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1. Einleitung

Diagnose und Therapie, insbesondere des frithen Mammakarzinoms, konnten in
den letzten Jahrzehnten wesentlich durch Einsatz intensivierter Diagnostik und
Friherkennung verbessert werden, z. B. im Rahmen des Mammographie-
screenings. Aber auch eine kontinuierliche Verbesserung der diagnostischen
Aussagefahigkeit von Mammographie-Einheiten und der Mamma-Ultraschall-
Gerate haben dazu beigetragen. Ein weiterer entscheidender Schritt bei der
Entwicklung der Therapiekonzepte fur das Mammakarzinom waren
wegweisende Erkenntnisse Uber die Biologie der Tumore. Wichtige Faktoren, die
von therapeutischer Relevanz sind und waren, sind der Lymphknotenstatus, das
Grading, aber auch Informationen Uber Gensignaturen bzw. Risiko-
pradiktionsmodelle [(Fasching et al. 2013), (Heywang-Koebrunner et al. 2013),
(Lux et al. 2013), (Sinn et al. 2013)]. Ein wesentlicher Schritt bei der Reduktion
der Radikalitat im operativen Vorgehen war der Wandel von der radikalen
Mastektomie, nach Rotter-Halsted, bis hin zur einfachen Segmentresektion bzw.
Lumpektomie.

Gleichermal3en hat sich die operative Radikalitat der Axilla von der kompletten
axillaren Lymphonodektomie (Level I-lll) auf die Sentinel-Lymphknoten-
Entfernung (SLNB) reduziert [Benson, Querci Della Rovere 2007), (Kihn et al.
2003)]. Damit ist die SLNB der erste Schritt zu einer weiteren Reduktion der
operativen Radikalitatt mit Reduktion der Sekundarmorbiditdit wie
Schmerzsensationen im  Armbereich, eingeschrankte Sensibilitat und
Lymphoddem. Unter den diagnostischen Verfahren zur Markierung des Sentinel-
Lymphknotens (SLN) ist die Methode mit der héchsten Validitdt und auch
historisch in erster Linie eingesetzt, die Szintigraphie mit Technetium als
Radionuklid. In zweiter Linie wurde die blaue Farbstoffmethode (Blue dye
Methode), allerdings mit geringen Detektionsraten, eingesetzt [(Cody et al.
2001)]. Da die szintigraphischen Methoden mit einem erhéhten Aufwand und
Kosten verbunden sind und auch einer — wenn auch geringen — Strahlen-
belastung fur Patientinnen und Personal, sind weitere Detektionsverfahren zur

Erkennung des Sentinels von groRem Interesse.
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Eine weitere mdgliche Methode ist die Fluoreszenz-Methode, wobei aktuell in
erster Linie als Fluoreszenz-Farbstoff Indocyaningriin (ICG) der Firma Pulsion®
zur Verfugung steht.

Zur optimierten Darstellung mit hochster Sensitivitat und Spezifitdt wird in der
klinischen Routine aktuell die nuklearmedizinische Methode in Kombination mit
der blauen Farbstoffmethode eingesetzt. Bestrebungen, aus den genannten
Grinden auf Radioaktivitat zu verzichten fuhrten zur Suche nach einer Technik
mit hoher Sensitivitat, Spezifitdt und einfacher Handhabung mit Giberschaubarer
Lernkurve.

In der vorliegenden Arbeit soll deshalb neben dem Standardverfahren
Technetium anstelle der blauen Farbstoffmethode das Fluoreszenzverfahren mit
ICG eingesetzt werden, um im intraindividuellen Vergleich die Aussagefahigkeit
von Fluoreszenzmethode zum Golden Standard mit Technetium markierte
Kolloide zu Uberprifen. Im Blickpunkt stehen dabei die Detektionsraten, die
Validitdt der Methode und die Markierungsrate von tumorfreien, aber auch
befallenen Lymphknoten. Gleichzeitig war es die Aufgabe der Arbeit, die
Toxizitaten von ICG bei intradermaler bzw. subkutaner Applikationsform zu
erfassen, da der Fluoreszenzfarbstoff bislang nur fur die i.v. Applikation eine
Zulassung besitzt.

Eine Toxizitatsuberprufung erfolgte deshalb zur Erfassung potentieller lokaler
Reaktionen, wie Hautirritation und anhaltende Hauttatowierung, aber auch zur
Erfassung der systemischen Vertraglichkeit und zum Ausschluss potentieller
Organtoxizitdten im Sinne der Pharmakovigilanz.

Die Beantwortung der diversen Fragestellungen erfolgte im Rahmen einer

monozentrischen prospektiven Phase-II-Studie.

1.1. Entwicklung und Aussagewert der Sentinel-Lymphknoten-Detektion
(SLN-Detektion) bei malignen Tumoren

Die Geschichte bzw. Entwicklung der Sentinel-Lymphknoten-Detektion zeigt sich

in erster Linie beim Mammakarzinom und malignen Melanom. Wé&hrend erste

Versuche den Lymphabfluss des Mammakarzinoms darzustellen mittels

Lymphographie erfolgten, wurde die Sentinel-Lymphknotenbiopsie (SLNB) als
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Methode zum Aufsuchen des Sentinel-Lymphknotens bzw. Wachter-
Lymphknotens (SLN) bei Tumorerkrankungen erstmals von Gould 1960 bei
Malignomen der Parotis [(Gould 1960)] beschrieben.

Im Rahmen von radikalen Neck-Dissections wurde bei malignen Erkrankungen
der Glandula parotis zunéchst der SLN aufgesucht und detektiert. Im Weiteren
wurden seit 1992 die Sentinel-Node-Detektion im Rahmen der Therapie des
malignen Melanoms eingesetzt [(Morton et al. 1992), (Motomura et al. 1999)].
Mittels Farbstoffmarkierung konnte dabei in 82 % der SLN bereits detektiert
werden. Die falsch-negativ-Rate betrug hierbei 1 %. In der Folge konnte die
Farbstoffmethode weiter etabliert werden, zunachst beim malignen Melanom und
spater fur das Mammakarzinom mit Detektionsraten von 65,5 %. Untersucht
wurden hier 174 Mammakarzinom-Patientinnen [(Giuliano et al. 1994), (Morton
et al. 1992)].

Die Radionuklid-Methode mit Einsatz der Gammasonde Neoprobe GDS (Gamma
Detection System 2017, Devicor Medical Products, Inc. Part of Leica Biosystems)
fand zur Detektion des Mammakarzinoms intraoperativ erstmalig Anwendung bei
Krag et al. [(Krag et al. 1993)]

Eine weitere Entwicklung bestand darin, dass bei fehlendem Tumornachweis im
Sentinel-Lymphknoten auf eine erneute axillare Dissektion verzichtet werden
konnte [(Krag et al. 2010)]. Wesentliche Voraussetzungen waren dafur die sehr
guten Detektionsraten, welche von 100-86 % reichten, bei einer falsch-negativ-
Rate von 3,7-9,1 % [(Krag et al. 1998), (McMasters et al. 2000), (Rubio et al.
1998), (Veronesi et al. 2003)]. Dabei konnten Sensitivitatsraten von 88,2-91,2 %
erreicht werden. Eine Ubersicht tUber die verschiedenen Detektionsraten, die
Falsch-negativ-Rate, aber auch die Sensitivitat der einzelnen Autoren ist in

Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tab. 1: Detektionsraten bei Mammakarzinom mittels Radionuklid-Methode

Autoren Sensitivitat Detektionsrate Falsch-negativ-
Rate

Krag et al. 1998 88,6 % n.a. n.a.

Rubio et al. 1998 88,2 % 96,2 % 3,7%

Veronesi et al. 2003 912 % 100 % 8,8 %

McMaster et al. 2000 89,1 % 86 % 9,1%
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1.2. Entwicklung und Aussagewert der SLN-Detektion beim Mamma—kar-

zinom

1.2.1. Prinzip und Stellenwert der blauen Farbstoffmethode

Unter den bislang eingesetzten Methoden sind die Farbstoffmethode, auch
bezeichnet als ,Blue Dye“-Technik, und die Radionuklid-Methode bekannt sowie
etabliert. Bei der Farbstoffmethode, insbesondere favorisiert durch Giuliano, wird
intraoperativ eine peritumorale Farbstoffinjektion in der Regel mit Patentblau
durchgefuhrt und die ersten blau gefarbten Lymphknoten wenige Minuten nach
Injektion detektiert [(Giuliano et al. 1994), (Reyes et al. 2010)]. Es erfolgt eine
selektive Entnahme gemald Markierung des ersten angefarbten Lymphknotens
und die separate histopathologische Untersuchung. Zufiihrende Lymphbahnen
sind in der Regel dabei nicht zu erkennen. Vorteile der blauen Farbstoffmethode
im Vergleich zum Radionuklidverfahren sind ein geringerer logistischer, zeitlicher
und finanzieller Aufwand. Nachteile stellen allerdings ein geringeres Zeitfenster
von der Injektion bis zur Detektion dar, eine haufig nicht gute Sichtbarkeit der
Lymphbahnen und des Lymphknotens bei adipdsen Patientinnen sowie
insbesondere zur szintigraphischen Methode eine geringere Detektionsrate.
Weitere Nachteile sind potentielle Nebenwirkungen, wie allergische

Hautreaktionen bis hin zu anaphylaktischen generalisierten Schock-, aber auch

Hautreaktionen wie eine lang anhaltende Pigmentierung der Haut bis zur
Hautnekrose [(Bleicher et al. 2009), (Jaffer et al. 2008), (Masannat et al. 2006),
(Wenig et al. 2007)].

9

'I‘\
farbung der Haut

Abb. 1: Blau
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In der Regel erfolgt die Farbstoffinjektion, d. h. die Patentblauinjektion subkutan
bzw. intradermal periareolar. Nicht selten gibt es eine Blaufarbung der Haut, die

auch noch uber langere Zeit persistieren kann (Abb. 1).

o S
Abb. 2: Aufsuchen des Lymphknotens im Fettgewebe

Es erfolgt eine selektive Entnahme gemaf Markierung, wobei die Hautinzision in
der Regel an typischer Stelle erfolgen muss. Eine Mdglichkeit zur Vorabdetektion
gibt es nicht, deshalb wird die Hautinzision im Bereich der vorderen Axillarlinie

durchgefiihrt und in der Folge der Lymphknoten im Fettgewebe aufgesucht (Abb.
2).

Abb. 3: Selektive Entnahme des blau gefarbten Lymphknotens

Es erfolgt eine selektive Enthahme gemafld Markierung des blau markierten
Lymphknotens bzw. der blau markierten Lymphknotengruppe und eine
Weiterleitung zur histopathologischen Untersuchung (Abb. 3).
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1.2.2. Prinzip und Stellenwert der Radiokolloid-Szintigraphie

Bei der Radionuklid-Szintigraphie erfolgt eine préoperative periareolare bzw.
peritumorale Injektion des Radiokolloids und die Erstellung eines praoperativen
Lymphszintigramms (lymphatic mapping). Die Injektion erfolgt in der Regel am
Vortag bzw. am Morgen der operativen Intervention, mit entsprechender
protokollmaRig festgelegter Dosierung. Nach intraoperativem Aufsuchen des
radiokolloidspeichernden Lymphknotens mit der Gammasonde erfolgt die
selektive Entnahme des speichernden SLN bzw. der Sentinelgruppe. In der Folge

sollte der Situs auf Restaktivitat untersucht werden.

Entsprechende objektivierbare Parameter kdnnen dabei erfasst werden, wie die
Menge an aufgenommenem Tracer in den Lymphknoten in Form von counts per
minute. Das Aufsuchen des Lymphknotens kann durch die praoperative
Lymphszintigraphie noch erleichtert werden. Eine fehlende Darstellbarkeit des
SLN in der Lymphszintigraphie kann ein korrektes intraoperatives Vorgehen
bestatigen und Verunsicherungen vermeiden, wenn intraoperativ kein Signal mit
der Gammasonde erzielt werden kann.

Als Methode mit der hochsten Detektionsrate und Validitat stehen hier im
Gegensatz ein erhohter Kostenaufwand bezuglich Gerateanschaffung, die
zunehmend schwierige Zurverfigungstellung von Radiokolloid und die
Strahlenbelastung von Personal und Patientin. Auch wenn diese gering ist, kann
die erforderliche Einhaltung einer Zeitschiene zur optimalen Detektion einen
limitierenden Faktor darstellen. Die Verfahrensanweisung fur die technische
Durchfihrung der nuklearmedizinischen Lymphknotendiagnostik durch die
Deutsche Gesellschaft fir Nuklearmedizin aus dem Jahr 2014 beschreibt fur die
einzelnen Tumorentitaten die erforderlichen Injektionsarten, die erforderliche
Gesamtaktivitat in MBqg und das entsprechende Volumen, welches verabreicht
werden soll [(Bold 2005), (Heidenreich et al. 2001), (Kihn et al. 2003), (Lyman et
al. 2005), (Schmidt et al. 2014)]. Die einzelnen Tumorentitaten beinhalten z. B.
das Melanom und andere Hauttumore sowie Karzinome fur Kopf-Hals-Tumore,

das Prostatakarzinom und Penis- und Vulva-Karzinom.
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1.2.3. Prinzip und Stellenwert des Fluoreszenzverfahrens

Unter Berucksichtigung der Vor- und Nachteile der etablierten Methoden, wie
blaue Farbstoffmethode und Radionuklid-Verfahren, wurden neue Anséatze fur
die SLNB gesucht. Dabei konnte mit dem Fluoreszenzverfahren ein neues
Verfahren gefunden werden [(Marshall et al. 2010), (Rangioni 2003),
(Rasmussen et al. 2010)].

Zum Einsatz kommt dabei eine Kamera, die mittels eines UV-Filters (835 nm) die
einfallende NIR-Strahlung (Near infrared-Fluoreszenz) sammelt und dabei filtert.
Nach Injektion, die in der Regel intradermal oder subkutan erfolgt und einem
entsprechenden Zeitintervall, kann der lymphatische Transport via Lymphbahn
visualisiert und der Lymphknoten entsprechend dargestellt werden [(Kwon,
Sevick-Muraca 2010), (Kwon, Sevick-Muraca 2007), (Kwon et al. 2013)].
Untersuchungen liegen dazu bereits fir das Magenkarzinom, fur kolorektale
Tumore, das Melanom und auch zunehmend fir das Mammakarzinom vor
[(Hirche et al. 2010), (Huhnerbein et al. 2001), (Kwon et al. 2013)]. In der
Augenheilkunde wird eine Fluoreszenzdarstellung in Form einer
Fluoreszenzangiographie bereits nahezu standardmaflig bei retinalen
Perfusionsstérungen und GefalRanomalien eingesetzt. Deshalb besteht flr die
Anwendung des Fluoreszenzfarbstoffes ICG aktuell auch ausschlie3lich eine

Zulassung fur die intravengdse Injektion [(Baumler et al. 2006)].

1.2.4. Rationale fur den Einsatz der Fluoreszenzmethode beim Mamma-
karzinom

Unter Bericksichtigung der jeweiligen Vor- und Nachteile der beiden etablierten
Methoden zur SLN-Detektion stellt ein weiteres Verfahren in jedem Fall eine
sinnvolle und wichtige Erganzung dar. Insbesondere bestatigt auch die Tatsache,
dass die blaue Farbstoffmethode fur diese spezielle Indikation nicht zugelassen
ist, die Suche nach weiteren Detektionsmethoden. Dabei erweist sich der Einsatz
eines Fluoreszenz-Farbstoffes, in Form von ICG, zur fluoreszenzgefiihrten
Navigation, als Methode mit fehlender Strahlenbelastung und guter
Darstellbarkeit der entsprechenden Lymphbahnen, als neue alternative Methode
(Abb. 4).
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Deshalb ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit, das Fluoreszenzverfahren flr die
SLN-Detektion beim Mammakarzinom zu untersuchen.

Arbeiten bzw. Daten finden sich zum Mammakarzinom mit erstmals kleinen, dann
auch gréReren Zahlen bis zum Jahre 2005 und 2009 zurtckreichend [(ICH Topic
E9 1998), (Kitai et al. 2005), Troyan et al. 2009)]. Erfahrungen liegen hier
allerdings nicht nur zum Mammakarzinom vor, sondern auch zu
gastrointestinalen Tumoren (Magenkarzinom aber auch kolorektale Karzinome),

Tumoren der Haut und auch vereinzelt zu Tumoren der Lunge.

\|+¢////N

|
(CHy)4 (CHy)y
So; SO;Na

Abb. 4: Beschreibung des Fluoreszenzfarbstoffes ICG Indocyanin-Griin - Chemische Struktur mit
freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems, als Bestandteil des Prufplanes der
Studie

Die Methode der Nahen-IR-Spektroskopie ermdéglicht eine nicht-invasive
Detektion des Farbstoffs, unter Verwendung von Absorptionsmessungen oder
Fluoreszenzbildgebungstechniken (Abb. 5, 6). Die Abbildungen wurden mit
freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems zur Verfiigung

gestellt und sind Bestandteil des Studien-Prifplanes.

Abb.5: Mechanismus der Fluoreszen imulation-Fluoreszenz (Atom, Molekul) —Energiefreisetzung
mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems, als Bestandteil des Priifplanes
der Studie

Seite 10 von 91



Absorption (normalized)
Fluorescence (normalized)

Abb. 6: Sowohl Absorptions- als auch Fluoreszenz-Maximum von ICG liegen im nahen
Spektralbereich  (Absorptionsmaximum bei 800 nm, das Emissionsmaximum  flr
Fluoreszenzmessungen bei 830 nm) mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical
Systems, als Bestandteil des Priifplanes der Studie

Die Abbildung 6 zeigt die Grundlagen der Fluoreszenz und ihren Vergleich zu
Ublichem Gewebe sowie die verschiedenen Absorptionsspektren des zur Fluo-
reszenz eingesetzten Indocyaningriin (ICG-Pulsion®) mit freundlicher Genehmi-
gung der Firma Pulsion Medical Systems als Bestandteil des Prufplanes der Stu-
die (Materialien zur Studie). Absorptions- und Emmissionsmaximum von In-
docyaningrun (ICG) liegen beide im nahen Infrarotbereich, das Absorptionsma-
ximum bei 800 nm, und das Emmissionsmaximum fiir Fluoreszenzmessungen
bei 830 nm. Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung der Firma Pul-
sion Medical Systems zur Verfigung gestellt und ist Bestandteil des Studien-
Prufplanes.

1.2.5. Die Bedeutung der SLNB fur die operative Primarbehandlung des
Mammakarzinoms
Um die SLNB als Routineverfahren im Rahmen der operativen Therapie des
Mammakarzinoms implementieren zu konnen, wurde erstmals 2003 inter-
disziplinar ein entsprechend abgestimmter Konsensusbeschluss zur qualitats-
gesicherten Detektion des SLNB beim Mammakarzinom erarbeitet [(Kihn et al.
2003)]. Die Ausfuhrungen beinhalten Voraussetzungen fur die Durchfiihrung der
SLNB wu.a. Vorgaben zu technischen und personellen Anforderungen
(Struktur/Qualitat), zusatzlich eine Auflistung des entsprechenden Indikations-
spektrums, die dazu erforderliche Dokumentation, Patientenaufklarung und

Nachbeobachtung.
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Dabei wurde der SLN definiert als der Lymphknoten bzw. die
Lymphknotengruppe, welche durch Farbstoff oder auch Radionuklid markiert
werden kénnen, bei denen eine zufiihrende Lymphbahn identifiziert werden kann
und der die entsprechende Markierungssubstanzen aufnimmt. Unter ,lymphatic
mapping“ versteht man dabei die Darstellung des funktionellen Lymphabstromes
aus Mamma- bzw. der entsprechenden Tumorregion.

Gemall dem erarbeiteten Konsensus wurde zur qualitatsgesicherten
Durchfihrung der SLNB eine standardisierte und reproduzierbare technische
Vorgehensweise und eine definierte histopathologische Aufarbeitung des SLN
fur eine Sicherung der Ergebnisqualitéat gefordert. Da nur der Einsatz von
radioaktiven Tracern eine objektivierbare Methode darstellt, war die Durch-
fuhrung des SLNB unter Verwendung von Radioisotopen gefordert. Der
Gebrauch von Farbstofflésungen (blaue Farbstoffmethode) stellte eine sinnvolle
additive MalRnahme dar, wurde jedoch zum Zeitpunkt der Implementierung der
Methode und auch in der Folge nicht als einzige, ausschlief3lich einzusetzende
Standardmethode analog des Technetiumverfahrens empfohlen (Abb. 7). Zur
Umsetzung des Konzeptes und um die entsprechende Interdisziplinaritat
garantieren zu konnen, ist eine Kooperation zwischen Brustoperateuren,
Nuklearmedizinern und Pathologen sowie die Mdoglichkeit der Applikation
radioaktiv markierter Tracer und die Mdoglichkeit der Lymphszintigraphie
erforderlich.

