dass
die Sensitivitat der Methode sehr hoch ist, die Spezifitat jedoch eher

eingeschrankt ist.

4.2. Spektroskopische Messungen in der Harnrohre

Bei den Auswertungen der Fluoreszenzspektren konnten die bildgebenden
Untersuchungen bestéatigt werden. Sowohl bildgebend als auch spektral
aufgeldst konnte eine eindeutige, kontrastreiche Differenzierung von HPV-
infiziertem Gewebe und angrenzendem Normalgewebe erzielt werden. Es
konnte eine Ratio von 17,7 errechnet werden. Dieses Ergebnis stimmt mit einer
Studie von Forrer et al. an 8 Patienten Uberein (Forrer 1994). Hier wurden nach
intravesikaler Instillation einer 3%igen 5-ALA-L6sung und Anregung mit einem
Laser ahnlich hohe T/N Ratios zwischen 1,5 und 20 beschrieben. Auch in einer

Studie von Chang et al. am Rattenmodell lag die PPIX-Fluoreszenz-intensitat
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gemessen am Urothel nach intravesikaler Instillation einer 1%igen 5-ALA-
Losung im Mittel um den Faktor 11 tber den Werten der Muskularis (Chang
1996). Der hohe Kontrast der Fluoreszenzintensitdt kann auf die selektive
Anreicherung von PPIX im HPV-verdnderten Urothel zurtickgefihrt werden. Die
gesteigerte Anzahl fluoreszierender Zelllagen im Bereich der verdickten Lasion
im HPV-assoziierten Gewebe verstarkt des Weiteren den Fluoreszenzkontrast.
In Abb. 12 wurde die unterschiedliche Grundfluoreszenz in der Urethra
dargestellt. Es zeigte sich eine Zunahme der Grundfluoreszenz von der
proximalen Urethra hin zum Meatus urethrae externus. Dies liegt sehr
wahrscheinlich an der unterschiedlichen epithelialen Auskleidung der Urethra,
die eine zunehmende plattenepitheliale Differenzierung in den distalen Urethra-
abschnitten aufweist. Dies wurde auch erklaren, weshalb am &ulReren Genitale
das Fluoreszenz-Verhaltnis HPV-assoziierter Epithelverdanderungen zum
Normalepithel grundsatzlich ungunstigere Werte aufweist. Je verhornter das
Epithel, desto schlechter ist generell die Protoporphyrin IX Anreicherung im
Epithel und desto ungiinstiger die Differenzierbarkeit HPV-assoziierter Epithel-

lasionen gegentber dem Normalgewebe.

4.3 Lokalisation der HPV-Lasionen bei der Fluoreszenzurethroskopie-
kontrolle

Bei der Auswertung der Daten zur Lokalisation der HPV-Effloreszenzen nach
erfolgter Nd:YAG-Laserbehandlung konnte man sehr deutlich ein Verteilungs-
muster der Rezidive in der HarnrOhre feststellen. Mit fast 60% waren die
meisten Rezidive direkt am Meatus urethrae externus gelegen, also an dem Teil
der Harnrohre, den man auch durch eine Meatusspreizung einsehen kodnnte.
Die von uns gezeigten subklinischen Befunde gerade am Meatus konnten
jedoch mit dieser Technik nicht aufgespurt werden und waren somit auch nicht
therapiert worden. Erst mit der fluoreszenzgestutzten Technik konnten diese
Befunde bereits bei der Erstuntersuchung diagnostiziert werden.
Wahrscheinlich wurden viele dieser subklinischen L&sionen bei der Erst-
untersuchung Ubersehen und entwickelten sich bis zur Urethroskopiekontrolle
zu Kondylomen. Wenn man noch die Befunde in der Fossa navicularis mit

einbezieht, so konnten in der distalen Harnrdhre nahezu 95% der Rezidive



47

beobachtet werden. Als weitere Ursache fir die hohen Rezidivraten ist in der
Literatur eine Verschleppung der Viruslast zum Beispiel durch das Unter-
suchungsinstrumentarium beschrieben worden (Ferenczy, Bergeron, Richart
1989). Daher sollte grundsatzlich eine endoskopische Abklarung der proximalen
Harnréhre erst nach Therapie der meatalen Effloreszenzen vorgenommen

werden, um eine weitere iatrogene Infektausbreitung mdglichst zu verhindern.