Die technischen Voraussetzungen dafir sind eine nuklearmedizinische
Einrichtung fir die praoperative Technetium-Markierung, die Existenz einer
Gammasonde fur die intraoperative SLN-Detektion, die protokollgerechte
pathologische Aufarbeitung (u.a. bei Vorliegen von lobuldren invasiven
Mammakarzinomen) sowie die Maoglichkeit protokollgerechter Dokumentation
und Auswertung der Daten. Um eine gewisse Lernphase bzw. Lernkurve
nachweisen zu koénnen, ist ein entsprechendes Training der Operateure
erforderlich [(Dupont et al. 2001)]. Ein Blick auf die Indikationen zeigt, dass bei
primar sehr eng gewahlter Indikation fir die Technik der SLNB mittlerweile das
Fenster doch deutlich geo6ffnet wurde. Dabei wurde zunachst nur bei

Mammakarzinomen bis 2 cm Gréf3e mit klinisch negativem Nodalstatus eine
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Indikation zur SLNB dargestellt. Mittlerweile stellen nur noch Kklinisch
stanzbioptisch oder durch Feinnadelbiopsie nachgewiesene aufféllige
Lymphknoten bzw. der bildmorphologische Verdacht auf einen axillaren
Lymphknotenbefall eine Kontraindikation dar.

/"‘
>
A‘TB Probe

Abb. 7: Schematische Darstellung einer Kombination von Blau- und Technetium-Methode zur SLN
Detektion (mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems) als Bestandteil des
Prifplans

1.2.6. Technik der Sentinel-Lymphknotendetektion mittels Radionuklid-
Methode beim Mammakarzinom
Zur Detektion des SLN beim Mammakarzinom wird ein Protein in
Nanokolloidform als radioaktives Technetium [Tc-99m] peritumoral oder auch
periareoléar, subdermal oder intrakutan appliziert. Bei [Tc-99m]-Nanocoll®
handelt es sich um ein Kolloid mit einer Teilchengrél3e von 20-100 nm und einem
Volumen von 0,2-1,0 ml. Das markierte Kolloid verbreitet sich tber die
Lymphabflusswege des Tumorgewebes und reichert sich in einem oder
mehreren Lymphknoten der Sentinelgruppe an. Definitionsgemal wird nur der
erste Lymphknoten der Lymphknotengruppe als SLN bezeichnet. Die
Anreicherung wird zunachst durch ein Lymphszintigramm und intraoperativ durch
Einsatz einer Mess-Sonde (Gammasonde) dargestellt. Deshalb variiert die Zahl
der markierten Lymphknoten intraindividuell. Zu bertcksichtigen ist dabei, dass

die Halbwertszeit von [Tc-99mm] im Mittel 6 Stunden betragt.
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Fur die weitere Planung mussen Radioaktivitat und das Zeitintervall zwischen
Injektion und Anfertigung der Lymphszintigraphie sowie der Start des operativen
Vorgehens bertcksichtigt werden. Die einzusetzenden Gammasonden weisen
eine Nachweisempfindlichkeit tber 5 cps/kBg/auf.

Daraus ergibt sich eine Aktivitat von 150-250 MBq. Die blaue Farbstoffmethodik,
die als additives Verfahren zur Szintigraphie haufig eingesetzt wird, fand in der
vorliegenden Studie keinen Einsatz unter dem Aspekt, dass es bei zwei zum
Einsatz kommenden Farbstoffmethoden mdoglicherweise zu Interaktionen

kommen kann.

1.2.7. Technik der SLN-Detektion mittels Fluoreszenz beim Mammakarzi-
nom

Zur Darstellung von Lymphknoten und Lymphbahnen, insbesondere im Rahmen
der Lymphoédemchirurgie, stellt das Fluoreszenzverfahren bereits eine wichtige
Methode dar. Nicht zuletzt ist dabei das Postmastektomie-Lymphddem eine
wichtige Indikation, sodass fur die Therapie des Mammakarzinoms und
potentielle Spatfolgen bereits Erfahrungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
vorliegen [(Furukawa et al. 2011)]. Priméar konnte zunachst die Darstellbarkeit
des SLN an kleinen Fallzahlen Uberprtft und das technische Vorgehen etabliert
werden [(Abe et al 2011), (Abe et al. 2010), (Abels et al. 2000), (Aoyama et al.
2011), (Hirche et al 2010), (Hirche et al. 2010), (Motomura et al. 1999)].

Mit der Fluoreszenzmethode in Form einer Injektion des fluoreszierenden
Farbstoffes ICG (ICG-Pulsion)® und Einsatz der Infrarotkamera Photo Dynamic
Eye (PDE®, Hamamatsu) kdnnen dabei zufiihrende Lymphbahnen und der SLN
in einer Tiefe bis max. 1,5-2 cm ausgehend von der Oberflache detektiert werden
(Abb. 8). Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion
Medical Systems zur Verfigung gestellt und ist Bestandteil des Studien-

Prufplanes.
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Abb. 8: Wirkprinzip der Fluoreszenzmethode — dargestellt ist die Infrarotkamera Photo Dymanic
Eye® (Hamamatsu) wie sie in der Studie eingesetzt wurde sowie die schematische Detektion der
Fluoreszenz bis zu einem Tiefendurchmesser von 1,5 cm mit freundlicher Genehmigung der Firma
Pulsion Medical Systems, als Bestandteil des Prifplanes der Studie

Nach Injektion des Farbstoffes und der Verfolgung der Lymphbahnen (in der
Regel eine fuhrende Lymphbahn) kann an der Stelle des Abbruches der
Fluoreszenz der SLN vermutet und die entsprechende Hautinzisionsstelle
markiert werden (Abb. 9, 10). Die Abbildungen wurden mit freundlicher
Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems zur Verfigung gestellt und
sind Bestandteil des Studien-Prifplanes. Nach Inzision der Haut kann mit Hilfe
der Kamera der entsprechende SLN bzw. die Sentinel-Gruppe aufgesucht
werden [(Takeuchi et al. 2012)].

Disappearance p Dil“.l./
of fluorescence .

Sentinel lymph node

Abb. 9: Vorgehensweise zum Aufsuchen des SLN , Abbruch der darstellbaren Fluoreszenz im
Hautniveau mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems, als Bestandteil des
Prufplanes der Studie
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Abbruchs der Fluoreszenz bzw. der mittels Fluoreszenz
dargestellter Lymphbahn sowie des nachgeordneten Lymphknotens als geeignete
Hautinzisionsstelle mit freundlicher Genehmigung der Firma Pulsion Medical Systems, als
Bestandteil des Prifplanes der Studie

1.2.8. Histopathologische Aufarbeitung des SLN

Gezielte Anforderungen werden an die histopathologische Aufarbeitung der SLN
gestellt [(Wittekind 2003)]. Die SLN werden dabei in Serien- Stufenschnitten
aufgearbeitet, der Stufenabstand betragt maximal 250 um, um eine mdgliche
Tumorinfiltration erfassen Zu kénnen. Die Anwendung von
immunhistochemischen Untersuchungen erleichtert die Detektion von
Mikrometastasen und isolierten Tumorzellen. Erfasst werden sollen hierbei
sowohl Makrometastasen als auch Mikrometastasen bzw. einzelne Tumorzellen.
Voraussetzung fur die Entdeckung samtlicher Metastasen ab 2 mm ist die
vollstandige Einbettung des Lymphknotens und eine gleichmafige Verteilung der
Ebenen bei Erstellung der histologischen Schnitte. Dabei sollten die Schnitte eine
Dicke von maximal 3 mm aufweisen. Bei Tumornegativitdt und insbesondere
beim lobularem Mammakarzinom erfolgt eine immunhisto-chemische
Untersuchung mit Zytokeratin Antikdrpern. Damit kann der Einsatz von
ergdnzenden Immunhistochemien die pathologische Aufarbeitung und
Beurteilung erleichtern und die diagnostische Sicherheit verbessern. Dieses

Verfahren erfolgt routinemanig beim lobuldr invasiven Mammkarzinom.
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Tab. 2: Morphologische Klassifikation gemaR TNM-Klassifikation [(K&chli et al. 2005)]

Befund GroRRe Klassifikation
Makrometastasen >0,2 cm pN1
Mikrometastasen >0,2 mm pN1 mi

<0,2 cm

Isolierte Tumorzellen (ITC)
Einzelne oder in Gruppen nachgewiesene Tumorzellen mit einer Gré0e von <0,2 mm
Der Nachweis gelingt selten in der HE-Farbung. Sie werden pNO (i+)

wie bei meistens notwendigem immunhistologischem
Nachweis klassiert

Nachweis mit morphologischen Methoden pNO (mol+)

Tab. 3: Histologische Differenzierung gemafl TNM-Klassifikation [(Kdchli et al. 2005)]

Befund Klassifikation
Isolierte Tumorzellen ITC) <0,2 mm | pNO (i+) / pNO (mol+)
Mikrometastasen >0,2 mm <0,2 cm pN1imi
Makrometastasen >0,2 cm pN1

1.3. Fragestellung der Arbeit

Mit der vorliegenden Studie sollte der Stellenwert der Fluoreszenzmethode mit-
tels Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes ICG im Direktvergleich (intraindividuell)
zur Technetium-Markierung mit [Tc-99m] zur Detektion des SLN uberprift wer-
den. Hierzu wurde ein Ethikvotum eingeholt, da der Fluoreszenzfarbstoff ICG-der
Firma Pulsion fir die intravenése, nicht allerdings fur die subkutane oder intra-
dermale Injektion primar zugelassen ist (Ethikvotum in der Anlage).

Im Rahmen der vorliegenden prospektiven Studie wurden die Detektionsraten
von Technetium in Form des ublichen Standardverfahrens mittels kommerziell
erhaltlicher Nanocoll®-Kits (Humanalbumin 500 pg/vial; GE Healthcare) erfasst
und im direkten intraindividuellen Vergleich mit der Fluoreszenzmethode vergli-
chen. Erfasst wurden dabei jeweils die Detektionsraten der verschiedenen Me-
thoden einzeln und im Vergleich .Gleichzeitig wurde die Anzahl der erfassten
SLN pro Patientin mit der jeweiligen Methode erfasst und verglichen. Eine weitere
Fragestellung Uberprifte, ob tumorfreie aber auch karzinomatts befallene
Lymphknoten in gleicher Form detektiert werden kdnnen. Zur Erfassung von po-
tentiellen Nebenwirkungen bei der in dieser Studie eingesetzter intradermaler
ICG-Injektion wurde der Lokalbefund beztglich anhaltender Tatowierung und po-

tentiell auftretender Hautreaktionen beobachtet.
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Gleichzeitig wurde die Pharmakovigilanz in Form einer Erfassung von potentiel-
len Nebenwirkungen, sowie einer Bestimmung von wesentlichen Laborparame-
tern Uberpruft. Hauptziel war es die Fluoreszenztechnik bzgl. Sensitivitat und Va-
liditat bei der Detektion von SLN zu untersuchen [(ICH Topic E8 1998), (ICH To-
pic E9 1998)].
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2. Patienten und Methodik

2.1. Einschlusskriterien — Rekrutierung der Patientinnen

Die erfassten Daten wurden im Rahmen einer nichtrandomisierten
monozentrischen Phase-II-Studie erhoben. Grundlage war ein positives Votum
der Ethikkommission des Universitatsklinikums Tibingen. Die Patienten wurden
Im Zeitraum von 02.2011-12.06.2013 fur diese Studie rekrutiert. Sie wurden
gemalR den Studienvorgaben aufgeklart und erhielten mit ihrer Zustimmung fur
eine Studienteilnahme unter Studienbedingungen die SLN-Detektion mittels
Technetium und ICG-Pulsion. Erfasst wurden demographische und
entsprechende klinische Daten im Rahmen der SLNB sowie die Daten zur
intraoperativen Detektion nach Injektion von Technetium am Vortag oder
praoperativ und ICG intraoperativ in einer Computerdatenbank.

Die Patientendaten wurden unter Mal3gabe einer Pseudonymisierung in einer
Datenbank erfasst und zur weiteren Auswertung elektronisch archiviert.
Eingeschlossen in die Studie wurden Patientinnen mit einem histopathologisch
gesicherten Mammakarzinom, die gemaf gultiger Leitlinie eine Indikation fur eine
SLN-Biopsie mittels konventionellen Verfahren, in erster Linie Radionuklid
aufwiesen. Abweichend von der aktuellen Leitlinie wurden nur Patientinnen mit

einem Tumorstadium cT1-cT2 erfasst.

Bei der vorliegenden Promotionsschrift handelt es sich um eine klinische
operative Studie, bei der der Fluoreszenzfarbstoff Indocyaningriin der Firma
Pulsion (ICG-Pulsion) im Vergleich zur klassischen Radionuklidmethode
eingesetzt wurde. Da ICG-Pulsion aktuell nur eine Zulassung zur intravendsen
Applikation besitzt, wurde die Untersuchung im Rahmen einer Phase-II-Studie
mit Ethikvotum zur Erfassung der Pharmakovigilanz von einem Monitorteam der
Firma CenTrial Uberwacht. Es wurde ausschlie3lich ICG als Prufmedikation der
Firma Pulsion eingesetzt, keine Handelsware. Die klinischen Daten zur Detektion
wurden im Rahmen der Promotionsschrift ausgewertet, die Daten zur
Pharmakovigilanz wurden unter dem Aspekt, eine Zulassung fir die lokale

Applikation von ICG (hier speziell intradermal) beim Bundesinstitut fir
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Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) zu beantragen, von der Firma CenTrial

dokumentiert und ausgewertet.

Die im Weiteren beschriebenen operationstechnischen Durchfiihrungen und

Auswertungen waren Inhalt der Promotionsschrift, ebenso die entsprechende

Ausarbeitung der intraoperativen diagnostischen und operativen Ablaufe. Die

Liste wurde nach Auflistung der Einschlusskriterien gemafR Studienprotokoll er-
stellt (Abb. 11).

Voraussetzungen zum Studieneinschluss:

1.

histologisch gesichertes Mammakarzinom im klinischen Tumorstadium cT1
und cT2, max. Durchmesser < 5 cm, Multizentrizitat war ausgeschlossen,
Grading G1-G3

Indikation zu einer routinemafigen Sentinel-Lymphknoten-Biopsie als Tell

des primar operativen Vorgehens

3. Alter 18-80 Jahre

BMI <30

5. Gewabhrleistung von Narkosefahigkeit und Voraussetzung flr eine operative

10.

Intervention

Voraussetzungen fur eine adaquate Lymphographie

weitere nuklearmedizinische Untersuchungen dirfen max. 1 Woche vor oder
1 Woche nach ICG-Pulsion® eingesetzt werden

keine auffalligen Laborparameter (Safety-Lab)

Ausschluss einer Schwangerschaft (postmenopausaler Status oder negativer
Schwangerschaftstest)

Einwilligung in die entsprechenden Untersuchungen gemaf Protokoll in Form

einer schriftlichen Einwilligung in die klinische Studie
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Pulsion Medical Systems SE Screening No - S |

Study No.: PULSION-001 . ] . i
EudraCT No - 2011-003194-28 Visit 1/ Screening (Day -9to -1)

Page 9 of 18

Inclusion and Exclusion Criteria

Inclusion Criteria:

7~ Ifany of the inclusion criteria are answered with ,No“, then the patient must not be included in
: the study.

O 3
o

. Early breast cancer: histopathologically confirmed diagnosis, maximum tumour stage
T1 and T2, therefore diameter < 5 cm, unifocal tumour or multifocal tumour Grading
G1-G3

2. Indicated sentinel lymph node biopsy as part of the patient’s routine management for
breast cancer

3. Age: 18 — 80 years, inclusive

4. BMI: < 30 (please refer to page 4)

(4]

- General operability

(=]

. Intact site-specific anatomy at the concemed breast and /or axilla for ensuring
an adequate lymphangiography

-~

. If a performance of investigations with radioactive traced iodide is planned, this has
o be performed at least 1 week before or 1 week after ICG application

©C O O O O O

[

- No clinically significant findings in the routine blood examinations

OO0 O O O OO0 O
O

9. Female subjects must either be at least two years postmenopausal or must have a
negative pregnancy test prior to Tc application and must use a highly effective means
of birth control

O

10. Willing and able to complete screening and study procedures, as described in the protocol

O
O

11. Signed written informed consent to participate in this clinical trial

©)
O

CenTrial GmbH, Finale Version 1.1, 13.02.2012

Abb. 11: Einschlusskriterien fur eine Studienteilnahme (Auszug aus Prifplan)
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2.2.  Ausschlusskriterien

Ausschlusskriterien fur die Patientenrekrutierung war der histopathologische
Nachweis nach vorausgegangener Stanze bzw. Biopsie eines axillaren
Lymphknotens mit histopathologisch gesichertem Lymphknotenbefall eines
Mammakarzinoms. Es durfte auch bildmorphologisch kein Hinweis auf axillare
Lymphknotenmetastasen vorliegen.

Dazu wurde der axillare Lymphknotenstatus jeweils mit 10 MGHZ-Linear-
Ultraschallsonden beurteilt, mit dem Ziel einen positiven Lymphknotenstatus per
Bildgebung klinisch sicher ausschlie3en zu kénnen.

Bildgebend durfte der Tumordurchmesser des Primartumors ein Tumorstadium
> T2 nicht Gberschreiten. Die Liste wurde nach Auflistung der Ausschlusskriterien
gemal} Studienprotokoll erstellt (Abb. 12).

Folgende Ausschlusskriterien waren Grundlage fiir die Untersuchunag:

- Tumorstadien klinisch T3 und T4 sowie inflammatorische oder exulzerierte
Mammakarzinome

- im Vorfeld erfolgte operative Eingriffe im Axillabereich

- vorangegangene Strahlentherapie im Bereich von Brust, Axilla, Brustwand

- klinischer Hinweis auf Vorliegen von karzinomatts befallenen Lymphknoten
(Bildgebung insbesondere per Ultraschall oder Feinnadelbiopsie)

- Ausschluss von Kontraindikationen gegen eine Technetiumdarstellung

- Ausschluss von allergischen Reaktionen gegen die angewandten Substanzen
oder Unvertraglichkeit von ICG-Pulsion® im Vorfeld

- Bekannte allergische Diathese, die moglicherweise eine allergische Reaktion
auf ICG-Pulsion® vermuten lasst

- Jod- oder Schellfischallergie

- Kontraindikationen die auf Unvertraglichkeit des Produktes schlie3en lassen

- Hyperthyreose (autonome Schilddriisenerkrankungen)

- Eingeschrankte Nierenfunktion mit einem Kreatinin > 1,5 mg/d|

- Komplette Obstruktion der lymphatischen Gefal3e

- Eingeschrankte Organfunktion (kardial, renal)

- akute infektiose Erkrankungen oder fieberhafte Temperaturen
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Pulsion Medical Systems SE Screening No.: S
Study No.. PULSION-001 Visi ;
isit 1/ Screening (Day -9 to -1
EudraCT No.: 2011-003194-28 g (Day )
Page 10 of 18
Exclusion Criteria:
‘2 If any of the exclusion criteria are answered with ,,Yes®, then the patient must not be included
¥ in the study.
Yes No
1. Breast cancer: stage T3 or T4 carcinoma, inflammatory or exulcerated mamma carcinoma () @)
2. Former surgery in the axilla O (@)
3. Any previous radiotherapy at the concerned breast and / or axilla and / or chest wall O ®)
4. Definite lymph node metastases (ultrasound and / or fine-needle aspiration) (definite
nodal positive patients in fine-needle aspiration) @) O
5. Contraindication for technetium imaging @) O
6. History of allergy or hypersensitivity against the investigational medicinal products
(its active substance or ingredients) O O
7. History of intolerability to ICG-Pulsion® during a previous injection, as this may lead to O '0)
serious anaphylactic reactions
8. History of allergic diseases / hypersensitivities, unless the investigator considers the
allergic disease as clinically irrelevant for the purpose of this clinical trial O O
9. Allergy to iodine or to shellfish O (@)
10. Any other contraindication to one of the investigational medicinal products as described
in their Summary of Product Characteristics O O
11. Apparent hyperthyroidism, autonomous thyroid adenoma, unifocal, multifocal or
disseminated autonomies of the thyroid gland O @]
12. Advanced renal impairment (creatinine > 1,5mg/dl) O O
13. Complete lymphatic obstruction O (@)
14. All clinically relevant internal medicinal diseases, cardiac or renal that could impair
the outcome of the clinical trial or that in the investigator's mind are not compatible O O
with participation for medical reasons
15. Acute inflammatory or febrile iliness O O
16. Evidence of local inflammation at the site of surgery O @)
to be continued on next page

CenTrial GmbH, Finale Version 1.1, 13.02.2012

Abb. 12: Ausschlusskriterien fir eine Studienteilnahme (Auszug aus Prifplan)
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2.3.  Angewandte Untersuchungstechniken zur SLN-Detektion

Die SLN-Detektion des axillaren Lymphknotens beim Mammakarzinom erfolgte
nach konventioneller Technetium-Markierung sowie simultan im intra-
individuellen Vergleich anstelle der blauen Farbstoffmethode mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes ICG-Pulsion. Dabei wurde eine intradermale Injektion des
Fluoreszenzfarbstoffes periareolar durchgefuhrt. Erfasst wurden damit im
intraindividuellen Vergleich die Detektionsmoglichkeit von axillaren Lymphknoten
mittels beider Verfahren sowie gleichzeitig auch eine Erfassung der Anzahl der
insgesamt mit den verschiedenen Methoden detektierten SLN. Da es sich um
eine Phase-lI-Studie handelte, wurden ergadnzend die zur Erfassung der
Pharmakovigilanz geforderten Laborparameter veranlasst (jeweils pra- und
postoperativ) und der jeweilige Lokalbefund nach Injektion auf potentiell
auftretende Hautreaktionen Uberprift. Die Indikation zur SLNB wurde unter
Bertcksichtigung der aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flr
Senologie und der Arbeitsgemeinschaft fir gynakologische Onkologie (AGO) im
Rahmen einer praoperativen interdisziplindren Konferenz gestellt [(Kihn et al.
2003), (Interdisziplinare S3-Leitlinie 2017)].

2.4. Patientinnen

Patientinnen, die die oben aufgefihrten Ein- und Ausschlusskriterien fir eine
Sentinel-Node-Biopsie erfillten und in eine Studienteilnahme einwilligten, konn-
ten in die Studie eingebracht werden. Die flr die Auswertung erfassten Patien-
tendaten wurden im Rahmen einer nicht randomisierten monozentrischen Phase-
[I-Studie erhoben. Grundlage war ein positives Votum der Ethikkommission des
Universitatsklinikums Tubingen (478/2011AMG1). Die Patientinnen wurden im
Zeitraum von Méarz 2012 bis Juni 2013 gemal der Studienvorgabe aufgeklart und
mit ihrer schriftlichen Zustimmung fur die Studie rekrutiert (Patienten-Aufkla-
rungsbogen und Einwilligungsformular im Anhang beigefiigt). Demographische
und klinische Daten, die im Rahmen der SLNB erhoben wurden sowie potentielle
perioperative Komplikationen die im Rahmen die SLNB entstanden sind, wurden

in einer Computerdatenbank erfasst.
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Die Patientendaten wurden unter Mal3gabe einer pseudonymisierten Verarbei-
tung elektronisch fiir die anschlielRende Auswertung archiviert. Im Rahmen dieser
Studie wurden insgesamt 126 Patientinnen rekrutiert. Erfasst wurde zusatzlich
bei den Patientinnen der Body-MalR3-Index (BMI) eingeteilt nach BMI < 40, < 35
bzw. < 30. Eine Ubersicht tiber die Tumorstadien der in die Studie eingeschlos-
senen Patientinnen nach TNM-Klassifikation befindet sich in Tabelle 4. Um einen
Bias auszuschliel3en wurde das Studienkollektiv mit den mittels OnkoZert erfass-
ten Patientinnen, die im gleichen Behandlungszeitraum am Brustzentrum Tubin-
gen operiert wurden, verglichen. Erfasst und verglichen wurde dabei vor allem
das Tumorstadium. Insbesondere die Anzahl der erfassten Patientinnen in den
Tumorstadien pT1 mit 62,9 % mittels OnkoZert und im Rahmen der Studie mit
61,2 % sowie die Patientinnen mit pT2-Tumoren mit 28,5 % nach OnkoZert und

27,4 % im Rahmen der Studie kénnen dies bestatigen.

Tab. 4: Ubersicht iber die Tumorstadien (nach TNM Klassifikation) von im Rahmen der Studie
(n=126 Pat.) erfassten Patientinnen im Vergleich zu im gleichen Zeitraum behandelten Patientinnen
am Brustzentrum Tibingen (Daten aus Qualitats-Bericht von OnkoZert 2013, Auditbericht intern)

Studie Vergleichskollektiv
Tumorstadium | Haufigkeit (n) | Haufigkeit (%)* | (n) Haufigkeit (%)
pTla 3
pTlb 21 61,2 348 62,9
pTlc 42
pT2 43 274 151 28,5
pTis 13 10,4 78 7.2
pTmic 4 1,0 8 1,4

*Prozentzahl bezogen auf Gesamtkollektiv — nicht beriicksichtig die Tumorstadien pT3 und pT4.

Um im Rahmen der weiteren Auswertungen eine Aussage zu einer potentiellen
Abh&ngigkeit der Detektionsrate insbesondere fur ICG-Pulsion von einem BMI
machen zu kénnen, wurden die Patientinnen nach ihrem BMI < 40, < 35 bzw. <
30 eingeteilt (Tab. 5).

Tab. 5: Patientinnen nach BMI-Index aufgelistet — 3 Patientinnen wiesen einen BMI >40 auf

BMI <40 | BMI<35 BMI<30
Anzahl erfasster Patientinnen 123 120 107
Markierung mit | Technetium ja ja ja
Markierung mit ICG ja ja ja
Studienvisiten komplett vorliegend | ja ja ja
Drop out aus Studie 0 0 0

Seite 25 von 91



2.5. Zielparameter

Zielparameter war die Erfassung der jeweiligen Detektionsraten, d.h. die
Detektion der SLN im direkten Vergleich mittels Technetium-Verfahren und ICG.
An weiteren Parametern wurden die jeweiligen Detektionsraten in Abhangigkeit
einer regionalen Lymphknotenmetastasierung untersucht, d.h. die Falle Gberpruft
bei denen ein karzinomattser Lymphknotenbefall vorlag ohne entsprechende

SLN Detektion mittels Technetium oder ICG-Pulsion.

Die Detektionsrate wurde wie folgt berechnet: Anzahl der erfolgreich detektierten
SLN bzw. das Auffinden von SLN durch Anzahl der untersuchten Patientinnen.
Die Detektionsrate gibt die Rate der erfolgreichen Sentinel-Node-Detektionen
wieder, d.h. die Anzahl von Patientinnen bei denen pro Patientin mindestens ein
SLN gefunden wurde (in %). Die Detektionsrate ist dabei unabhangig vom
tumortsen Befall oder fehlendem Tumorbefall der SLN. Die Detektionsrate gibt
die Haufigkeit an, mittels der mit Hilfe von Tc oder ICG bei einer Patientin bzw.
mit beiden Methoden Wachterlymphknoten gefunden werden konnten.
ZahlenmalRig erfasst wurden die mittels SLNB untersuchten Patientinnen, aber
auch die Gesamtzahl der mittels der verschiedenen Methoden detektierten
Einzellymphknoten. Gleichzeitig wurde differenziert in tumords befallene
Lymphknoten, d.h. die Rate der nodalpositiven Patientinnen, bei denen auch der
SLN einen Tumorzellbefall aufwies, d.h. der Prozentsatz richtig erkannter
Patientinnen mit lymphatischer Metastasierung. Die Sensitivitat war dabei
unabhangig von der Pravalenz nodalpositiver Falle.

Da es sich gleichzeitig um eine pharmakologische Phase-II-Studie handelte, mit
Erfassung von hamatologischen sowie nichthAmatologischen Toxizitaten
(Pharmakovigilanz), wurden weitere Parameter in Form von klinischen
Symptomen als Zeichen potentieller Toxizitdten erfasst wie Auftreten einer
Tachykardie oder Symptome wie Ubelkeit oder Erbrechen. In der
Fachinformation fur die dbliche i.v. Applikationen finden sich als potentielle
Nebenwirkungen anaphylaktische Reaktionen oder Urtikaria. Diese wurden in

sehr seltenen Fallen mit einer Haufigkeit von <1/10.000 beschrieben.
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Zum Ausschluss potentieller Organtoxizitat wurden in der vorliegenden Studie
Routine—Laboruntersuchungen vor ICG-Applikation, d.h. praoperativ sowie im
postoperativen Verlauf durchgefihrt. Gemald Fachinformation wurden bei i.v.
Applikation keine verénderten Laborwerte gefunden auch nicht im Falle einer
Arzneimitteliberdosierung [(Fachinformation ICG-Pulsion 2010)]. Nach
intravenodser Applikation ist bekannt, dass ICG rasch an Plasmaproteine

gebunden wird und im Organismus keinem Stoffwechsel unterliegt.

2.6 Durchfuhrung der Sentinel-Lymphknoten-Detektion mittels Radionuk-
lid-Methode

Bei jeder Patientin wurden in Sequenz beide Verfahren, sowohl die Radionuklid-
Methode als auch das Fluoreszenzverfahren, eingesetzt.

Die Technetium-Markierung erfolgte nach Standardverfahren mit [Tc-99m]-
Nanocoll®. Dabei wurde kommerziell verfiigbares Nanocoll® (Humanalbumin
500 p/vial) der Firma GE Healthcare am Vortag subkutan/intradermal periareolar
injiziert. Dabei wurde Nanocoll® mit Natriumpertechnitat verdinnt, um [Tc-99m]
als an Albumin gebundene Nanocolloid-Lésung zur Applikation herzustellen. Die
applizierte [Tc-99m]-Nanocoll Menge wurde protokollgerecht
subkutan/intradermal periareolar injiziert. Verabreicht wurden gemafld dem 2-
Tages-Protokoll zwischen 39 und 102 MBq analog der in der klinischen Routine
Ublichen Dosierung. Dabei erfolgte die Applikation am Nachmittag des Vortages
vor dem geplanten operativen Eingriff bzw. nach dem 1-Tages-Protokoll am
Operationstag jeweils morgens. Bei dem 2-Tages-Protokoll wurden
Ublicherweise 50—-80 MBq Technetium injiziert, beim 1-Tages-Protokoll erhielten
die Patientinnen in der Regel 20-40 MBq Technetium (Abb. 14). Die Abbildung
ist Bestandteil des Studienprotokolls der Firma CenTrial.

Die Technetiumapplikation und die Anfertigung eines Lymphszintigrammes
erfolgten jeweils in der Klinik fir Nuklearmedizin nach vorliegendem Protokoll.
Die Detektion intraoperativ erfolgte jeweils mit einer Sonde (Neoprobe GDS —
Gamma Detection System Devicor Medical Products). Die Dokumentation

erfolgte mittels eines Dokumentationsbogens, der im Sinne der Auswertbarkeit
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Teil der Studiendokumentation war (siehe Protokoll zur SLN-Detektion mittels
Technetium analog Prifplan). Dieser wurde im Rahmen der Studie in

Kooperation mit der Firma Pulsion Medical Systems erstellt.

Nach Applikation des Radionuklids wurde zunachst eine Lymphszintigraphie
durch die Kollegen der Klinik fir Nuklearmedizin angefertigt. Damit erhielt der
Operateur Hinweise Uber die Lage und Anzahl speichernder Lymphknoten. Mit
der Messsonde Neoprobe GDS war es dem Operateur méglich, neben einem
visuellen Eindruck auch ein digital und analog akustisch vermitteltes Signal zu
erhalten. Dies erleichterte ihm die entsprechende Hautinzision vorzunehmen und
im subkutanen Fettgewebe (Lymphfettgewebe) den entsprechenden SLN zu
detektieren und zu exstirpieren. Im entsprechenden zur Dokumentation
vorgesehenen Protokoll wurde exakt die verabreichte Dosis des Technetiums
dokumentiert, die Uhrzeit und eine entsprechende Dokumentation der
Lymphszintigraphie (Abb. 13). Dies entsprach damit den Qualitdtsanforderungen
der Deutschen Gesellschaft fir Nuklearmedizin, entsprechend auch der S1-
Leitlinie [(Schmidt et al. 2014)].

Die in der Folge durchgefiihrte operative Intervention erfolgte durch eine kleine
Hautinzision im Bereich der vorderen Axillarlinie tber dem mit der Gammasonde
lokalisierten Ort der hochsten Aktivitat. Nach Hautinzision erfolgte die
entsprechende Préparation der Faszie und des axillaren Fettkérpers, gefihrt
durch die Gammasonde. Es erfolgte eine Messung der Radioaktivitat vor
Hautinzision im subkutanen Fettgewebe und direkt Uber den entsprechenden
SLN sowohl vor als auch nach Exstirpation. In der Folge wurden der speichernde
Lymphknoten bzw. die Lymphknotengruppe entfernt. Nicht-speichernde
Lymphknoten wurden in der Regel belassen. Zeigten sich allerdings zuséatzlich
inspektorisch oder palpatorisch verdachtige nicht-speichernde Lymphknoten,
wurden diese als non-Sentinel entfernt. Zum Abschluss wurde die Wundregion

nochmals auf Radioaktivitdt mit der handgefiihrten Gammasonde Uberpruft.
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Pulsion Medical Systems SE Patient No.: L1

Study No.: PULSION-001 ; _
EudraCT No.: 2011-003194-28 Visit 2 (Day -1)

Comment log nuclear medicine:

Page 13 of 18
Injection of 99m Tc Nanocoll®

Date of injection: I T Y Y | Time of injection: | J|

DD MMM Y YY Y (24h clock time) h h mm
99mTC preparation: Q filtered QO unfiltered QO unknown
Location of the injection: QO subdermal Q periareolar
Dose of 99m Tc: [ 1 L _](Mbq)

Lymphoscintigraphy

Sentinel lymph nodes detected: O vyes QO no
Localisation: QO axillary, quantity: (O paraclavicular (O mediastinal
Time of localisation: | 1|
(24h clock time) h h m m

Abb. 13: Protokoll zur SLN Detektion mittels Technetium (Auszug aus Prifplan)
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2.7. Praktische Durchfihrung des Fluoreszenzverfahrens mittels ICG-
Pulsion
Bei der eingesetzten Fluoreszenztechnik erfolgte die Farbmarkierung durch den
Einsatz von ICG-Pulsion. Die ICG-Pulsion Losung wurde unmittelbar vor
Operationsbeginn zubereitet. Die speziell fur die Studie zubereitete
Priufmedikation wurde abgepackt in Form von 25 mg ICG Ampullen (Vials) in
Pulverform zur Verfigung gestellt. Zur Anwendung wurde jeweils ein Vial mit 5 ml
Aqua dest. zur Injektion geldst pro Patientin und davon 2 ml der Lésung (10 mg
ICG) unmittelbar préaoperativ intradermal und periareolar in das tumortragende
Segment injiziert. In der Regel erfolgte die Injektion 15-20 Minuten vor der
operativen SLN-Detektion, d. h. standardisiert nach Beendigung der
Narkoseeinleitung vor Abwaschen des Wundgebietes. Der OP-Ablauf wurde
ebenfalls zeitlich festgelegt. Bei isoliertem Zugang zur Axilla (nicht Uber die
Mammaumschneidungsfigur) wurde mit der SLN-Biopsie begonnen. Bei Zugang
Uber die mammare Schnittfhrung (brusterhaltende operative Intervention oder
auch ablatives Vorgehen) wurde vor Beginn der Umschneidung, d.h. der
Hautinzision im mammaren Bereich mit der Detektion der Lymphbahnen zur
SLN-Auffindung begonnen. Zur Detektion mit der entsprechenden
Fluoreszenztechnik wurde eine Kamera der Firma Hamamata eingesetzt. Die
Kamera mit dem Namen Photo Dynamic Eye ermoglichte Gber Dioden (Leeds)
Licht bei einer Wellenlange von 760 nm zu produzieren und gleichzeitig das
Fluoreszenzsignal aufzunehmen. Dabei wurde der Farbstoff zur Fluoreszenz
angeregt. Der Detektor bestand aus einer CCD-Kamera und war in der Lage, das
Licht bei einer Wellenlange unter 820 nm zu filtern. Das Fluoreszenzsignal wurde
dabei in eine schwarz/weil3e Bilddarstellung transferiert und kontinuierlich auf
einem Monitor zur Darstellung gebracht. Beim praktischen Vorgehen erfolgte
zunachst die Detektion des SNL mit der Gammasonde nach entsprechender
Lymphszintigraphie. Das entsprechende Hautareal mit Signalgebung wird mittels
Markierungsstift versehen. Auch die Infrarotlichtkamera PDE (Detektionskopf des
Pulsionsgerates) wurde mit einem sterilen Uberzug versehen. Das Gerat wurde

unmittelbar vor Detektionsbeginn in Aktion gebracht.
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Ein wesentlicher Faktor war dabei die entsprechende adaquate Einstellung des
Raumlichtes nach entsprechenden vorliegenden Lichtverhaltnissen. Nur so
konnte makroskopisch die Anatomie erkannt werden und dennoch die
Fluoreszenz zur Darstellung gebracht werden. Wesentlich war dabei auch ein
entsprechender Abstand der Infrarotkamera zum Operationsgebiet. In der Regel
empfahl es sich eine Distanz von 20-25 cm von der eigentlichen Haut
einzuhalten. Zur Erfassung der einzelnen Parameter bei Einsatz der
Fluoreszenztechnik war es erforderlich eine gewisse Lernkurve zu absolvieren.
Die praktische Umsetzung der Detektion mittels Fluoreszenz und die hierzu
erfasste Vorgehensweise wurde empirisch unter Berlicksichtigung der einzelnen
Einschlussvariablen erarbeitet und fir die Studie im Weiteren festgelegt. Im
Rahmen einer standardisierten Darstellungstechnik (mit entsprechender
Lernkurve) wurde nach Injektion von ICG unter Einsatz der PDE-Kamera die
Lymphbahn vom Injektionsdepot ausgehend bis in die Region der Axilla
dargestellt (Abb. 14). An der Stelle des Abbruches der Lymphbahn und damit
einem Tiefertreten des fluoreszierenden Farbstoffes ICG in tiefere subkutane
Gewebsschichten wurde der SLN vermutet (Abb. 15). Die Haut wurde an dieser
Stelle markiert und mit der mittels Technetium markierten vermuteten SNL-
Gruppe korreliert. In der Folge wurde die Haut an dieser Stelle Uber eine Distanz
von 3-4 cm inzidiert. Dabei wurde von einer Eindringtiefe und Detektierbarkeit der
Fluoreszenz bis zu einer Eindringtiefe von 1,5-2 cm ausgegangen. Nach
Hautinzision konnte mittels der Kamera in der Regel ein erster fluoreszierender
Lymphknoten in dieser Region detektiert werde (Abb. 16). Parallel dazu erfolgte
unmittelbar im Anschluss die konventionelle Detektion des im Vorfeld mittels
Technetium markierten Lymphknotens.

Dabei wurde der mittels Fluoreszenz detektierte SLN bzw. die Sentinelgruppe
ebenso wie der mittels Technetium ermittelte SLN hinsichtlich Radioaktivitat bzw.
Signalgebung uberprift. Ergdnzend wurde dabei mittels der Gamma-Kamera das
Zentrum der maximalen Zahl an Counts uberprift und dokumentiert. Damit
konnte eine eindeutige Zuordnung der mittels der beiden verschiedenen

Methoden detektierten SLN erfasst werden.
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Nach gezielter Exstirpation des jeweils detektierten Lymphknotens erfolgte
nochmals eine Uberprifung der eroffneten Axillaregion, zunachst mittels
Fluoreszenztechnik (Einsatz der Fluoreszenzkamera) und in der Folge eine
Uberpriifung beziiglich weiterer bzw. noch vorhandener Restradioaktivitat mittels
der Gamma-Kamera. Falls mit einer der beiden Methoden eine weitere
Signalgebung bzw. Fluoreszenz zu erkennen war, wurden weitere Lymphknoten
exstirpiert (Anleitung zur praktischen Durchfihrung in der Anlage). Ergab sich
kein Hinweis auf eine weitere Signalgebung, wurde der Eingriff beendet und die

Haut nach Blutstillung verschlossen. Der detektierte und exstirpierte SNL wurde

nochmals bzgl. Fluoreszenz und Signalgebung mittels der Gammakamera
Uberpraft (Abb. 17).

Abb. 14: Auf der Haut markierte Lymphbahnen gem&R Verlauf der Fluoreszenz und
Hautinzisionsstelle bei Raumlicht in Abhéngigkeit des zuvor ermittelten Fluoreszenzverlaufs

Abb. 15: Zufihrende Lymphbahn mit Abbruch der Fluoreszenz als Hinweis fir ein Tiefertreten der
Fluoreszenz zum Sentinel Lymphknoten - erfasst mit der PDE Kamera
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Abb. 16: Darstellung des fluoreszierenden Primartumors mit der zum Sentinel-Lymphknoten
fuhrenden Lymphbahn und einem stark fluoreszierendem Sentinel-Lymphknoten- erfasst mit der
PDE Kamera

Abb. 17: Exstirpiertes Lymph-Fettgewebe mit fluoreszierenden Lymphknoten (2 SNL)

Fir die Detektion mittels ICG-Pulsion wurde analog dem Technetiumverfahren
die Detektionszeit exakt protokolliert. Neben Zeitpunkt der Injektion, Zeitpunkt
des OP-Beginnes und Start der Detektion wurde auch der entsprechende
Zeitpunkt der Lymphknotenexstirpation dokumentiert. Jeder Lymphknoten wurde
als einzelner Lymphknoten erfasst. Dies bedeutete, dass zu jedem Lymphknoten
eindeutig zugeordnet wurde, mit welchem Verfahren die Detektion erfolgt bzw.
ob eine Detektion auch mit beiden Verfahren (Fluoreszenz und Technetium)
maoglich war.
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2.8. Dokumentation der intraoperativen SLN Detektion

Die Dokumentation erfolgte unter Benitzung eines eigens dafir erstellten
Dokumentationsbogens (Abb. 18). Die Abbildung ist Bestandteil des
Studienprotokolls der Firma CenTrial. Dokumentiert wurde die Darstellbarkeit von
Lymphbahnen sowie die Darstellbarkeit von exstirpierten SN (Anzahl bei
mehreren) mittels Fluoreszenzverfahren sowie der Radionuklidtechnik. Ziel war
die Erfassung der mit den beiden Methoden detektierten SLN und eine
entsprechende Zuordnung zu dem jeweiligen Detektionsverfahren. Damit
bestand die Moglichkeit zu Gberprufen, ob eine Detektion mit beiden Methoden
gelang oder nur mit jeweils einer der beiden Nachweisverfahren. Gleichzeig
konnte die Anzahl der pro Patientin detektierten und exstirpierten SLN erfasst
werden, aber auch die Gesamtzahl der detektierten und entnommenen SLN
bezogen auf das diagnostische Verfahren. Damit konnte auch tberprift werden,
ob es gelang nicht nur histopathologisch nicht tumorés befallene SLN zu finden,

sondern auch karzinomatos befallene SLN.
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Pulsion Medical Systems SE Patient No.: L1
Study No.: PULSION-001 Visit 3 (Day 1) - Date of Surgery / Injection
DD MMM Y YY Y Page 14 of 18
Surgery
Name of surgeon: (Please use capitals)
Time of surgery: L1 I ]
(24h clock time) h h m m
Time of injection of ICG-Pulsion®: :
(24h clock time) l_l_l I_I_I
h h mm
Number of injection points of ICG-Pulsion®: |
Location of injection of ICG-Pulsion®: (O subdermal (O periareolar
Amount of injected ICG-Pulsion®: | ml
Time of start of detection: .
Time of start Lt L1 |
h h mm
Time of start of dissection: :
(24h clock time) e
h h mm
Identification of sentinel lymphe nodes: Q vyes Q no
Detection Tc
Lymphe Detection ICG (Intensity target count / 10 sec) Level control scintigraphy
node (LN) ) .
yes no yes no intensity yes no
LN1
LN 2
LN3
LN 4
LNS
LNB
LN7
LN 8
LN9
ongoing
sum
Radioactivity in axilla after removal of all LN: counts / 10 sec
Fluorescence in axilla after removal of LN: QO vyes Q no
Matching plausibility imaging / surgery (SLNB): () yes O no
Comment:

CenTrial GmbH, Finale Version 1.1, 13.02.2012

Abb. 18: Protokoll zur operativen Entfernung aller mittels ICG und Tc detektierten SLN (Auszug aus
Prifplan)
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2.9. Gezielte histologische Aufarbeitung der einzelnen entfernten SLN
Die histologische Aufarbeitung der einzelnen getrennt asservierten und
gekennzeichneten  SLN  wurde  entsprechend des  angegebenen
Detektionsverfahrens durchgefuhrt und dokumentiert. Korrelierend zu den
histopathologischen Ergebnissen konnte eine Zuordnung getroffen werden, ob
die Lymphknotendetektion szintigrafisch mittels Technetium oder mittels 1ICG
oder mit beiden Methoden erfolgte.