4.4 Effektivitat der Urethralcondylomtherapie mit und ohne
Fluoreszenzkontrolle

Augenscheinlich wird die hohe Rezidivhaufigkeit bei den HPV-Infektionen von
der Untersuchungsmethode sowie von der Lokalisation und Grol3e der
Erstbefunde beeinflusst. Eine Sanierung nach Erstbehandlung kann als eher
selten eingestuft werden (Clinical Effectiveness Group 1999). Eine Ursache fir
die hohen Rezidivraten kann darin gesehen werden, dass neben den
behandelbaren klinischen Kondylomen auch subklinische Befunde bestehen,
die unter einer Weildlichturethroskopie Ubersehen wurden. Spater entstehen
hieraus klinische Befunde, die dann féalschlicherweise als Rezidive nach
Kondylomtherapie gedeutet werden. Auch konnte ein direkter Epithelkontakt,
zum Beispiel durch extensive L&sionen wie in den Gruppen Il und IV der
Tabelle 5 beschrieben, mit dem gegenuberliegenden Gewebe als Infektionsweg
gesehen werden. Hier profitieren die Patienten nicht signifikant von einer
fluoreszenzgestitzten Urethroskopie. Der in unseren Untersuchungen gefun-
dene hohe Prozentsatz von 40% orthotop contralateraler Rezidive belegt diese
These. Wenn man die Ergebnisse der Tabelle 4 gegenuberstellt, fallt auf, dass
in der Gruppe der unter Weildlichttechnik gelaserten Patienten nahezu bei
einem Viertel der Patienten in den ersten vierzehn Tagen Rezidive auftraten. In
der anderen Gruppe, mit der PDD-unterstlitzten Technik, konnten in den ersten
vierzehn Tagen Uberhaupt keine Rezidive gesehen werden. Diese L&sionen
wurden anscheinend mit der Weildlichturethroskopie Ubersehen. Auch in
weiteren Follow-up-Untersuchungen profitierten die Patienten deutlich von der
fluoreszenzgestitzten Urethroskopie. Die Rezidivhaufigkeit lag signifikant

niedriger. Zusammenfassend kann man davon ausgehen, dass durch die
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Anwendung einer Fluoreszenzkontrolle die Effektivitat der Urethralkondylom-

therapie gesteigert werden kann.

4.5 Darstellung von subklinischen HPV-Lasionen der Urethra

Die Darstellung subklinischer Effloreszenzen war bisweilen nur am auf3eren
Genitale beschrieben worden. Hier konnten neben den augenfélligen klinischen
Effloreszenzen mit einem Essigsauretest auch subklinische Effloreszenzen
gesehen und anschlieend behandelt werden. Ohne eine weiterreichende
Endoskopie konnen jedoch die tbrigen Harnréhrenabschnitte nicht beurteilt
werden. Mdoglicherweise sind die nachweislich hohen Rezidivraten von
Kondylomen in der Urethra auf diese diagnostische Lucke zurtickzuftihren. Der
zytologische Koilozytennachweis im Urin und Ejakulat (Nindl, Jacobs,
Walboomers 1999 sowie Koyo, Inoue, Koyama 1994) von Mannern ohne
erkennbare Urethralkondylome deutete bereits darauf hin, dass analog dem
auReren Genitale subklinische und latente HPV-Infektionsverlaufe auch in der
Urethra existieren mussten. Das urspringlich fir die Blasentumordiagnostik
entwickelte Verfahren der 5-Aminolavulinsaure-induzierten Photodynamischen
Diagnostik (Kriegmaier, Baumgartner 1996) bildete die Grundlage fur die
Fluoreszenzurethroskopie zum Nachweis von HPV-Effloreszenzen. Die
Ergebnisse dieser Technik beziehen sich auf 43 Manner mit gesicherten
Urethralkondylomen und 41 M&anner mit unauffalliger Weil3lichturethroskopie.
Zwar wurden die meisten Urethralkondylome in den distalen Urethral-
abschnitten mit der Technik der Meatusspreizung nachgewiesen,
8 Effloreszenzen (18,6%) konnten jedoch mit dieser Technik von auf3en nicht
gesehen werden. Diese konnten erst mit der Urethroskopie gesichert werden.
Signifikant haufiger (p<0,001; Vierfeldertest) wurden subklinische HPV-
Lasionen der Urethra diagnostiziert, wenn sich auch mit konventioneller
Weildlichtendoskopie Kondylome in der Urethra nachweisen liel3en. Nur einer
von 41 Mannern ohne Harnréhrenkondylome zeigte nebenbefundlich eine
subklinische HPV-Infektion der Urethra. Da die histologische Untersuchung der
biopsierten subklinischen urethralen HPV-Lasionen nur in drei Fallen
koilozytare Zellverdnderungen als Hinweis fir eine HPV-Infektion aufwiesen,