Bei der Aufarbeitung der Sentinel-Lymphknoten wurden die Ublichen Kriterien
gemal Verfahrensanweisung fir die technische Durchfihrung der

nuklearmedizinischen Wachterlymphknotendiagnostik angewandt und beachtet.

2.10. Erstellung einer Arbeitsanleitung fir die praktische Durchfihrung
entsprechend einer Lernkurve

Bei der praktischen Durchfiihrung gemaf Prifplan zeigte sich, dass die Detektion
mittels Fluoreszenz im Vergleich zu dem standardisierten Vorgehen einer
Technetiumdetektion entscheidend von verschiedenen Einflussvariablen
abhangig war. Diese waren die Einstellung der Infrarotlichtkamera PDE, die
Intensitat der Raumbeleuchtung, das heil3t die Helligkeit des Raumlichts, der
Abstand von Kamera zum Operationsgebiet und verstandlicherweise von dem
Training des Operateurs im Umgang vor allen Dingen mit der PDE Kamera.

Um standardisierte Bedingungen zu erreichen, wurde ein entsprechendes
Vorgehen erarbeitet und im Studienprotokoll erfasst (siehe Arbeitsanleitung
praktisches Vorgehen im Anhang). Dabei zeigte sich, dass die
Infrarotlichtkamera PDE am besten auf maximale Helligkeit eingestellt werden
sollte und der Kontrast auf zwei bis drei Dioden. Die weitere optimierte
Einstellung zur Detektion ergab sich durch eine weitere Regulierung Uber das
Raumlicht.

Pro Patientin stand der fluoreszierende Farbstoff ICG in Form einer
Durchstechflasche zur Verfiigung mit jeweils 25 mg ICG. Der Farbstoff wurde mit

5 ml Aquadest zur Injektion aufgeldst.
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Initial in der Erprobungsphase (Patientinnen wurden nicht im Rahmen der Studie
ausgewertet), war 1 ml intradermal periareolér in den jeweils tumor-fliihrenden
Quadranten injiziert worden. In der Folge und mit Beginn der Datenerfassung
waren 2 ml der Lésung und damit 10 mg ICG zur Injektion verwendet worden.
Unmittelbar danach wurde die Injektionsstelle Gber 1 Minute massiert. Die Zeit
von Injektion bis zur Hautinzisionsbeginn bzw. Beginn der Sentinel-Detektion
wurde ebenfalls standardisiert festgelegt. In der Regel erfolgte die Injektion 15-
20 Minuten vor der operativen SLN-Detektion. An dieser Stelle sei nochmals
erwahnt, dass bei isoliertem Zugang zur Axilla, das heil3t nicht Gber die
Mammaumschneidungsfigur mit der SLN-Biopsie und Detektion begonnen
wurde. Bei Zugang uber eine mammare Schnittfiilhrung (sowohl brusterhaltendes
als auch ablatives Vorgehen) wurde bereits vor Beginn des mammaéren Eingriffs
in Form der Hautumschneidung mit der Detektion der zur Axilla ziehenden
Lymphbahnen begonnen. Dies wurde festgelegt, um ein streng standardisiertes
Vorgehen bei dieser operativen Studie zu erméglichen.

An praktischen Hinweisen wurde im Rahmen der Lernkurve erarbeitet, dass die
Raumlichteinstellung immer ein Erkennen der Hautkonturen inshesondere auch
der Areola ermdglichen sollte. Die Infrarotlichtkamera sollte méglichst im 90°-
Winkel zur Haut gehalten und bewegt werden. Im praktischen Verlauf wurde bei
der Exzision zundchst der mittels Technetium-markierte Sentinel entnommen.
Vor Entnahme wurde Uberprift, ob dieser auch entsprechend eine Fluoreszenz

aufwies.

2.11. Erfassung der Arzneimittelsicherheit (Pharmakovigilanz)

Da der Fluoreszenzfarbstoff ICG zum Zeitpunkt der Studie und auch noch aktuell
nur fUr die intraventse Applikationen eine Arzneimittelzulassung besitzt, wurden
im Rahmen der Studie nach Prifplan der Firma CenTrial Parameter zur
Dokumentation der Arzneimittelsicherheit erfasst.
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Diese orientierten sich nach potenziell mit der Verabreichung von ICG in
Zusammenhang stehenden Nebenwirkungen, wobei diese sich auf die bisher
bekannten Nebenwirkungen, die im Rahmen einer i.v. Applikation in Erscheinung

treten kdnnen orientierten.

Da dies nicht primér die Fragestellung der Promotion beinhaltete, erfolgte die
Erfassung von potentiellen Nebenwirkungen in Form einer Uberpriifung von
Labordaten (Safety lab) und klinischen Daten wie Herz- Kreislaufparametren, dem
Ausschluss allergischer generalisierter aber auch lokaler Reaktionen sowie die
Beurteilung des Lokalbefundes nach Farbstoffinjektion. Dies erfolgte
insbesondere unter dem Aspekt einer Hautpigmentierung bzw. anhaltender
Tatowierung der Haut an der Injektionsstelle wie sie bei der Anwendung der
blauen Farbstoffmethode anzutreffen ist. Die Auswertung und das
Studienmonitoring erfolgten durch die Firma CenTrial. Wesentlicher Part war
dabei die Uberprifung der Zurverfiigungstellung der Studienmedikation und die
korrekte  Anwendung sowie die Entsorgung, bei der die jeweils
patientenbezogene Zuordnung der Vials und verabreichte Dosierung tberprift
werden konnte analog einer Pharmakonstudie. Dabei sei nochmals erwéhnt,
dass ICG nur fir die intraventse Applikation primar zugelassen ist. Die
Indikationen beinhalten diagnostische Verfahren zur Erfassung von Herz-
Kreislaufparametern sowie Datenerhebung zur Mikrozirkulationsdiagnostik
(Messung des Herz-Zeit-Volumens und Schlagvolumens, Messung von
zirkulierenden Blutvolumina und Messung der zerebralen Durchblutung). Weitere
Einsatzgebiete stellen die Leberfunktionsdiagnostik (Messung der
exkretorischen Leberfunktion) und die ophthalmologische Angiographie zur
Messung der Aderhautdurchblutung dar. Fur diese Indikationen werden in der
Regel Dosierungen von 0,1-0,5 mg/kg Korpergewicht in Form einer
Bolusinjektion verabreicht.
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3. Ergebnisse

3.1. Tumorstadien

Zur Auswertung konnten die Daten von 105 Patientinnen bertcksichtigt werden.
Ein doppelseitiges Karzinom lag bei 5 Patientinnen vor.

Das Durchschnittsalter der Patientinnen betrug 57,5 Jahre. Funf Patientinnen
waren dalter als 80 Jahre (81, 82 und 3 x 84 Jahre). Der BMI betrug bei 123 der
primar erfassten Patientinnen <40, bei 120 Patientinnen <35 und bei 107
Patientinnen <30. Drei Patientinnen wiesen einen BMI >40 auf. Der
Durchschnitts-BMI betrug 26 + 5,32. Die Tumorstadien unterschieden sich nicht
von einem Durchschnittskollektiv, das im gleichen Zeitraum am Brustzentrum
Tubingen aufRerhalb der Studie behandelt wurde (Tab. 2 Vergleichszahlen sind
die Qualitatsdaten fir das Brustzentrum Tubingen erhoben von OnkoZert). Dabei
war das haufigste Tumorstadium im Gesamtkollektiv ein Tumorstadium pT2 in 43
Fallen, gefolgt von einem Tumorstadium pT1c in 42 Féllen. Ein Tumorstadium
pTla trat bei drei Patientinnen auf und ein Tumorstadium pTlb bei 21
Patientinnen. Insgesamt wiesen 17 Patientinnen ein ausgedehntes pTis auf oder
ein pTmic (pTmic in vier Fallen, pTis in 13 Fallen) (Tab. 2).

Die Zusammenfassung der Tumorstadien pTla, pTlb und pTlc, in der
vorliegenden Studie bei insgesamt 66 Patientinnen vorkommend, korrelierte mit
61,2 % zu dem statistisch ermittelten Vergleichswert von 62,9 %. Damit konnte
bestétigt werden, dass es sich um eine Verteilung analog eines Normalkollektivs
handelte. Bei den invasiven Karzinomen fand sich ein Grading G1 in 53 %, ein
Grading G2 in 45 % und ein Grading G3 in 32 %.

3.2. SLN-Detektion auf Patientinnen bezogen (Méglichkeit der Detektion
von SLN pro Patientin)

Bei den 105 auswertbaren Patientinnen gelang mittels Technetium eine SLN-

Detektion bei 103 Patientinnen und entsprach damit eine Detektionsrate von

98 %. Mittels ICG gelang die Detektion bei 93 Patientinnen, was einer

Detektionsrate von 89 % entspricht. Eine SLN-Detektion mit beiden Methoden

gelang bei 91 der 105 Patientinnen.
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Wahrend ein Nachweis mit ICG und nicht mit Technetium bei zwei der 105
Patientinnen gelang, zeigte sich bei 12 Patientinnen die Diskrepanz
dahingehend, dass mittels Technetium eine Detektion moglich war aber nicht
mittels ICG (Tab. 6).

Tab. 6: Sentinel-Lymphknoten-Detektion mit Technetium und Indocyaningriin bezogen auf die
Anzahl untersuchter Patientinnen

Gesamtzahl erfasster Patientinnen zur SLN Detektion Anzahl Patientinnen
Untersucht und SN detektiert n = 105 Pat.

davon mit Tc detektiert n =103 (98 %)
davon mit ICG detektiert n =93 (89 %)

SN Nachweis mit ICG und Tc n=91/105

SN Nachweis mit ICG und nicht Tc n=2/105

SN Nachweis mit Tc und nicht ICG n=12/105

In der Folge wurde die Anzahl der Lymphknoten pro Patientin entsprechend dem
Detektionsverfahren ausgewertet. Untersucht und aufgelistet wurden dabei die
Anzahl der pro Patientin detektierten SLN in Abhangigkeit der einzelnen
Verfahren. Aufgelistet wurde dabei zusatzlich auf das entsprechende
Detektionsverfahren bezogen, wie haufig ein, zwei oder drei Sentinel detektiert
werden konnten. Fir das Technetiumverfahren konnte 66 Mal ein Lymphknoten,
32 Mal konnten zwei Lymphknoten und in sieben Fallen drei Lymphknoten
detektiert werden. Fur ICG konnten in 63 Fallen ein Lymphknoten, in 23 Fallen
zwei und in sieben Fallen drei Lymphknoten detektiert werden. Mit beiden
Verfahren konnten 64 Mal ein Lymphknoten, 22 Mal zwei und ebenfalls in sieben

Fallen drei Lymphknoten nachgewiesen werden (Tab. 7).

Tab. 7: Anzahl der pro Patientin detektierten und exstirpierten Lymphknoten (ein, zwei und drei
SLN) in Abhé&ngigkeit der jeweiligen Detektions-Methode

Anzahl Pat (N)

Technetiumverfahren | ICG | Technetium

+ICG
1 SLN detektiert 66 63 64
2 SLN detektiert 32 23 22
3 SLN detektiert 3 7 7

Die Anzahl der pro Patientin mit dem jeweiligen Verfahren detektierten SLN sind

in den folgenden Saulengraphiken aufgefuhrt. Dabei wurde mittels Tc am
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haufigsten nur ein SLN detektiert mit knapp 65 % und zwei SLN in knapp 33 %.

Die SLN Darstellung mit ICG wies ahnlich wie die Detektion mittels Tc eine hohe

Rate mit nur einem entdeckten SLN auf, allerdings wurde entgegen der Tc-

Technik die Zahl in der Gruppe in der 3 SLN pro Patientin gefunden wurden
grofer. (Abb. 19).

70

TC Detektion

ICG Detektion

TCund ICG

B 1SLN
B 2SLN
B 3SLN

Abb. 19: Anzahl der pro Patientin detektierten Lymphknoten bezogen auf die einzelnen Verfahren -
Technetium (Tc), Fluoreszenz (ICG) und beide Verfahren in Kombination (Tc und ICG) eingeteilt nach

1,2 und 3 detektierten SLN
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3.3. SLN-Detektionsrate bezogen auf die Gesamtzahl exstirpierter

Lymphknoten in Abhangigkeit der angewandten Methode
Insgesamt wurden 162 Lymphknoten histopathologisch gefunden und analysiert
(Tab. 8). Dabei konnten 157 SLN mittels Technetium und 138 SLN mittels ICG
detektiert werden. Die Anzahl der Lymphknoten, die mit beiden Methoden
detektiert werden konnten, betrug 133. Dies entspricht einer Sensitivitat von 0,96
Konfidenzintervall (Cl: 0,92, 0,99). Der positive predictive value bzw.
Vorhersagewert betragt 0,85 (Cl: 0,78,0,9). Die Spezifitdt betrug dabei 0,82
Konfidenzintervall (CI: 0,75, 0,88).

Tab. 8: Anzahl der insgesamt detektierten und exstirpierten Lymphknoten (SLN) in Abhangigkeit
der Methode

SLN N (Anzahl)
Gesamt exstirpierte SLN 162

Mittels Tc detektierte SLN 157 (96 %)

Mittels ICG-detektiert SLN 138 (85 %)

Mittels ICG und Tc detektierte SLN 133 (82 %)
Sensitivitat 0,96 CI: (0,92, 0,99)
Positiver Vorhersagewert 0,85 ClI: (0,78, 0,9)
Spezifitat 0,82 CI: (0,75, 0,88)

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob es Unterschiede in den
Detektionsraten gibt bzgl. der Detektion des ersten Lymphknotens und des so-
genannten Folgelymphknotens, d. h. des zweiten SLN. Dies war mdglich, da in
den Protokollen die Detektion chronologisch aufgefuihrt wurde. Dabei ergab sich
fur den ersten SLN (exstirpiert wurden insgesamt 111) eine Anzahl von 109 fir
die Tc-Markierung und 97 fir das ICG-Verfahren. Dies entspricht einer
Sensitivitat von 0,98 (ClI: 0,93, 1) und einem positiven Vorhersagewert von 0,87
(Cl: 0,79, 0,93). Die Spezifitat betragt dabei 0,86 (ClI: 0,78, 0,92).

Betrachtet man den zweiten SLN (hier wurden insgesamt 42 exstirpiert) ergab
sich fur Technetium eine Zahl von 41, fur ICG-Pulsion eine Zahl detektierter
Lymphknoten von 32. Mit beiden Verfahren konnten 31 Lymphknoten detektiert
werden. Dies entspricht einer Sensitivitdt von 0,97 (Cl: 0,84, 1) und einem

positiven predictive value (Vorhersagewert) von 0,76 (ClI: 0,6, 0,88).
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Dabei erwies sich die Technetium-Methode fir die Detektion weiterer SLN

insbesondere fur den zweiten Lymphknoten dem ICG-Verfahren deutlich

Uberlegen (Tab. 9).

Tab. 9: Charakterisierung der entnommenen SLN in Abhangigkeit von der Reihenfolge der
Detektion (erster SLN — zweiter SLN) bezogen auf die jeweilige Detektions-Methode

Charakterisierung des ersten SLN N( Anzahl)
Gesamte Anzahl 111

Mittels Tc-detektierte SLN 109

Mittels ICG- detektierte SLN 97

Mittels ICG- und Tc-detektierte SLN 95

Sensitivitat

0,98 CI (0,93, 1)

Positiver Vorhersagewert

0,87 CI (0,79, 0,93)

Spezifitat 0,86 CI (0,78, 0,92)
Charakterisierung des zweiten SLN N( Anzahl)
Gesamte Anzahl 42

Mittels Tc-detektierte SLN 41

Mittels ICG-detektierte SLN 32

Mittels ICG- und Tc-detektierte SLN 31

Sensitivitat

0,97 CI (0,84,1)

Positiver Vorhersagewert

0,76 C1(0,6,0,88)

Spezifitat

0,74 C1 ( 0,58,0,86)

3.4. Analyse der mit ICG fehlenden Detektion im Vergleich zu Detektion
mit Tc in Abh&ngigkeit des Body Mal3 Index (BMI)

Unter Bertcksichtigung der limitierten Eindringtiefe des Fluoreszenzverfahrens

wurden die 12 Patientinnen, bei denen eine Markierung mit Technetium gelang

mit ICG allerdings nicht gelang (n=12), nochmals analysiert. Dabei zeigte sich,

dass zwei der Patientinnen mit fehlender ICG-Detektion einen BMI von >40

aufwiesen (BMI 40,4 bzw. 40,9).

Unter diesem Aspekt wurden nochmals alle detektierten Lymphknoten in Abhan-
gigkeit des BMI der jeweiligen Patientinnen Uberprft. Eine Auflistung befindet
sich in Tabelle 10. In den einzeln aufgelisteten Subgruppen wurden die Patien-
tinnen nach ermitteltem BMI aufgelistet. Dabei wurde eine Gruppeneinteilung
vorgenommen gemalf eines BMI <40, <35 und <30. Dabei zeigte sich bezuglich
der Detektierbarkeit mittels Technetium kein Unterschied in den einzelnen Grup-

pen.
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Im Gesamtkollektiv waren die Detektionsraten 0,86 vs. 0,95 (mittels ICG detek-

tiert bzw. Technetium). Die Detektionshaufigkeit mittels ICG zeigte allerdings in

Abhangigkeit des BMI doch geringe Unterschiede.

Die Detektionsrate fur ICG ergab bei einem BMI <40 einen Wert von 0,890, bei

einem BMI <35 einen Wert von 0,893 und bei einem BMI <30 einen Wert von

0,880(Tab. 10)

Tab. 10: Subgruppenanalyse - Anzahl detektierter Lymphknoten bei intradermaler Applikation

(aufgelistet in Abhangigkeit des BMI) fir die jeweiligen Detektionsverfahren

Gesamtkollektiv ICG [Tc ICG+Tc
Gesamte Anzahl SLN 162 |162 162
Ja 138 | 157 133
Nein 23 5 27
Fehlende Angabe 1 0 2
Haufigkeit 0.860|0.951 0.837
BMI < 40

Anzahl 155 155 155
Ja 138 | 150 133
Nein 17 5 22
Fehlende Angabe 2 2 0
Haufigkeit 0.890 | 0.968 0.860
BMI < 35

Anzahl 149 149 149
Ja 133 144 129
Nein 16 5 21
Fehlende Angabe 1 1 0
Haufigkeit 0.893 | 0.966 0.860
BMI < 30

Anzahl 134 |134 134
Ja 118 131 116
Nein 16 3 19
Fehlende Angabe 1 1 0
Haufigkeit 0.880(0.9784 0.859
BMI>40n=3 Keine SLN Detektion
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3.5. Detektionsraten bei histopathologischem Tumorbefall der SLN

Bei den Patientinnen, bei denen eine SLN-Detektion mittels ICG und Technetium
gelang (n=91), konnte bei 25 Patientinnen ein Tumornachweis, d.h. ein
tumorbefallener SLN nachgewiesen werden. Bei zwei Patientinnen, bei denen
eine SLN-Detektion ausschlie3lich mit ICG und nicht mit Technetium gelang, war
in keinem der beiden Féalle ein Tumornachweis zu finden. Bei 12 Patientinnen,
bei denen eine SLN-Detektion mit Technetium und nicht mit ICG gelang, war in
zwei Fallen der SLN tumorbefallen (Tab. 11).

Tab. 11: Detektionsrate von SLN mit histopathologischem Tumorbefall in Abhangigkeit von der
Detektionsmethode bezogen auf die Anzahl der untersuchten Patientinnen (patientinnenbezogen)

Gesamtzahl untersuchter | Anzahl Haufigkeit eines
Patientinnen Patientinnen histopathologischer LK Befall

SLN Detektion mit ICG und | n=91 N+inn=24

Tc

SLN Detektion mit ICG nicht | n =2 N+inn=0

mit Tc

SLN Detektion mit Tc nicht | n =12 N+inn=2

mit ICG

Betrachtet man die Anzahl der positiven SLN (mit Tumorbefall) und vergleicht sie
mit den jeweils zur Detektion fihrenden Verfahren, so konnten bis auf einen
positiven SLN alle mit Tc erfasst werden (23 von 24 befallenen SLN) hingegen
mit ICG nur 20 der 24 positiven SLN (Tab. 12).

Tab. 12: Erfassung der Anzahl von Patientinnen mit tumorbefallenen exstirpierten Lymphknoten
(SLN) in Abh&angigkeit von dem Detektionsverfahren (Tc, ICG)

Tumorbefallenen SLN N (Anzahl)
Gesamt tumorbefallene SLN 24

Mittels Tc-detektierte SLN 23

Mittels ICG detektierte SLN 20

Mittels ICG- und Tc- detektierte SLN 19

Sensitivitat 0,95 CI: (0,75, 1)
Positiver Vorhersagewert 0,83 ClI: (0,61, 0,95)
Spezifitat 0,79 CI: (0,58, 0,93)
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3.6. Ubersicht tber die erfassten Detektionsraten

Im Rahmen der Studie konnten insgesamt 162 SLN detektiert werden. Mittels
ICG konnten insgesamt 138 Lymphknoten markiert werden was, bezogen auf die
Gesamtzahl aller detektierten Lymphknoten, einer Rate von 85 % entspricht. Fur
Tc betrug die Detektionsrate 96 % (n=157). Die Anzahl der mittels beider
Verfahren detektierten SLN betrug 133 und gelang damit in 82 %.

Dies entspricht einer Sensitivitdt fur die Tc-Methode von 0,96 bei einem
Konfidenz-Intervall (CI von 0,92 bzw. 0,99). Wéahrend nahezu alle SLN mit Tc
detektiert werden konnten unabhangig von einem potentiellen Tumorbefall
gelang dies mit der ICG Methode nur in 85 % der Tc detektierten SLN. Der
positive Vorhersagewert betrug damit 0,85 (CI 0,78-0,9) und die Spezifitat lag
damit bei 0,82. Damit konnte gezeigt werden, dass ICG als alleiniges Verfahren
nur 85 % der mittels Tc detektierte SLN erkennen lasst. Eine weitere
Einschrankung zeigte sich bei der Detektion nachgeordneter SLN. Bei der
Detektion eines zweiten SLN konnte mit der Fluoreszenz nur in 76 % der SLN
gefunden werden wéahrend mit Tc dies in 98 % gelang. Kein Einfluss auf die
Detektion mittels Fluoreszenz konnte durch die Zeitschiene zwischen Injektion
des ICG und dem Beginn der Detektion nachgewiesen werden. Gemal
Studienprotokoll betrug das Zeitintervall von Injektion des ICG-
Fluoreszenzfarbstoffes bis zum Beginn der SLN-Detektion mindestens 10
Minuten, maximal 25 Minuten, gemalR dem vorgegebenen Protokoll und in
Abhangigkeit des brustchirurgischen operativen Vorgehens (ablatives Vorgehen
bzw. brusterhaltende Intervention bzw. Axilla-Operation Uber eigene Schnitt-
fuhrung oder Giber die mammachirurgische Intervention). Die Zeit vom Beginn der
Detektion bis zur Sentinelexstirpation betrug im Durchschnitt 8—10 Minuten. Die

Daten wurden gemald dem vorliegenden Dokumentationsprotokoll erfasst

(Anlage).
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3.7.

Unter Berticksichtigung der aktuellen Zulassung von ICG (priméar nur fur intra-

Erfassung der Arzneimittelsicherheit

vendse Applikation) mussten im Rahmen der vorliegenden Studie gleichzeitig
Arzneimittelnebenwirkungen im Sinne einer Phase-II-Studie fir die intradermale
bzw. subkutane Applikation erfasst werden. Die im Rahmen der intradermalen
Injektion von ICG aufgetretenen Ereignisse wiesen generell nur einen geringen
Auspragungsgrad auf, namlich nur Grad | oder Il und waren nicht in direktem
Zusammenhang mit der intradermalen Injektion zu sehen. Beschrieben wurden
leichte Ubelkeit, Erbrechen, diskreter Anstieg der Leukozyten bzw. eine
Tachykardie Grad Il. Fur die intradermale Verabreichung war insbesondere
wesentlich, dass sich keine Hautveranderungen lokal zeigten in Form von
Die

intradermale Injektion kann damit als sicheres und in jedem Falle vertretbares

allergischen Reaktionen oder anhaltenden Té&atowierungen der Haut.

Verfahren angesehen werden. Im Vergleich zur intravendsen Injektion wies die
Applikationsform eine hohere Arzneimittelsicherheit auf. Neue, bislang nicht
bekannte Nebenwirkungen traten bei dieser Verabreichungsform nicht auf (Tab.
13). Alle in Zusammenhang mit der Applikation beobachteten Symptome wurden
als nicht therapiebedingt angesehen. Sie waren voll reversibel und erforderten

keine Intervention.

Tab. 13: Aufgetretenen Ereignisse im Rahmen der Studie bei intradermaler Injektion von ICG
(Erfassung der Arzneimittelsicherheit)

Scree- an- Therapie- | Intervention
ning- Symptom hal- ernst | Intensitat rap . Outcome
bedingt erforderlich
Nr. tend
Tachykardie . . . Komplett zuriick
063 Grad 2 0 Nein | Moderat nein nein gebildet
Erbrechen . . . . Komplett zuriick
063 Grad 1 0 Nein Mild nein nein gebildet
Ubelkeit . . . . Komplett zuriick
063 Grad 1 0 Nein Mild nein nein gebildet
083 Schmerzen_ bei 0 Nein | Moderat nein nein Komp'e“ zuriick
Redon-Drainage gebildet
111 Ubelkeit 0 Nein | Moderat nein nein Komplett zurtick
gebildet
111 Erbrechen 0 Nein | Mild nein nein Komp'e“ zurtick
gebildet
Leukozytenerho- . . . Komplett zuriick
126 hung Grad 2 1 Nein Moderat nein nein gebildet
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4. Diskussion

Die histologische Abklarung der Axilla erfolgt bei der operativen Therapie des
Mammakarzinoms, soweit klinisch kein Hinweis auf eine Metastasierung besteht,
ausschlie@Glich durch die Methode der SLNB insbesondere beim friihen
Mammakarzinom [(Kim et al. 2006)]. Dadurch ist eine unndtige axillare
Lymphonodektomie, d.h. die Entfernung nicht metastatisch befallener
Lymphknoten mit entsprechender Sekundarmorbiditat, insbesondere dem
Auftreten eines Lymphddems, nicht mehr erforderlich [(Purushotham et al.
2005)]. Nur bei metastatischem Befall der SLN sollte in Abhéngigkeit weiterer
tumorspezifischer Charakteristika eine axillare Lymphonodektomie diskutiert
werden [(Hubalek et al. 2012)]. Die hdchsten Detektionsraten weisen dabei die
blaue Farbstoffmethode in Kombination mit der Radionuklidtechnik auf, mit
gleichzeitig einer geringen Falsch-negativ-Rate von nur 9,8 % [(Lyman et al
2005), (Sardi et al. 2002)]. Der Beweis, dass die SLNB-Methode im Vergleich zu
einer kompletten axillaren Lymphonodektomie bei nodal-negativen Patientinnen
die gleiche Aussagefahigkeit und therapeutische Sicherheit zeigt, konnte in
grof3en Studien bestatigt werden [(Benson, Querci Della Rovere 2007), (Krag et
al. 2010)]. Dabei zeigte sich in einem medianen Beobachtungszeitraum von 97
Monaten kein Unterschied bezuglich der Haufigkeit eines lokoregionaren
Rezidivs bzw. auch bezuglich des Gesamtiberlebens bei Patientinnen mit
metastatischem Lymphknotenbefall zwischen der SLNB-Methode und einer
kompletten axillaren Lymphonodektomie [(Krag et al. 2010)]. Bei der alleinigen
blauen Farbstoffmethode wurden in den vorliegenden Studien numerisch eine
grof3ere Anzahl an Lymphknoten entfernt, ndmlich 4-5, wahrend hingegen bei der
Kombination, bestehend aus Technetium und blauem Farbstoff, d.h. im
kombinierten Verfahren, in der Regel nur 2-3 Lymphknoten entfernt wurden
[(Benson, Querci Della Rovere 2007)]. Bewahrter Standard mit der hdchsten
Sensitivitat sowie Spezifitdt war Uber lange Zeit etabliert die Kombination aus
Technetium und blauem Farbstoff [(Teal et al. 2005)].
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Auf der Suche nach einem weiteren Verfahren ggf. mit dem Ziel auf Radioaktivitét
verzichten zu kénnen aber mit entsprechend hoher Sensitivitdt und auch
Spezifitdt fand die Fluoreszenztechnik ihren Einsatz [(Samaroani et al. 2015),
(Sharma et al. 2007), (Skvara et al. 2011), (Solomon et al. 2012), (Sugie et al.
2010), Tagaya et al. 2008), (Tagaya et al. 2011), (Verbeek et al. 2014)]. Dabei
zeigte sich bei der Wahl des Fluoreszenzfarbstoffes (ICG) das Problem, dass
ICG zwar uber 50 Jahre klinisch in der Regel zur intravendsen Diagnostik bereits
eingesetzt wurde, es allerdings noch keine relevanten Daten zur
Arzneimittelsicherheit gab fir eine intradermale oder auch subkutane Injektion.
In einigen wenigen tierexperimentellen Studien [(Abe et al. 2010), (Baumler et al.
2006), (Hirche et al. 2010), (Interdisziplindre S3-Leitlinie 2017)] waren zwar nie
toxische Reaktionen beschrieben, dennoch lagen zum Zeitpunkt der
Untersuchung keine ausreichenden Erfahrungen vor. Da die subkutan bzw.
intradermal verabreichten Dosierungen deutlich niedrigere Konzentrationen
aufweisen im Vergleich zu systemisch verabreichten Dosierungen (in der Regel
intravenos) besteht die Annahme, dass die lokale Anwendung deutlich gefahr-
und problemloser zu sein scheint. Eine insbesondere in Japan eingesetzte Off-
label-Injektion in die Haut hatte gemald der vorliegenden Literatur zu keinen
Nebenwirkungen geflihrt. Wahrend einige Studien keine Nebenwirkungen oder
Probleme beschrieben [(Aoyama et al. 2011), (Ballardini et al. 2013), (Eidtmann
1999), (Veronesi et al. 2003)], konnten auch durch weitere Studien mit einer ICG-
Injektion direkt in die Haut [(Kim et al. 2006), (Samorani et al. 2015)] keine
Komplikationen oder SAEs (Serious Adverse Events) beschrieben werden.
Auch bei einem Einsatz von ICG bei neun Patientinnen zur Erfassung des
lymphatischen Rickflusses im Sinne einer Off-label-Indikation zur Planung der
Anlage von Anastomosen zwischen Lymphbahnen und Venensystem waren im
Rahmen eines Follow up von 17 Monaten keine Nebenwirkungen aufgetreten
[(Giuliano et al. 1994)].

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass bei Paravasaten nach intravenoser

Applikation eine leichte Hautkoloration auftrat, die allerdings nach einigen Tagen

nicht mehr nachweisbar war [(Abe et al. 2011)].
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Neben der Frage nach Toxizitaten und problemloser intradermaler bzw.
subkutaner Injektionen war die eigentliche Frage, ob die Fluoreszenzmethode
eine adaquate Darstellung des Sentinel-Lymphknotens ermdglicht im Vergleich
oder zunachst unterstuitzt, d.h. additiv zur Radionukliddarstellung.

Initial waren es nur kleine Patientenzahlen mit verschiedenen Studienansatzen,
die ausschlie3lich mit der Fluoreszenztechnik untersucht wurden. Die Studien
wiesen dabei zunachst nur Fallzahlen von 43 bzw. 47 Patientinnen auf [(Hirche
et al. 2011), (Hirche et al. 2010), (Mieog et |. 2011), (Murawa et al. 2009)].

Die weiteren Studienansatze zur Fluoreszenztechnik waren relativ
unterschiedlich konzipiert. Wahrend in einigen Studien ICG als alleiniges
Verfahren [(Samorani et al. 2015), (Verbeek et al. 2014)] zum Einsatz kam, waren
es zunehmend auch Studienansétze, die ICG in Kombination mit Technetium
oder auch mit der blauen Farbstoffmethode einsetzten [(Guo et al. 2014)]. In
weiteren Studien wurde die Fluoreszenz auch im Vergleich mit den beiden
etablierten Verfahren, d.h. Technetium und blauer Farbstoffmethode tberpruft
[(Ballardini et al. 2013), (Hojo et al. 2010), (Polom et al. 2012)]. Mit der
Fragstellung mdglicherweise zukinftig auf Technetium verzichten zu kénnen,
wurden  Studien  durchgefuhrt, die gemaR  Studiendesign  das
Fluoreszenzverfahren mit dem Technetium als Standardmethode verglichen.

In der Literatur fanden sich dabei Detektionsraten fur ICG im Vergleich zur
Technetium-Methode von 94-100 % nach intradermaler aber auch subdermaler
Applikation [(Abe et al. 2011), (Kitai et al. 2005), (Murawa et al. 2009), (Sugie et
al. 2010)]. Allerdings fiel auf, dass bezogen auf die Gesamtzahl aller mittels
Fluoreszenz detektierter SLN pro Patientin sich eine hdhere Anzahl an
Lymphknoten zeigte. Dies wuirde fur eine niedrigere Spezifitat sprechen, da in
der Regel ja nur der eigentliche SLN bzw. maximal eine Sentinelgruppe entfernt
werden soll. Die Daten der vorliegenden Untersuchung zeigten eine gute
Korrelation mit einigen Daten der Literatur bei einer Detektionsrate fur
Technetium von 98 % und fur ICG mit einer Rate von 89 % und bei einem im
Vergleich zu den meisten Studien doch grél3erem Patientenkollektiv von 105

Patientinnen.
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Allerdings ist eine Vergleichbarkeit nur eingeschrankt maoglich, bedingt durch
verschiedene Studienanséatzen und in der Regel nicht beschriebene technische
Verfahrensweisen bei der praktischen Durchfihrung. Daraus resultieren
unterschiedliche Detektionsraten, die von 74 bzw. 75 % [(Troyan et al. 2009)] bis
zu 100 % reichen [(Abe et al. 2011), (Aoyama et al. 2011), (ICH Topic E9 1998),
(Rangioni 2003)]. Allerdings fallt auf, ohne dass es hierzu eine schlissige
Erklarung gibt, dass in den zitierten Studien die hochsten Detektionsraten bei den
kleinsten Patientenkollektiven von im Durchschnitt 25-50 Patientinnen
beschrieben wurden. Bei groRen Patientenkollektiven von 172 Patientinnen
fanden sich hingegen eher niedrige Detektionsraten von 74 % bzw. 50 %. Eine
Vergleichbarkeit ist allerdings auf Grund der verschiedenen Studienansatze
schwer herzustellen. Die hochsten Detektionsraten zeigten sich in den Studien,
in denen alle drei Verfahren eingesetzt wurden [(Hirche et al. 2010), (Veronesi et
al. 2003)].

Diese Zahlen erfassten die Anzahl detektierter SLN bezogen auf die Anzahl
untersuchter Patientinnen. Erganzend wurde auch die Anzahl der insgesamt
detektierten und exzidierten Lymphknoten erfasst. Diesbeziiglich konnte in einer
Studie von Wishart bei 100 Patientinnen eine Rate von 100 % fir die mittels ICG
detektierten Lymphknoten gefunden werden, mittels ICG und Technetium eine
Rate von 77,3 % [(Wishart et al. 2012)]. In Zahlen bedeutete dies, dass alle
exstirpierten Lymphknoten, namlich 201, mittels ICG angefarbt waren und damit
detektiert waren, mit Technetium alleine nur 156 SLN detektiert wurden. Wie die
durchschnittliche Zahl detektierter SLN pro Patientin sich belief kann dabei nicht
ersehen werden. Die Ergebnisse in der Literatur lassen vermuten, dass die ICG-
Methode eine geringere Spezifitat zur Detektion des SLN aufweist. Die eigenen
Zahlen zeigen eine Detektion mit ICG von 138 Lymphknoten bei insgesamt 162
detektierten und exstirpierten SLN, gleichzeitig eine Detektionsrate mit
Technetium von 157 der 162 exstirpierten Lymphknoten [(Grischke et al. 2015)].
Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die hochsten Detektionsraten bei der
Detektion des ersten SLN zu finden sind und deutlich niedrigere Detektionsraten

fur den zweiten und dritten SLN gefunden werden konnten.
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Vergleichsdaten hierzu sind in der Literatur nicht zu finden. Bei unspezifisch und
zu hohen Detektionsraten lauft man Gefahr, zu viele Lymphknoten zu entfernen
mit den fur die komplette axillare Lymphonodektomie beschriebenen
Komplikationen insbesondere dem Lymphédem. Dies wirde dem Sentinelprinzip
und der Definition widersprechen. Betrachtet man die vorliegenden
Vergleichsstudien mit den hohen Detektionsrate, so findet sich zumindest bei
einer Studie eine mit ICG detektierte SLN-Anzahl mit 5,4 SLN und mit 2,3 SLN
fur die blaue Farbstoffmethode. Daraus lasst sich schlie3en, dass ICG in dieser

Studie eine hohe Sensitivitat aber keine adaquate Spezifitat aufwies.

Um eine Ungleichheit in der Patientenverteilung (BIAS) auszuschliel3en, wurden
in der vorliegenden Studie die Tumorstadien von den Studienpatientinnen mit
den Tumorstadien der Patientinnen verglichen, die im gleichen Zeitintervall eine
operative Therapie an unserem Zentrum erhielten. Wie die Auflistung zeigen
konnte, ergaben sich dabei keine Unterschiede in den einzelnen Tumorstadien.
Damit konnte nochmals bestatigt werden, dass es sich bei den untersuchten
Patientinnen ausschlieBlich um eine Normalverteilung beziglich der

Tumorstadien handelte.
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5. AbschlieRende Beurteilung des ICG-Verfahrens

Im Kontext kann nochmals auf die Heterogenitat der in der Literatur dargestellten
Studien hingewiesen werden. Die Studien entstanden zwischen 1999 und 2013.
Die einzelnen Fragestellungen der Studien, aber auch die Methodik zeigte
deutliche Unterschiede [(Huttermann et al. 2011), (Jonak et al. 2011), (Zhang et
al. 2016))]. Einsatz fand ICG ohne bzw. an Albumin gebunden, die Applikation
erfolgte teilweise intradermal oder subkutan [(Heuveling et al. 2012)]. Fur den Ort
der Injektion findet man unterschiedliche Bezeichnungen wie periareolar oder
auch subareoléar. Die Detektionsraten fur Technetium (als alleiniges Verfahren)
variierten von 85—-100 %. Die Sensitivitat fur ICG alleine betrug im Minimum 73,8
% und im Maximum 100 %. Bei den vorliegenden Untersuchungen gab es
erhebliche Unterschiede bzgl. der gesamt untersuchten Patientenzahl, bei den
angewandten Verfahren, entsprechend auch bei dem definierten Studienziel. Die
Patientenzahlen rangierten von 18 Patientinnen (in zwei Studien) bis 212 in einer
Studie aus 2011 und sogar 501 in einer Studie aus 2012. Der Durchschnittswert
lag allerdings bei 40 Patientinnen. Die Sensitivitatsraten wurden meist fur ICG
allein angegeben. Hier rangierten die Werte von 73,8-100 %. Mehr als die
Angaben zur Sensitivitdat war in den einzelnen Arbeiten die Anzahl der pro
Patientin detektierten Lymphknoten von Relevanz. Hier wurden im Mittel 1,45
Lymphknoten beschrieben, bis max. 5,4 Lymphknoten. Intraindividuelle

Vergleiche zwischen den einzelnen Verfahren lagen hier nicht vor.

In der vorliegenden Untersuchung betrug die Detektionsrate fir ICG 89 %. Die
die Anzahl der im Mittel mittels ICG detektierten Lymphknoten pro Patientin
reichte von 1,7 bzw. 1,9 und im Maximum 3,7 Lymphknoten.