erfolgte eine zuséatzliche HPV-Analyse der subklinischen HPV-Lasionen. In
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allen Fallen wurde eine HPV-Infektion dadurch nachgewiesen. Eine Bewertung
der HPV-Analyse bezlglich der durch nachgewiesenen High risk- und Low risk-
Typen ausgehenden Gefahr einer spateren Entartung der Urethra ist auf Grund
dieser Daten nicht mdglich. Bekanntlich sind Urethralkarzinome auf3erdem
extrem selten und meist in der proximalen Urethra lokalisiert, so dass kausale
Zusammenhange mit HPV-Infektionen bislang nicht bewiesen werden konnten
(Wiener, Lin 1992). Dennoch kommen nicht nur in der Regel mit HPV-Low risk-
Typen assoziierten Urethralkondylome, sondern auch die subklinischen HPV-
Lasionen der Urethra als Erregerreservoir flr Partnerinfektionen in Frage. Die in
den subklinischen urethralen L&sionen festgestellten HPV-Typen 18, 31, 52, 58
sind mit intraepithelialen Neoplasien und dem Zervix-Karzinom assoziiert
(Ferency 1995, Walboomers und Jacobs 1999). Es zeigt sich also, dass bei
aulRerlich bereits erkennbaren Urethralkondylomen eine weitreichende endos-
kopische Abklarung der proximalen Urethralabschnitte notwendig ist. Die
Fluoreszenzurethroskopie nach topischer Applikation von 5-Aminolavulinsdure
kann also als wertvolle Ergdnzung der HPV-Diagnostik in der Urethra gesehen
werden. Mit dieser Technik werden nicht nur kleinere und flache klinische
Effloreszenzen seltener Ubersehen, sondern subklinische HPV-L&sionen der

Urethra generell erst sichtbar.
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S. Zusammenfassung

Weltweit erkranken jahrlich ca. 30 Millionen Patienten an klinischen HPV-
Infektionen in Form von Genitalwarzen. Diese Genitalwarzen sind jedoch nur
ein kleiner Anteil an HPV-Infektionen. Der weitaus grof3ere Anteil verlauft
entweder subklinisch oder latent. Die Virulenz klinischer und subklinischer HPV-
Infektionen ist epidemiologisch gesichert. Fur die hohen Rezidivraten und damit
fur eine zunehmende Verbreitung der HPV-Erkrankungen werden diagnostisch
und therapeutisch Ubersehene subklinische HPV-Infektionen verantwortlich
gemacht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Fluoreszenzurethroskopie
eine Methode zur Detektion von subklinischen HPV-Lasionen in der Urethra
vorgestellt. Zur Durchfihrung der Fluoreszenzurethroskopie wurde eine
spezielle Applikationsmethode eingefiihrt. Durch die Verwendung der
Fluoreszenzdiagnostik in der Urethra nach topischer Applikation von
5-Aminolavulinsdure konnte eine verbesserte Erkennbarkeit von Harnréhren-
kondylomen erzielt werden. Mit dieser Technik werden nicht nur kleinere und
flache klinische Effloreszenzen seltener tibersehen, sondern subklinische HPV-
Lasionen der Urethra generell erst sichtbar gemacht. Der Fluoreszenznachweis
erfolgte in situ, mikroskopisch und spektroskopisch. Des Weiteren erfolgten
Biopsien mit anschlieBender PCR- sowie nested-PCR-Analyse zum Nachweis
von HPV-DNA mit grof3tmaoglicher Sensitivitdt. An Hand von zwei retrospektiven
Studien konnte der Erfolg dieser Methode bestatigt werden. Durch die
Verwendung der fluoreszenzgestitzten Diagnostik nach Instillation von 5-ALA
in die Harnrohre wurden neben den klinischen Befunden auch subklinische
Effloreszenzen dargestellt. Mit der Fluoreszenzurethroskopie konnte gezeigt
werden, dass die PPIX-Anreicherung auf das Epithel der Harnréhren-
kondylome beschrankt ist. Spektroskopisch konnte eine 17,7-mal hohere
Anreicherung im Vergleich zum Normalgewebe bestimmt werden. Bei der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der entnommenen Proben konnte
eine HPV-Infektion in allen Befunden lokalisiert werden. An Hand der
retrospektiven Untersuchungen wurde belegt, dass Patienten von der PDD-
unterstitzten Lasertherapie im Vergleich zur konventionellen Lasertherapie

profitieren. Die Rezidivhaufigkeit war signifikant niedriger.
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Die Fluoreszenzurethroskopie nach topischer Applikation von 5-ALA hat sich
als wertvolle Erganzung der HPV-Diagnostik in der Urethra erwiesen. Ich hoffe,
dass die Ergebnisse und Folgerungen meiner Arbeit hierzu einen grof3en
Beitrag leisten. Der hohe technische Aufwand der fluoreszenzdiagnostisch
gestutzten Lasermethoden ist bei Problemfallen mit Rezidiven und zur
Vermeidung von therapieresistenten Komplikationen sicher gerechtfertigt, bleibt

aber wohl spezialisierten Zentren auch aus Kostengrinden vorbehalten.
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