Die verschiedenen Fragestellungen, die unterschiedlichen Studienansatze aber
auch unterschiedliche Techniken sind mdglicherweise eine Erklarung daftr, dass
sich die ICG-Fluoreszenz-Technik bislang nicht klinisch als fester integraler
Bestandteil bei der SLN-Detektion etabliert hat.
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Nicht bertucksichtigt werden kann bei den vorliegenden Studien die
unterschiedliche Sensitivitat der einzelnen angewandten Kameras zur Detektion,
aber auch eine gewisse Lernkurve, die bei der Etablierung der Detektion mittels
Technetium ebenfalls erforderlich war. Wesentlich fir die Sicherheit und Validitat
des Verfahrens ist generell eine Detektierbarkeit von SLN bei guter
Reproduzierbarkeit der jeweiligen Methode. Dabei zeigte sich bei 105
Patientinnen in der vorliegenden Studie bei zwei Patientinnen ein fehlender
Sentinel-Nachweis mit Technetium. Bei beiden Patientinnen konnte allerdings
mittels ICG der Sentinel gefunden werden. Im Gegensatz dazu war bei 12
Patientinnen mit Technetium der SLN detektierbar und nicht mit ICG. Der Einsatz
beider Verfahren komplementéar hatte eine 100 %ige Sicherheit ergeben. Die
nochmalige Betrachtung der Detektion von SLN, die tumords befallen waren,
zeigte bei den beiden mit ICG und nicht mit Technetium detektierten
Lymphknoten in keinem Falle einen Tumornachweis. Bei dem mit Technetium
detektierten Lymphknoten und fehlender ICG-Detektion hatte sich bei zwei
Patientinnen der 12 untersuchten Patientinnen allerdings ein Metastasen-
Nachweis ergeben. Eine weitere Analyse, ob es sich dabei um ein generell
technisches Problem handelte oder sich als Untersucher-abhangig erwies, kann
nicht abschlieBend beurteilt werden. Moglicherweise war ein kompletter
Tumorbefall der SLN in den beiden genannten Fallen die Ursache fir eine
fehlende Darstellbarkeit mit ICG, allerdings war dies mit Tc moglich Eine
wesentliche Bedeutung kommt deshalb der Lernkurve und auch der Qualitat und

Weiterentwicklung der Kamera zur Detektion der Fluoreszenz zu.

Bei der Erarbeitung des spezifischen intraoperativen Vorgehens zur SLN-
Detektion mit ICG zeigten sich doch zahlreiche Einflussvariablen wie Helligkeit
des Raumlichtes, Einstellung der Kamera und Fihren der nicht ganz leichten
Kamera (FDE). Als weitere Einflussvariable konnte der Einfluss des BMI gezeigt
werden. Dies ist in Zusammenhang mit der Eindringtiefe der ICG-Detektion bei

der Fluoreszenz zu sehen.
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Bei den zitierten Studien fanden sich keine Detailangaben zur technischen
Durchfiihrung, was allerdings ein wesentlicher Faktor bei der Detektion des SLN
mittels ICG ist und damit der wesentliche Faktor fir die Validitat der Methode
insbesondere zur Bestimmung von Sensitivitat und Spezifitat.

Zu einer weiteren Validierung der Methode sollten verbesserte Kamerasysteme
zur Verfugung stehen, die auch ein anwenderfreundliches Handling garantieren

und ein besser standardisiertes Vorgehen erméglichen.

Bezuglich der intradermalen oder subkutanen Applikation von ICG entgegen der
eigentlichen Zulassung zur intravendsen Verabreichung stellt sich der
Fluoreszenzfarbstoff als sicher und gut tolerabel dar. Nebenwirkungen die
potentiell, wenn auch sehr selten bei der i.v. Gabe beobachtet werden konnten,
konnten in der vorliegenden Studie nicht beobachtet werden. Es zeigten sich
auch keine Laborveranderungen. Eine leichte Hautverfarbung, die sich
unmittelbar nach der Injektion vereinzelt maximal bei 3-4 Patientinnen zeigte und
maximal einige Stunden nach der Injektion noch anhielt, musste nicht weiter
verfolgt werden. Hautnekrosen analog eines in der Literatur beschriebenen case

reports zeigten sich in der vorliegenden Untersuchung nicht [(Jaffer et al. 2008)].
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6. Stellenwert der Fluoreszenztechnik und kritische Beurteilung

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die untersuchte
Fluoreszenztechnik mittels ICG zur Sentinel-Detektion beim Mammakarzinom
aktuell nicht als valide Technik einzuordnen ist im Vergleich zu dem
Standardverfahren der Sentinel Markierung mittels Technetium.

Ursachen sind aktuell nicht zu standardisierende Einflussvariablen, die im
praktischen Einsatz zu bericksichtigen sind, wie Einstellung von Raumlicht und
Kamera, Qualitdt der Kamera und Erfahrung des Operateurs in der Sentinel-
Technik. Dies zeigt die erforderliche Erarbeitung des praktischen Vorgehens
mittels einer Lernkurve. Dies beinhaltete auch eine umfangreiche Erfahrung beim

Einsatz der Sentinel-Technik generell.

Sinn und Ziel der Etablierung der Sentineltechnik beim Mammakarzinom
mittels Radionuklidverfahren

Bei der Etablierung der Sentinel-Technik mittels Radionuklid beim
Mammakarzinom war das Ziel, bei der Abklarung und operativen Therapie des
Nodalstatus auf die axillare Lymphonodektomie als Routineeingriff verzichten zu
konnen. Als Rationale fir diese Fragestellung galt das Design der spateren Kieler
Studie (Abb. 20). Im Rahmen einer Feasibility Untersuchung von 124
Patientinnen aus der Universitatsfrauenklinik Kiel im Jahre 1999 konnte in 107
Fallen und damit in 87 % der SLN detektiert werden [(Eidtmann 1999)]. Ein
tumorbefallener SLN fand sich dabei bei 45 Patientinnen und damit in 36 % (Tab.
14). Dies erfolgte im Rahmen einer im weiteren als Kieler Studie bekannte
prospektiv randomisierten Studie zur Klarung der Frage, ob bei Patientinnen mit
primarem Mammakarzinom und histologisch negativer SLN-Biopsie auf eine
konventionelle Standard-Axilladissektion verzichtet werden kann. Dabei zeigte
sich ebenfalls, dass eine Lernkurve fir die Operateure erforderlich war. Durch
Standardisierung und entsprechende Validierung konnte sich das Verfahren
durchsetzen und stellt noch heute den Golden Standard zur SLN-Detektion dar.

Seite 56 von 91



SLN

Keine Detektion des

Standard Axilla
Dissektion

Randomisierung

SLN positiv

Standard Axilla
Dissektion

Nodal negative Mammakarzinome
(klinische Untersuchung und Ultraschall)

Sentinel Lymph Node Biopsie

SLN negativ

|

A

Kontrolle

Abb. 20: Rationale fir das Studiendesign der Kieler Studie zur Sentinel-Technik mittels Tc als
Ersatz zur routinemé&Rigen axillaren Lymphonodektomie beim Mammakarzinom [(Eidtmann 1999)]

Tab. 14: Ergebnisse der ersten SLN-Biopsien mittels Tc als Feasibility Studie der Universitats-

Frauenklinik Kiel [(Eidtmann 1999)]

n %
Gesamtzahl 124 100
Darstellung des SLN 107 87
Tumorbefall 45 36
Nur SLN 16 13
Skip-Metastasen 2 2
Richtige Vorhersage 98
Falsch-negativ 4
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7. Zusammenfassung

Die Detektion des Sentinel-Lymphknotens beim frihen Mammakarzinom ist
mittlerweile  ein  Standardverfahren  zur  Erfassung des  axillaren
Lymphknotenstatus und reduziert damit deutlich eine fakultative
Sekundarmorbiditat in Form von Schmerzhaftigkeit, Bewegungseinschrankung
und Lymphoédembildung des Armes. Goldstandard ist dabei das szintigraphische
Verfahren durch den Einsatz von Technetium, das allerdings den Einsatz
nuklearmedizinischer Techniken bedeutet und assoziiert ist mit hdheren Kosten
und einer, wenn auch sehr geringen, Strahlenbelastung. Unter diesem Aspekt
war es von Interesse, ein Fluoreszenzverfahren zu Uberprifen und in dieser
Situation im direkten Vergleich zum Goldstandard einzusetzen. Im Rahmen einer
monozentrischen prospektiven nicht-randomisierten Phase II-Studie wurde die
Fluoreszenztechnik mittels des Fluoreszenzfarbstoffes ICG bzgl. Effektivitat der
SLN-Detektion im intraindividuellen Vergleich zum Standardverfahren mit
Technetium Uberprift. Dartiber hinaus wurde die Arzneimittelsicherheit bei der
subkutanen bzw. auch intradermalen periareolaren Injektion des
Fluoreszenzfarbstoffes Indocyaningriin der Firma Pulsion Uberprift. Dazu
wurden in einem Zeitraum von 03.2012 bis 06.2013 insgesamt 126 Patientinnen
mit frihem stanzbioptisch gesichertem klinisch und bildgebend nodal negativem
Mammakarzinom erfasst und im Rahmen einer Phase-II-Studie ausgewertet. Im
intraindividuellen Vergleich konnte durch Einsatz der Szintigraphie mit 99 mTc
Nanocoll® eine Detektionsrate von 96 % erreicht werden, durch den Einsatz von
ICG-Pulsion nur 89 %. Limitierender Faktor war dabei die eingeschrankte
Darstellbarkeit der Lymphbahnen mit der Fluoreszenzmethode. Im praktischen
Einsatz zeigte sich, dass das Verfahren von zahlreichen Einflussvariablen
abhangig war wie Raumlichteinstellung, Einstellung der Kamera, Fiuhrung der
Kamera und die Erfahrung des Operateurs. Fir die praktische Durchfiihrung der
Untersuchung bedeutet dies die Erstellung einer Lernkurve fir ein moglichst
standardisiertes Vorgehen soweit moglich. Dariiber hinaus zeigte sich auch, dass
ab einem BMI von >40 die Methode keine adaquate Fluoreszenzdarstellung

ermdglichte.
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Verschiedene Studienansatze und die fehlende Validierbarkeit erklaren die
divergierenden Daten in der Literatur und die damit fehlende Vergleichbarkeit.
Daraus resultiert moglicherweise auch die Tatsache, dass das
Fluoreszenzverfahren noch keinen klinischen Einsatz oder Stellenwert aul3erhalb
von Studien gefunden hat.

Bei Erfassung der Arzneimittelsicherheit zeigte sich, dass bei intradermaler
ebenso wie bei subkutaner Applikation bei allen Patientinnen ICG sich als eine
sichere Substanz erwies.

Im Gegensatz zu der aus der Literatur im klinischen Einsatz bekannten
Pigmentierung bei Einsatz von Patentblau (blaue Farbstoffdarstellung) kam es
bei der Fluoreszenztechnik zu keiner anhaltenden kosmetisch storenden
Hautpigmentierung. Im Rahmen weiterer Studien mit mittlerweile verfigbaren
noch hoher auflésenden Kamerasystemen koénnte die Fragestellung weiter

Uberpruft werden.
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12.Anlagen

Arbeitsanleitung zur SLN-Detektion

Praktisches Vorgehen beim Einsatz von ICG-Pulsion zur SLN-Detektion mittels Fluores-
zenz

(erstellt: 03.2012)

1. Gerateeinstellung der Infrarotkamera

Durch Betatigung des Einschaltknopfes ,Aus / An“ ist das Gerat voll funktionstlichtig. Die
Infrarotlichtkamera PDE - Photo Dynamic Eye (Handgerat) ist damit bereits eingestellt.
Generell sollte das Licht konstant auf 2-3 Dioden eingestellt werden.

Zu empfehlen ist eine maximale Helligkeit. Kontrast wird ebenfalls auf 2-3 Dioden einge-
stellt.

Die weitere Regulierung erfolgt Giber das Raumlicht.

2. Betatigung des Aufnahmegerates zur Unterstiitzung der Datenauswertung und
Wiedergabe

Das Aufnahmegerat ist in der Regel an den Monitor angeschlossen. Beim Driicken des

,Mode“-Knopfes kann die Aufnahmequalitat eingestellt werden (gut — besser — best). In

der Regel ist das Gerat auf die mittlere Stufe ,besser” eingestellt. Dann sollten zwei LEDs

leuchten (blau).

Zum Aufnehmen wird der ,Record“-Knopf gedriickt. Die LEDs sollten anhaltend rot

leuchten.

Um die Aufnahme zu stoppen wird der Knopf nochmals gedriickt. Die LEDs bleiben rot,

bis alle Daten auf dem Stick gespeichert sind. Nach ein paar Sekunden sollten die LEDs

wieder anhaltend blau leuchten.

3. Zubereitung der ICG-Ldsung und Injektion

Zubereitung des fluoreszierenden Farbstoffes: pro Patientin wird eine Durchstechflasche
mit 25 mg ICG verwendet. Der Farbstoff wird mit 5 ml Aqua dest zur Injektion aufgeldst.
Von dieser Losung werden 1 ml intradermal, periareolar in den Quadranten injiziert, in
dem sich der Tumor befindet und das Gewebe Uber der Injektionsstelle Gber 1 Min. mas-
siert.

4. Intraoperatives Vorgehen

In der Regel erfolgt die Injektion 15-20 min. vor der intraoperative SLN-Detektion, d.h.
standardisiert nach Beendigung der Narkoseeinleitung vor Abwaschen des Wundgebie-
tes. Hierzu lokale Desinfektion mit Hautdesinfektionsmittel, nicht gefarbt.

Es erfolgt die Vorbereitung der Patientin durch Desinfektion des Operations-Gebietes
mit nicht gefarbtem Braunoderm.

5. Operativer Zugangsweg zur Axilla

Bei isoliertem Zugang zur Axilla (nicht tiber Mammaumschneidungsfigur) sollte mit der
SLN-Biopsie begonnen werden. Bei Zugang uber die mammaére Schnittfiihrung (brust-
erhaltend oder ablativ) sollte vor Beginn mit der Umschneidung (Hautinzision) mit der
Detektion der Lymphbahnen zur SLN-Detektion begonnen werden.
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6. Detektion des SLN

Zunachst erfolgt die Detektion des SNL mit der Gammasonde nach entsprechender
Lymphszintigraphie und Markierung des Hautareales mit Markierungsstift an der Stelle
der maximalen Countzahl. Die Infrarotlichtkamera PDE (Detektionskopf des Pulsionsge-
rates) wird ebenfalls mit einem sterilen Uberzug versehen.

Anschalten des komplett aktivierten Gerétes, unmittelbar vor Detektionsbeginn.
Einstellung des Raumlichtes, nach Lichtverhaltnissen. Bei normalem Tageslicht sollten
Raumlicht und entsprechende OP-Lampen ausgeschaltet werden.

Mit dem Detektionskopf, der ca. 20-25 cm von der eigentlichen Haut entfernt gehalten
wird, wird zunachst das Reservoir (Depot nach Injektion von ICG-Pulsion) erfasst.

Der Detektionskopf fuihrt ein gewisses Feintuning selbst durch.

Wichtig ist dabei, dass neben der Fluoreszenz die eigentlichen Hautkonturen, unter an-
derem Areola, zu erkennen sind. Die Infrarotlichtkamera sollte mdglichst immer im 90
Grad Winkel zur Haut gehalten werden. Die Wahl des Raumlichtes und das Fiihren des
Detektionskopfes sind entsprechend auszurichten. Ziel ist es, die Lymphbahnen ausge-
hend von dem Reservoir in Richtung Axilla zu detektieren und zu verfolgen. Diese wer-
den mit Markierungsstift angezeichnet. An der Stelle, an der die Lymphbahn endet, sollte
sich der bereits szintigrafisch mit Gammasonde detektierte Sentinel befinden. An dieser
Stelle sollte die Hautinzision erfolgen bzw. tber eine bereits erfolgte Inzision die weitere
Préparation. Erst an der ertffneten Haut kann eine weitere fluoreszenzgesteuerte SLN-
Detektion erfolgen.

Exstirpation des szintigrafisch markierten Sentinels und Uberpriifung, in wieweit dort
eine Fluoreszenz vorliegt. Dies erfolgt wiederum im entsprechend abgedunkelten Raum
mit dem Fluoreszenzdetektionsgerat.

In der Folge sollte zur potentiellen Erfassung weiterer Fluoreszenz und / oder Signalge-
bung beim szintigraphischen Verfahren mit der Gammasonde die Exzisionsstelle noch-
mals Uberprift werden.
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Sponsor: Pulsion MEDICAL Systems SE
Priifplancode: PULSION-001

Einwilligungserklarung zur klinischen Studie

Name und Anschrift der Einrichtung, in der Name und Telefon-Nummer des
die klinische Prifung durchgefihrt wird Prufarztes

Untersuchung der Wirksamkeit der Fluoreszenzmethode fur
die Markierung der Wachterlymphknoten bei Brustkrebs —
eine monozentrische, prospektive, einarmige, offene
klinische Priifung

Name der Arztin / des Arztes

ausflhrlich und verstandlich Uber das Prifmedikament und die Vergleichstherapie
sowie Uber Wesen, Bedeutung, Risiken und Tragweite der klinischen Priifung aufge-
klart worden. Ich habe darliber hinaus den Text der Patienteninformation sowie die
hier nachfolgend abgedruckte Datenschutzerklarung gelesen und verstanden. Ich
hatte die Gelegenheit, mit dem Prifarzt Uber die Durchfiihrung der klinischen Prifung
zu sprechen. Alle meine Fragen wurden zufrieden stellend beantwortet.

Méglichkeit zur Dokumentation zusatzlicher Fragen seitens des Patienten oder
sonstiger Aspekte des Aufklarungsgesprachs:

Einwilligungserklarung
EUDRACT-Nr. 2011-003194-28 Finale Version 1.0 vom 21.07.2011 Seite 1 von 4
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Sponsor: Pulsion MEDICAL Systems SE
Prifplancode: PULSION-001

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden.

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden meine Einwilligung
zur Teilnahme an der Prifung zurilickziehen kann (mindlich oder schriftlich), ohne
dass mir daraus Nachteile flir meine medizinische Behandlung entstehen.

Datenschutz:

Mir ist bekannt, dass bei dieser klinischen Priifung personenbezogene Daten,
insbesondere medizinische Befunde tiber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet
werden sollen. Die Verwendung der Angaben Uber meine Gesundheit erfolgt nach
gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der klinischen Prifung
folgende freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung voraus, das heiBt ohne die
nachfolgende Einwilligung kann ich nicht an der klinischen Prifung teilnehmen.

1. Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser klinischen Priifung
personenbezogene Daten, insbesondere Angaben Uber meine Gesundheit, Uber
mich erhoben und in Papierform sowie auf elektronischen Datentragern in meinem
Prifzentrum (Universitats-Frauenklinik Tibingen) aufgezeichnet werden. Soweit
erforderlich, durfen die erhobenen Daten pseudonymisiert (verschlisselt)
weitergegeben werden:

a) an den Sponsor oder eine von diesem beauftragte Stelle zum Zwecke der
wissenschaftlichen Auswertung,

b) im Falle eines Antrags auf Zulassung: an den Antragsteller und die flr die
Zulassung zusténdige Bundesoberbehdrde (Bundesinstitut flir Arzneimittel und
Medizinprodukte),

c) im Falle unerwiinschter Ereignisse: an den Sponsor, an die jeweils zustandige
Ethik-Kommission und die zustdndige Bundesoberbehérde (Bundesinstitut fiir
Arzneimittel und Medizinprodukte), sowie von dieser an die Européische
Datenbank.

2. AuBerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass autorisierte und zur
Verschwiegenheit verpflichtete Beauftragte des Sponsors sowie die zustandigen
Uberwachungsbehérden in meine beim Priifarzt vorhandenen personenbezogenen
Daten, insbesondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fur
die Uberpriifung der ordnungsgeméBen Durchfiihrung der Studie notwendig ist.
Fir diese MaBnahme entbinde ich den Priifarzt von der arztlichen Schweigepflicht.

3. Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen
Daten, insbesondere der Angaben Uber meine Gesundheit, ist unwiderruflich. Ich
bin bereits dartiber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der
klinischen Prifung beenden kann. Im Fall eines solchen Widerrufs meiner
Einwilligung, an der Studie teilzunehmen, erklare ich mich damit einverstanden,
dass die bis zu diesem Zeitpunkt gespeicherten Daten weiterhin verwendet werden
durfen, soweit dies erforderlich ist, um

a) Wirkungen des zu prifenden Arzneimittels festzustellen,

b) sicherzustellen, dass meine schutzwirdigen Interessen nicht beeintrachtigt
werden,

Einwilligungserklarung
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Sponsor: Pulsion MEDICAL Systems SE
Priifplancode: PULSION-001

c) der Pflicht zur Vorlage vollstandiger Zulassungsunterlagen zu gentigen.

4. Ich erkldre mich damit einverstanden, dass meine Daten nach Beendigung oder
Abbruch der Prifung mindestens zehn Jahre aufbewahrt werden, wie es die
Vorschriften Gber die klinische Prifung von Arzneimitteln bestimmen. Meine
Krankenakten werden gemaB Birgerlichem Gesetzbuch max. 30 Jahre archiviert.
Danach werden meine personenbezogenen Daten geloscht, soweit nicht
gesetzliche,  satzungsméafBige  oder  vertragliche  Aufbewahrungsfristen
entgegenstehen.

5. Ich bin tber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung,
an der Studie teilzunehmen, widerrufe, missen alle Stellen, die meine
personenbezogenen Daten, insbesondere Gesundheitsdaten, gespeichert haben,
unverziglich prifen, inwieweit die gespeicherten Daten flr die in Nr. 3 a) bis c)
genannten Zwecke noch erforderlich sind.

Nicht mehr benétigte Daten sind unverzlglich zu I16schen.

6. Ich bin damit einverstanden, dass mein Hausarzt

lber meine Teilnahme an der klinischen Prifung informiert wird (falls nicht
gewlinscht, bitte streichen).

7. Ich bin damit einverstanden, dass (falls notwendig) bei meinen behandelnden
Arzten Untersuchungsbefunde angefordert werden.

8. Ich bin damit einverstanden, dass MeIN/-€ ...t
lber meine Teilnahme an der klinischen Studie unterrichtet wird (falls nicht
gewtlnscht, bitte streichen).

Einwilligungserklarung
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Priifplancode: PULSION-001

Ich erklare mich bereit,
an der oben genannten klinischen Priufung
freiwillig teilzunehmen.

Ein Exemplar der Patienten-Information und -Einwilligung sowie die
Versicherungsbedingungen habe ich erhalten. Ein Exemplar verbleibt im Prifzentrum.

Name des Patienten in Druckbuchstaben

Datum Unterschrift des Patienten

Ich habe das Aufklarungsgesprach gefiihrt und die Einwiligung des Patienten
eingeholt.

Datum Unterschrift des aufklarenden Prifarztes / der Prifarztin

Einwilligungserklarung
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Spensor: Pulsion Medical Systems SE
Prifplancode: PULSION-001

Patienten-Information zur klinischen Prufung

Name und Anschrift der Einrichtung, in der Name und Telefon-Nummer des
die klinische Prifung durchgefihrt wird Prifarztes

Untersuchung der Wirksamkeit der Fluoreszenzmethode fir
die Markierung der Wachterlymphknoten bei Brustkrebs —
eine monozentrische, prospektive, einarmige, offene
klinische Prufung

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

wir méchten Sie fragen, ob Sie bereit sind, an der nachfolgend beschriebenen
klinischen Prifung teilzunehmen.

Klinische Prifungen sind notwendig, um Erkenntnisse Uber die Wirksamkeit und Ver-
traglichkeit von Arzneimitteln zu gewinnen oder zu erweitern. Deshalb schreibt der
Gesetzgeber im Arzneimittelgesetz vor, dass neue Arzneimittel klinisch gepraft werden
mussen. Die Klinische Prifung, die wir Ihnen hier vorstellen, wurde — wie es das Ge-
setz verlangt — von der zusténdigen Ethikkommission zustimmend bewertet und von
der zusténdigen Behdrde genehmigt.

Diese klinische Prifung wird in einem Prifzentrum, der Universitats-Frauenklinik
Tibingen durchgefiihrt; es sollen insgesamt ungefdhr 125 Patienten beiderlei
Geschlechts ab einem Alter von 18 Jahren inklusive teilnehmen. Die Studie wird
veranlasst, organisiert und finanziert durch die Firma PULSION Medical Systems SE
in Minchen, dem Sponsor dieser Studie. Die gesamte klinische Studie wird ca. 11
Monate dauern (vom 4. Quartal 2011 bis 2. Quartal 2012). Wenn Sie an der Studie
teilnehmen, wird die Studie fir Sie 5 — 11 Tage dauern, abhéngig von dem Zeitpunkt
der Voruntersuchung. Fir Sie beginnt die Studie mit Ihrer Einwilligungserklarung.

Ihre Teilnahme an dieser klinischen Prifung ist freiwillig. Sie werden in diese Priifung
also nur dann einbezogen, wenn Sie dazu schriftlich Thre Einwilligung erklaren. Sofern
Sie nicht an der klinischen Prifung teilnehmen oder spater aus ihr ausscheiden
mdchten, erwachsen Ihnen daraus keine Nachteile.

Sie wurden bereits auf die geplante Studie angesprochen. Der nachfolgende Text soll
lhnen die Ziele und den Ablauf erlautern. AnschlieBend wird ein Prifarzt das
Aufklarungsgesprach mit lhnen flhren. Bitte zdgern Sie nicht, alle Punkte
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anzusprechen, die lhnen unklar sind. Sie werden danach ausreichend Bedenkzeit
erhalten, um Uber Ihre Teilnahme zu entscheiden.

Warum wird diese klinische Studie durchgefiihrt?

Diese klinische Prifung und die mit ihr verbundenen Datenerhebungen werden
durchgefiihrt, um den klinischen Nutzen und die erwarteten Vorteile einer neuen
Methode fur die Markierung der Wachterlymphknoten bei lhrer Erkrankung, dem
Brustkrebs, zu Uberprifen. Der Wachterlymphknoten ist der Lymphknoten, der in der
Lymphabflussbahn am nachsten zum Brustknoten liegt. Er wird bei einer Ausbreitung
des Krebses in die Achselhdhle zuerst befallen. Werden in dem Wachterlymphknoten
Krebszellen gefunden, hat der Krebs also bereits in die Achselhdhle gestreut und die
Lymphknoten der Achselhdhle werden entnommen.

Bislang verwendet man bei lhrer Erkrankung 2 Arzneimittel fir die Markierung und
Auffindung der Wachterlymphknoten an der betroffenen kranken Brust: ein
radioaktives Arzneimittel (bestehend aus einem EiweiBstoff, einem so genanntes
Nano-Kolloid, welches mit radioaktivem 99m Technetium markiert wird). Diese
Methode ist flir den Patienten und fir die Klinik mit einem hohen Aufwand verbunden,
da fur die Injektion des radioaktiven Arzneimittels ein zusatzlicher Besuch in der Klinik
notwendig ist. AuBerdem muss das radioaktive Arzneimittel direkt in der Klinik
hergestellt werden, was vielen Kliniken, insbesondere kleineren Krankenh&ausern nicht
maoglich ist. Auch die Entsorgung des radioaktiven Riickstandes muss sicher gestellt
sein, so dass diese Methode nur an gréBeren Kliniken méglich ist. Weiterhin kommt
es bedingt durch die Radioaktivitdt des Technetiums zu einer, wenn auch geringen,
Strahlenbelastung des Patienten und des Personals.

Hauptziel dieser klinischen Prifung ist es zu untersuchen, ob die Darstellung und
Auffindbarkeit der Wéchterlymphknoten mittels des nicht-radioaktiven Arzneimittels
ICG-Pulsion® ebenso gut ist, wie mit der herkdmmlichen Methode. Dazu wird die Mar-
kierung und das Auffinden der Wachterlymphknoten mittels ICG- Pulsion® mit der Mar-
kierung durch das radloaktlve Arzneimittel Technetium verglichen. Es soll untersucht
werden, ob mit ICG-Pulsion® alle Lymphknoten gefunden werden, die auch mit der
herkdmmlichen Methode gefunden werden und ob die mit ICG- F’uIS|on® markierten
Lymphknoten Wéchterlymphknoten sind. Weiterhin wird die Sicherheit von ICG-
Pulsion® untersucht.

Ziel ist es, fiir ICG-Pulsion® als Arzneimittel fir die Markierung und das Auffinden der
Wéchterlymphknoten bei Brustkrebs eine Zulassung zu erhalten. Mit dieser neuen
Methode wirden die Strahlenbelastung durch das radioaktive Arzneimittel, die
Abhangigkeit von einer nuklearmedizinischen Einrichtung sowie der Aufwand fir die
Herstellung und Vernichtung des radioaktiven Arzneimittels entfallen. In letzter Zeit
gab es Engpasse in der Lieferung solcher radioaktiven Stoffe, so dass die
medizinische Behandlung oder Diagnostik weiterhin unabhéngig von der Verflgbarkeit
dieser radioaktiven Stoffe durchgefiihrt werden kann.
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Welche Prifpraparate werden angewendet und wie?

Im Falle lhrer Teilnahme erhalten Sie einmalig eine Injektion ICG-Pulsion® und das
radioaktive Arzneimittel Technetium (gebunden an einen EiweiBstoff) in die Haut.

ICG-Pulsion® ist ein dunkelgriines Pulver und enthalt als Wirkstoff das Indocyaningriin
(ICG). Das Pulver wird vor der Verabreichung in Wasser geldst. ICG-Pulsion® ist zur
Injektion in eine Vene zugelassen (intravendse Anwendung). ICG-Pulsion® hat so
genannte fluoreszierende Eigenschaften. Unter Fluoreszenz versteht man dabei die
kurzzeitige, spontane Aussendung von Licht durch eine Substanz, nachdem diese mit
Licht angeregt wurde. ICG-Pulsion® sendet nach Anregung Licht im ultra-violetten
Bereich aus.

ICG-Pulsion® ist als Diagnostikum flr die Herz-, Kreislaufdiagnostik (Messung des
Herzzeitvolumens und Schlagvolumens, Messung des Blutvoluminens, Messung der
Gehirndurchblutung), die Messung der Leberfunktion und flr die Messung der Ader-
hautdurchblutung zugelassen und wird hier in der Routine angewendet. Es wird als
Losung in eine Vene gespritzt (intravends verabreicht).

In dieser klinischen Prifung wird ICG zum Nachweis der Wachterlymphknoten direkt
in die Haut injiziert. Diese Art der Anwendung von ICG ist bisher von der Behoérde
nicht zugelassen.

Bisherige Erfahrungen mit ICG in dieser Indikation und Anwendung: Die Injektion von
ICG zur Erkennung der Wachterlymphknoten bei Brustkrebspatienten wurde in mehre-
ren klinischen Studien an mindestens 1273 Patienten untersucht. In diesen Studien
wurde ICG alleine oder in Kombination mit Technetium und/ oder einer blauen Farblé-
sung in die Haut oder in das Gewebe direkt unter der Haut gespritzt, um den Lymph-
abfluss zu markieren. In diesen Studien zeigte sich, dass ICG die Lymphknoten mar-
kiert und die Wachterlymphknoten durchschnittlich genauso gut erkennt wie Techneti-
um. Hinsichtlich der Krebsausbreitung in die Achselhéhle zeigten 3 Studien an 120
Patienten, dass ICG genauso gut ist wie die herkémmliche Methode, um den Befall
der Achselhdéhle an Hand des Wéachterlymphknotens zu erkennen. Studien, die Uber
die Sicherheit von ICG in dieser Anwendung berichten, schildern keine Nebenwirkun-
gen oder Komplikationen auf ICG nach Injektion unter die Haut. Die Studien waren
von der Ethikkommission zustimmend bewertet und von den Behérden genehmigt.

In unserer Studie werden lhnen wéhrend der Operation 10mg ICG-Pulsion® in das
Brustgewebe direkt unter die Haut injiziert.

In der Routine wird Technetium fir die Markierung der Wachterlymphknoten verwen-
det. Das Technetium ist fir die Markierung von Lymphbahnen zugelassen und wird in
dieser klinischen Prifung, wie in der Routine, tblich angewendet wird.

Uber das Routineverfahren wird Sie lhr/lhre Prifarzt/Prifarztin gesondert aufklaren.
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Wie werden Sie in diese klinische Studie aufgenommen?

Sie wurden gefragt, ob Sie an dieser Studie teilnehmen maéchten, weil Sie Uber 18
Jahre und jinger als 80 Jahre sind, an Brustkrebs leiden und bei Ihnen die Markierung
der Wachterlymphknoten erfolgen soll.

Sie werden in die Studie aufgenommen, wenn Sie an der Studie interessiert und
gewillt sind, die Studienbedingungen einzuhalten. Sollten Sie sich nach ausreichender
Bedenkzeit zur Teilnahme an dieser Studie entscheiden, missen Sie schriftlich und
eigenhandig datiert lhre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie geben. Die Studie
beginnt fir Sie nur, wenn lhre schriftliche Einwilligung vorliegt.

In einer Voruntersuchung (Screening) werden Sie dann durch den/die Prifarzt/arztin
untersucht, um zu klaren, ob alle Auswahlkriterien erfillt sind. Die Voruntersuchung
(Screening, Visite 1) findet maximal 9 Tage vor der Operation in lhrem Prifzentrum
statt und dauert ca. 4 Stunden. Sie findet wahrend eines Routinebesuchs statt und es
werden nur Daten erhoben, die ohnehin fir Ihre Operation benétigt werden. Das heiBt,
durch diese Voruntersuchung haben Sie keinen zuséatzlichen Zeitaufwand und keine
zusatzlichen Untersuchungen. Folgende Daten werden von lhnen erhoben:
Geburtsdatum, Alter, Geschlecht, KoérpergréBe, Koérpergewicht, lhre bisherige
Krankengeschichte und lhre bisherige Medikamenteneinnahmen. Sie werden
sorgféltig kérperlich untersucht, Puls, Blutdruck werden gemessen, lhnen wird 2,7 ml
Blut fir ein Sicherheitslabor (Bestimmung der roten und weiBen Blutkdrperchen, des
Blutfarbstoffs, der Blutplattchen) entnommen und ein Elektrokardiogramm (EKG) wird
aufgezeichnet. Dies ist eine schmerzlose und harmlose Routineuntersuchung zur
Erfassung der Herzaktivitét, bei der Ihnen Elektroden an Hand- und FuBkn&cheln und
auf die Brust geklebt werden.

Patientinnen im gebarfahigen Alter dirfen nur teilnehmen, wenn sie nicht schwanger
sind, wenn bei der Visite 2 ein negativer Schwangerschaftstest vorliegt und wenn flr
die Dauer der gesamten Studie eine zuverlassige, medizinisch anerkannte
Verhltungsmethode angewandt wird (sehen Sie ,Welche Bedingungen missen Sie
bei einer Studienteilnahme einhalten?“). Bei ménnlichen Teilnehmern ist eine
VerhUtung aus medizinischen Griinden nicht erforderlich.

Wenn Sie auf Grund dieser Untersuchungen alle Kriterien erflllen, werden Sie in die
Studie aufgenommen.

Wie ist der Ablauf der klinischen Studie?

Die Teilnahme an dieser klinischen Prifung ist mit vier Visiten in der Klinik verbunden.
FUr den Erfolg der Studie ist es ganz entscheidend, dass Sie alle lhre Besuchstermine
gewissenhaft wahrnehmen.

Visite 1 (Screening): am ersten Besuchstermin wird wie oben erwahnt, eine
umfassende Voruntersuchung durchgefiihrt. Sollte die Voruntersuchung ergeben,
dass Sie an der Studie teilnehmen kénnen, findet spatestens 9 Tage nach der
Voruntersuchung die Visite 2 statt.

Patienteninformation
EUDRACT-Nr.: 2011-003194-28 Final Version 1.3 vom 23.03.2012 Seite 4 von 13

Seite 77 von 91



Sponsor: Pulsion Medical Systems Sk
Prifplancode: PULSION-001

Visite 2 (Verabreichung des radioaktiven Technetiums): Bei Patientinnen im
gebarfahigen Alter wird ein Schwangerschaftstest (als Urintest) durchgefiihrt und -
sofern weiterhin alle Einschlusskriterien zutreffen bzw. alle Ausschlusskriterien nicht
zutreffen - werden Sie im Prifzentrum stationar aufgenommen und es wird lhnen das
radioaktive Arzneimittel in der Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Tibingen
verabreicht.

Visite 3 (Operation): Visite 3 findet einen Tag nach der Visite 2 statt. Sie werden flr
die Narkose und Operation vorbereitet. Operationsbeginn ist innerhalb von 24 Stun-
den nach Verabreichung des Technetiums. Zuerst wird das ICG-Pulsion” injiziert.
Dann wird die Brust fir 1 Minute sanft massiert. Das ICG flief3t (iber das Lymphsystem
ab und wird in den Lymphknoten aufgenommen. 5 Minuten nach der Injektion des
ICG-Pulsion® werden die radioaktiv markierten Lymphknoten mit einer speziellen
Sonde aufgesucht und es wird das starkste radioaktive Signal festgestellt. Jene Stelle,
die der Brust am nachsten liegt, zeigt den Wachterlymphknoten an und wird gekenn-
zeichnet. AnschlieBend wird ICG-Pulsion® mit einem speziellen Gerat zum Leuchten
(Fluoreszieren) angeregt. Das ausgesendete Licht markiert die Lymphbahnen und
zeigt dem Operateur den Verlauf des Lymphabflusses. Die Stelle, an der das Leucht-
signal verschwindet, zeigt die Lage des Lymphknotens. Der Lymphknoten liegt in den
allermeisten Féllen 2 Zentimeter oder mehr von dieser Stelle entfernt. Der Operateur
offnet die Haut, verfolgt den Verlauf des Leuchtens und éffnet entlang den leuchten-
den Markierungen die tieferen Hautschichten solange bis das Leuchten am starksten
und punktférmig ist: hier befindet sich der Lymphknoten. Der mit ICG-Pulsion® mar-
kierte, leuchtende (fluoreszierende) Lymphknoten wird anschlieBend entnommen.
Danach werden die radioaktiven markierten Lymphknoten enthommen, wie in der
Routine Ublich.

Visite 4 (Abschlussuntersuchung): Visite 4 findet 1 Tag nach der Operation in
Ihrem Prifzentrum statt. Die Wunde und die Injektionsstellen in der Brust werden
untersucht, hnen wird 2,7 ml Blut fir ein Sicherheitslabor (Bestimmung der roten und
weiBen Blutkérperchen, des Blutfarbstoffs, der Blutplatichen) entnommen und Sie
werden sorgfaltig korperlich untersucht. Dies ist lhre letzte Visite in der klinischen
Studie.

Wann ist die klinische Studie fiir Sie beendet?
Diese klinische Studie endet flir Sie nach dem letzten Besuchstermin, der Visite 4.

Ihre Studienteilnahme kann jedoch vorzeitig enden,

» wenn Sie die Einwilligung zur Teilnahme widerrufen (siehe Kapitel: Welche Rechte
und welche Pflichten haben Sie bei einer Priifungsteilnahme?),

= wenn der/die Priifarzt/arztin lhre weitere Studienteiinahme aus medizinischen
Griinden nicht fir méglich halt oder

* wenn Sie unzureichend den Anweisungen des/r Prifarztes/arztin folgen

» wenn die gesamte klinische Prifung abgebrochen wird.

Der Sponsor dieser klinischen Studie und der flir die ganze Studie verantwortliche Arzt
und die zustandigen Behérden kdénnen eine vorzeitige Beendigung der ganzen Studie
veranlassen. Griinde hierflir kénnen sein: Erkennen eines Sicherheitsrisikos fir die
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Studienteilnehmer bei einer erneuten Nutzen-Risiko-Abwagung, Erkennen von
Problemen im Studiendesign, unzureichende Anzahl von Studienteilnehmern und
Nichtbeachtung des derzeitigen wissenschaftlichen  Standards bei der
Studiendurchfihrung durch Studienpersonal.

Sofern Sie sich dazu entschlieBen, vorzeitig aus der klinischen Prifung
auszuscheiden, oder lhre Teilnahme aus einem anderen der genannten Griinde
vorzeitig beendet wird, ist es fir Ihre eigene Sicherheit wichtig, dass Sie sich einer
empfohlenen abschlieBenden Kontrolluntersuchung unterziehen. Der Prifarzt wird mit
Ihnen besprechen, wie und wo |hre weitere Behandlung stattfindet.

Welchen Nutzen hat eine Studienteilnahme fiir Sie?

Da die Effektivitat des ICG-Pulsion® fiir die Erkennung der Wachterlymphknoten noch
nicht erwiesen ist, werden Sie auf jeden Fall mit der herkémmlichen Methode
behandelt Es gibt keinen Hinweis, dass sich das radioaktive Arzneimittel und ICG-
Pulsion® gegenseitig beeinflussen, so dass die Anfarbbarkeit und die Erkennungsrate
der Lymphknoten mittels der herkdommlichen Methode durch die zuséatzliche Gabe von
ICG-Pulsion® nicht beeinflusst werden und lhnen keine Nachteile entstehen.
Maoglicherweise werden durch die zusatzliche Markierung mittels ICG-Pulsion® mehr
Wéchterlymphknoten gefunden und somit eine bessere Erkennungsrate der
Wachterlymphknoten erzielt. Das Auffinden von Wéachterlymphknoten und letztendlich
die Beurteilung Ihrer Erkrankung kann so mdglicherweise verbessert werden.

Welchen wissenschaftlichen Nutzen hat diese klinische Studie?

Die geplante Studie soll entscheidend zur Klarung der Frage beitragen, ob mit ICG-
Pulsion® die Waéchterlymphknoten genauso gut markiert und erkannt werden kénnen
wie mit der herkémmlichen Methode.

Es ist geplant, mit Hilfe der Ergebnisse dieser Studie die Zulassung fiir ICG-Pulsion®
fir die Darstellung der Wachterlymphknoten bei Brustkrebs zu erlangen. Dadurch
wlrde ein neues Arzneimittel mit den oben genannten Vorzligen flr die Behandlung
der betroffenen Patienten zur Verfligung stehen.

Welche Risiken sind mit der Studienteilnahme verbunden?
Bitte teilen Sie den Mitarbeitern des Prifzentrums alle Beschwerden, Erkrankungen
oder Verletzungen, die im Verlauf der klinischen Priifung auftreten umgehend mit, ggf.

telefonisch.

Risiken durch die Anwendung des Prifpraparates ICG-Pulsion®:

Folgende unerwinschten Wirkungen sind bei intravendser Anwendung von ICG-
Pulsion® bekannt, bisher jedoch nicht bei der Injektion in die Haut:

Allergische Reaktionen oder Nesselsucht wurden bei Patienten mit und ohne allergi-
sche Vorgeschichte auf Jodide beobachtet.
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In sehr seltenen Fallen (in weniger als einem von 10.000 behandelten Patienten) wur-
de eine krampfartige Verengung der Herzkranzgefa e beschrieben.

In sehr seltenen Féllen kann es weiterhin nach der Verabreichung von indocya-
ningrinhaltigen Zubereitungen zu Ubelkeit und allergischen Reaktionen oder einer der
allergischen Reaktion dhnelnden Reaktion kommen. Bei Patienten mit Niereninsuffi-
zienz im Endstadium scheinen allergische Reaktionen haufiger zu sein. Folgende
Symptome kdnnen dabei auftreten: Unruhe, Warmegefthl, Ubelkeit, Juckreiz, Nessel-
sucht, Gesichtsédem, Herzrasen, Hautrétung, Blutdruckabfall, Atemnot, Verkrampfung
der Atemwege und des Rachenraums, Herz- Kreislaufstillstand, Tod. In Zusammen-
hang mit der allergischen Reaktion kann eine Erhéhung bestimmter Blutzellen, den
sogenannten Eosinophilien auftreten. ICG-Pulsion® sollte mit Vorsicht bei Patienten
angewendet werden, die unter Betablocker-Therapie stehen. Die Symptome eines
allergischen Schocks kdnnen sich unter Betablocker-Therapie verstarken.

Die Ausscheidung von Indocyaningriin kann durch Arzneimittel, die die Leberfunktion
beeinflussen, verandert werden. Das Arzneimittel Probenecid und einige seiner Stoff-
wechselprodukte kdnnen in die Gallenflissigkeit abgegeben werden und dadurch die
Ausscheidung von Indocyaningriin mit der Galle vermindern. Dies kann sich in ver-
minderten Leberfunktionstestergebnissen widerspiegeln.

Die gleichzeitige Gabe verschledener Arzneimittel und ICG-Pulsion® kann das Absorp-
tionsverhalten von ICG-Pulsion® beeinflussen. Hierzu gehdren: Medikamente gegen
Krampfleiden (sogenannte Antikonvulsiva), bisulfithaltige Wirkstoffe, Haloperidol, He-
roin, Meperidin, Metamizol, Methadon, Morphin, Nitrofurantoin, Opiumalkaloide, Phe-
nobarbital, Phenylbutazon, Cyclopropan, Probenecid.

GeméanB der deutschen Fachinformation ist bei der Verabreichung (Injektion) in eine
Vene, besonders darauf zu achten, dass die Injektionslésung nicht in das Gewebe
Ubertritt, da schwere lokale Gewebeschadigungen verursacht werden kénnen. Sollte
es zu einem Ubertritt der Lésung in das Gewebe kommen, so kann es zu Uber Stun-
den anhaltenden starken Schmerzen im und um den Injektionsort herum kommen. Bei
Gewebelbertritten ist der Injektionsvorgang abzubrechen, das geschadigte Gewebe
zu behandeln und eine Schmerzlinderung herbeizuflhren.

Unerwinschten Wirkungen bei intradermaler Anwendung von ICG-Pulsion®:

In dieser Studie wird lhnen ICG nicht in eine Vene, sondern direkt in die Haut
(intradermal) gespritzt Generell kdnnen bei der intradermalen Anwendung dieselben
Nebenwirkungen wie bei der mtravenosen Anwendung auftreten. Die intradermale
Anwendung von ICG- Pulsion® auBerhalb der Zulassung zur Markierung der
Wéchterlymghknoten wird in der Routine bereits angewendet und dem Hersteller des
ICG-Pulsion™ ist die intradermale Anwendung von |CG-Pulsion bekannt. Weiterhin
wurde die Anwendung von ICG-Pulsion® zur Markierung der Wachterlymphknoten bei
Brustkrebs auch in mehreren klinischen Studien an Patienten erprobt. In der Literatur
werden insgesamt 1273 Patienten beschrieben, die mit ICG intradermal oder
subkutan (hier wird das ICG direkt unter die Haut injiziert) behandelt wurden.
Sicherheitsinformationen liegen uns zu 683 Patienten vor. Zur intradermalen
Anwendung von ICG liegen uns zu 176 Patienten Sicherheitsinformationen vor. Aus
der Literatur sind keine Nebenwirkungen oder Risiken von ICG bei der intradermalen
Anwendung bekannt. Der Herstellerfirma des ICG- Pulsion® liegen daruber hinaus
keine Nebenwirkungen zur intradermalen Anwendung von ICG- Pulsion® vor. In einer
groBen, internationalen Datenbank zu Arzneimitteln ist die Routineanwendung von
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ICG zur Markierung von LymphgefaBen auBerhalb der Zulassung ebenfalls
beschrieben. Auch hier sind keine Nebenwirkungen zu ICG bei subkutaner
Anwendung dokumentiert.

Daher ist aufgrund des derzeitigen Wissensstandes bei der subkutanen Anwendung in
dieser Studie keine Gewebeschadigung zu erwarten.

Wie bei Jeder Substanz kénnen jedoch auch bei der intradermalen Anwendung von
ICG-Pulsion® neue, bisher unbekannte Nebenwirkungen auftreten.

Risiken durch die studienbedingte Anderung des Operationsverfahrens:

Da sich die Anwendung von ICG-Pulsion® zum Auffinden des Wiéchterlymphknotens
und zum Nachweis der Ausbreitung des Krebses in die Achselhéhle noch in der Er-
probung befindet, werden lhnen studienbedingt alle mit ICG- Pulsion® markierten
Lymphknoten entnommen. Dadurch kann es auch sein, dass lhnen mehr Lymphkno-
ten entnommen werden, und dass auch mit ICG- PuIS|on markierte Lymphknoten
entfernt werden, die nicht mit dem Krebs befallen sind.

Die Entfernung erfolgt dabei vorsichtig unter Fluoreszenz, um die LymphgeféaBe nicht
zu beschadigen. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass Lymphgefaf3e
verletzt werden und ICG ins Gewebe Ubertritt. Die Risiken durch die zusatzliche
Entnahme entsprechen denen der Routineentnahme von Lymphknoten (Bluterguss,
Verletzung von kleinen Nerven GefaBverletzungen, Hautblutungen, Wundinfektion).
Auch hatte ICG-Pulsion® in den bisherigen Anwendungen keine Auswirkungen auf die
Wundheilung oder die postoperative Nachbehandlung Daher sind flr Sie durch die
Entnahme von rein mit ICG-Pulsion® markierten Lymphknoten keine zusétzlichen,
klinisch relevanten Risiken verbunden.

Durch die studienbedingte Verabreichung von ICG-Pulsion® und Entnahme von
unterschiedlich markierten Lymphknoten kommt es zu keiner relevanten Verlangerung
der Operationsdauer oder der Narkosedauer, so dass sich hier keine zusatzlichen
Risiken ergeben.

Zusammenfassend Uberwiegt der Nutzen flr die Studienteilnehmer.

Uber die Risiken aller MaBnahmen und Untersuchungen, die nicht studienbedingt,
sondern routinemaRBig durchgeflhrt werden, werden Sie auch routineméaRBig auBerhalb
dieser Patienteninformation aufgeklart werden.

Wie werden Sie behandelt, wenn Sie nicht an dieser Studie teilnehmen?

Bei lhnen ist zur weiteren Behandlungsplanung Ilhrer Brustkrebserkrankung eine
Markierung mit Entnahme der Wéachterlymphknoten angezeigt. In der Routine wird
Technetium fir die Markierung verwendet. Wenn Sie nicht an der Studie teilnehmen
mochten, erhalten Sie nur das radioaktive Technetium flr die Markierung der
Lymphknoten.
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Welche Bedingungen miissen Sie bei einer Studienteilnahme einhalten?

Wenn Sie an dieser klinischen Studie teilnehmen mdchten, missen Sie die folgenden
Bedingungen erfillen:

Medikamente (auch rezeptfreie) oder Medizinprodukte, von denen der Prifarzt noch
nichts weiB, dirfen Sie — auBer bei Notfallen — nur nach Ricksprache mit lhrem
Prifarzt anwenden. Wenn Sie von anderen Arzten behandelt werden, miissen Sie
diese Uber |lhre Teilnahme an der klinischen Prifung informieren. Auch |hr Prifarzt
muss vor jeder medizinischen Behandlung, die Sie durch einen anderen Arzt wahrend
der klinischen Prifung erhalten mochten, informiert werden.

Schwangere Frauen dirfen an dieser klinischen Prifung nicht teilnehmen, da
bislang nicht bekannt ist, ob ICG-Pulsion® zu einer Schadigung des Ungeborenen
fihren kann, wenn es wahrend der Schwangerschaft angewendet wird. Eine
begrenzte Zahl (insgesamt 12) von Schwangerschaften, wahrend derer zwischen der
12. und 38. Schwangerschaftswoche Indocyaningriin angewendet wurde, zeigten
keine unerwtinschten Wirkungen von Indocyaningriin auf die Schwangerschaft oder
auf die Gesundheit des Neugeborenen. Weitere Daten sind nicht bekannt.
Fortpflanzungsstudien wurden nicht durchgefihrt.

Alle Frauen missen daher einen Schwangerschaftstest durchfiihren. Davon
ausgenommen sind Frauen nach den Wechseljahren oder solche, die operativ
sterilisiert wurden. Durch einen Schwangerschaftstest kann jedoch eine
Schwangerschaft erst einige Tage nach der Empfangnis verlasslich nachgewiesen
werden.

Im Falle Ihrer Teilnahme an dieser klinischen Priifung missen Sie wahrend der Stu-
dienteilnahme zuverlassige MaBnahmen zur Schwangerschaftsverhitung anwenden.
Diese sind:
e Hormonpraparate (sog. hormonelle Kontrazeptiva),
e Kombination mindestens zweier medizinisch anerkannter Verhltungsmetho-
den (sog. Doppelbarrieremethoden),
¢ in der Scheide wirkende Verhiitungsmethoden,
o Enthaltsamkeit,
e beidseitige Unterbindung der Samenleiter ihres Sexualpartners mindestens 3
Monate vor Studienbeginn kombiniert mit einer Doppelbarrieremethode

Sollten Sie wahrend der klinischen Prifung schwanger werden oder den Verdacht
haben, dass Sie schwanger geworden sind, missen Sie umgehend den Prifarzt
informieren.

Auch stillende Frauen dirfen an dieser klinischen Prifung nicht teilnehmen, da es
nicht bekannt ist, inwieweit ICG-Pulsion® in die Muttermilch tbertritt.

Wie werden Sie nach Studienende weiterbehandelt?

lhre Behandlung nach Studienende, richtet sich nach Ihrem individuellen
medizinischen Befund sowie dem Ermessen des behandelnden Prifarztes und lhrem
Einverstandnis, unabhangig davon, ob Sie alle Studienvisiten korrekt durchlaufen oder
die klinische Prafung vorzeitig beendet haben.
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Welche Untersuchungen werden routinemiéBig, d.h. weil sie bei lhnen
medizinisch angezeigt sind, durchgefiihrt?

Die allgemeine kérperliche Untersuchung, die Erfassung lhrer Vorgeschichte und Ihrer
Begleitmedikation, die Verabreichung von Technetium sowie die Entnahme der
radioaktiven geférbten Lymphknoten, die Blutentnahmen, der Schwangerschaftstest
bei Patientinnen im gebarfahigem Alter, werden routinemaBig durchgefiihrt. Uber
diese Routineuntersuchungen, deren genaue Ablaufe sowie deren Dauer werden Sie
auBerhalb dieser Patienteninformation durch lhren behandelnden Arzt gesondert
aufgeklart.

Welche Untersuchungen werden aus wissenschaftlichem Interesse und nur
aufgrund dieser klinischen Studie bei Ihnen durchgefiihrt?

Die Verabreichung von ICG-Pulsion® sowie die Entnahme und gewebliche Untersu-
chung der nur mit ICG-Pulsion® markierten Lymphknoten werden aufgrund dieser
Studie bei lhnen durchgefuhrt.

Welche Rechte und welche Pflichten haben Sie bei einer Studienteilnahme?

Die Teilnahme an dieser klinischen Studie ist freiwillig. Sie kdnnen die Zustimmung zur
Teilnahme jederzeit widerrufen. Eine Begrindung ist nicht erforderlich und die
Beendigung lhrer Teilnahme wird das Vertrauensverhéaltnis zu Ihrem behandelnden
Arzt in keiner Weise storen und Ihnen keinerlei Nachteile fur die weitere arztliche
Behandlung bringen.

Sie werden Uber neue Erkenntnisse, die in Bezug auf diese klinische Prifung bekannt
werden und die fir lhre Bereitschaft zur weiteren Teilnahme wesentlich sein kénnen,
informiert. Auf dieser Basis kénnen Sie dann lhre Entscheidung zur weiteren
Teilnahme an dieser klinischen Priifung Uberdenken.

Damit |hr Prifarzt das Risiko lhrer Teilnahme an dieser klinischen Studie richtig
abschéatzen kann, ist es wichtig, dass Sie mdglichst genaue Angaben machen, welche
Erkrankungen Sie schon hatten und welche Medikamente oder auch Drogen Sie
auBerhalb der klinischen Studie einnehmen. Samtliche Anderungen diesbeziiglich
muissen Sie Ihrem Prifarzt unverziiglich mitteilen.

Der wissenschaftliche Erfolg dieser klinischen Studie ist wesentlich davon abhangig,
dass Sie sich an die Anweisungen lhres Prifarztes halten und alle
Untersuchungstermine wahrnehmen, wozu Sie sich mit |hrer Einwilligung zur
Studienteilnahme verpflichten. Darliber hinaus dirfen Sie wéahrend der gesamten
Studie nicht gleichzeitig an einer anderen klinischen Studie teilnehmen, damit lhre
eigene Sicherheit nicht gefdhrdet wird und die Studienergebnisse nicht verfalscht
werden.

Der/die Prifarzt/arztin und der Sponsor haben das Recht, Sie aus Griinden |hrer
persénlichen Sicherheit oder der Sicherheit der klinischen Studie aus der klinischen
Studie auszuschlieBen. Sollten Sie weitere Fragen zum Ablauf der klinischen Studie
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oder zu lhrem Inhalt haben, kénnen Sie sich jederzeit an den/die Prifarzt/arztin
wenden.

Entstehen fir Sie Kosten durch die Teilnahme an der klinischen Priifung?

Durch lhre Teilnahme an dieser klinischen Prifung entstehen fir Sie keine
zusatzlichen Kosten. Fir lhre Teilnahme an dieser klinischen Prifung erhalten Sie
keine Aufwandsentschadigung.

Besteht eine Versicherung wihrend der Studienteilnahme?

Bei der klinischen Priifung eines Arzneimittels sind alle Studienteilnehmer geméan
dem Arzneimittelgesetz versichert. Der Versicherungsschutz erstreckt sich nach den
Allgemeinen Versicherungsbedingungen auf alle Gesundheitsschadigungen, die als
Folge der klinischen Prifung wahrend und im Zeitraum bis zu 5 Jahre nach
Abschluss lhrer Teilnahme eintreten. Entsprechend den  Allgemeinen
Versicherungsbedingungen betrdgt die Versicherungssumme héchstens 500.000
Euro pro Person. Ersetzt wird nur ein finanzieller Nachteil; dagegen wird kein
Schmerzensgeld gezahlt.

Wenn Sie vermuten, dass durch die Teilnahme an der klinischen Prifung lhre
Gesundheit geschadigt oder bestehende Leiden verstarkt wurden, miissen Sie dies
unverzlglich dem Versicherer

Chubb Insurance Company of Europe SE
Barer StraBle 7

80333 Milinchen

Tel: +49 89 54551 0

Fax: +49 89 54551 111

E-Mail Chubb MUN@chubb.com

direkt anzeigen, gegebenenfalls mit Unterstiitzung durch lhren Prifarzt, um lhren
Versicherungsschutz nicht zu gefahrden. Sofern |hr Prifarzt Sie dabei unterstitzt,
erhalten Sie eine Kopie der Meldung. Sofern Sie |hre Anzeige direkt an den
Versicherer richten, informieren Sie bitte zusatzlich Ihren Prifarzt.

Bei der Aufklarung der Ursache oder des Umfangs eines Schadens missen Sie
mitwirken und alles unternehmen, um den Schaden abzuwenden und zu mindern.

Aufgrund des Versicherungsvertrages sind wir verpflichtet, Sie darauf aufmerksam zu
machen, dass Sie den Anweisungen lhres/r Prifarztes/arztin unbedingt Folge leisten
und Gesundheitsstérungen lhrem/r Prifarzt/arztin unverziglich mitteilen muissen.
Auch dirfen Sie sich, auBer in Notfllen, einer anderen medizinischen Behandlung
nur nach Ricksprache mit [hrem/r Prifarzt/arztin unterziehen. (Notfall-) Behandlun-
gen, die nicht durch lhre/n Prifarzt/arztin erfolgt sind, missen Sie diesem nachtraglich
unverzlglich melden. Eine Gesundheitsschadigung, die mutmaplich auf die klinische
Studie zurlickzuftihren ist, muss unverzlglich dem Versicherer angezeigt werden.
Dies kann durch Sie selbst oder lber |hre/n Priifarzt/arztin in der Klinik erfolgen. Wah-
rend der Dauer lhrer Studienteilnahme dirfen Sie an keiner anderen klinischen Studie
teilnehmen.
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Ein VerstoB gegen diese Obliegenheiten kann fiir Sie den Verlust des
Versicherungsschutzes bedeuten.

Sie erhalten ein Exemplar der Versicherungsbestétigung einschlieBlich der
Versicherungsbedingungen.

Wie ist die Vertraulichkeit lhrer Daten gesichert?

Samtliche Daten und Informationen, die in dieser klinischen Studie erhoben werden und die
personenbezogen bzw. gesundheitsbezogen sind, werden vertraulich behandelt.
Pseudonymisiert bedeutet, dass keine Angaben von Namen oder Initialen verwendet wer-
den, sondern nur ein Nummern- und / oder Buchstabencode, evtl. mit Angabe des Geburts-
jahres. Die Auswertung wird vom Auftraggeber der klinischen Studie oder einem von diesem
bestimmten Vertreter organisiert, dem dazu die pseudonymisierten Daten zugeleitet werden.
Nach der Auswertung werden die pseudonymisierten Daten vom Sponsor aufgrund der
gesetzlichen Vorgaben gespeichert. lhre Krankenakien werden gemaR Birgerlichem Ge-
setzbuch max. 30 Jahre, aber mindestens 10 Jahre in dem Zentralarchiv lhres Prifzentrums
archiviert.

Im Falle von Verdffentlichungen der Studienergebnisse (z.B. in medizinischen Fachzeit-
schriften) bleibt die Vertraulichkeit der personlichen Daten gewahrleistet. Die Beachtung der
Bundes- bzw. Landesdatenschutzgesetze der beteiligten Lénder ist in vollem Umfang si-
chergestellt.

Unterlagen der klinischen Studie (die Einwilligungserklarung und eine Patienten-
Identifizierungsliste), Uber die eine personenbezogene Zuordnung der erhobenen Daten
maoglich ist, verbleiben im Studienzentrum und sind nur den Mitarbeitern der Studie zugang-
lich. Alle Mitarbeiter der Studie, die in Ihre personenbezogenen Daten Einsicht nehmen
darfen, sind namentlich in einer Liste am Studienzentrum gelistet.

GemaB den gesetzlichen Bestimmungen ist eine Teilnahme an der klinischen Studie nur
zulassig, wenn Sie mit der Aufzeichnung lhrer Krankheitsdaten und deren Weitergabe in
pseudonymisierter Form an die zustandige lokale Uberwachungsbehérde, die zustandige
Bundesoberbehérde, die zustandige Ethikkommission und den Auftraggeber der klinischen
Studie bzw. an einen Vertreter einverstanden sind. Im Falle eines meldepflichtigen Ereignis-
ses werden lhre pseudonymisierten Daten an die zustandige Bundesoberbehdrde und von
dieser an die Europaische Datenbank weitergegeben. Wenn Sie mit der beschriebenen
Weitergabe und Aufbewahrung lhrer pseudonymisierten Daten nicht zustimmen, kénnen Sie
hicht an der klinischen Studie teilnehmen.

Um sicher zu stellen, dass alle Daten korrekt aus den Originalunterlagen/Patienten-Akten in
die Dokumentationsbogen Ubertragen wurden, kénnen die Eintragungen in die pseudonymi-
sierten Dokumentationsbogen durch Mitarbeiter staatlicher Behérden (sogenannter Inspek-
toren), sowie durch besonders geschulte und zur Verschwiegenheit verpflichtete Mitarbeiter
des Auftraggebers der klinischen Studie, sogenannter Monitore und Auditoren, mit den
Originaldaten am Studienzentrum verglichen werden.

Mit Ihrer Einwilligung zur Teilnahme an dieser klinischen Studie entbinden Sie lhren/e Prif-
arzt/arztin gegenuber Mitarbeitern der zustandigen Behorden und besonders geschulte und
zur Verschwiegenheit verpflichtete Mitarbeiter des Auftraggebers (Monitore, Auditoren) von
seiner Schweigepflicht insofern, als diese Personen zur Uberprifung der korrekten Daten-
Ubertragung Einsicht in die im Rahmen dieser klinischen Priifung erfolgten Originalauf-
zeichnungen nehmen kénnen.

Auch wenn Sie die Einwilligung zur Studienteilnahme widerrufen, werden die von lhnen
schon erhobenen Daten ausgewertet. Es wird bei Widerruf Ihrer Einwilligung gepruft, inwie-
weit die von lhnen bis dahin gespeicherten Daten fUr die klinische Prifung noch erforderlich
sein kénnen. Werden die Daten nur noch in anonymisierter Form bendtigt, erfolgt eine Ano-
nymisierung lhrer Daten. Werden lhre Daten nicht mehr bendtigt, werden die Daten unver-
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zlglich geléscht. Wenn Sie diesem Vorgehen nicht zustimmen, kénnen Sie nicht an dieser
klinischen Studie teilnehmen.

Auf lhren Antrag hin kénnen Sie die Ergebnisse der im Rahmen dieser Klinischen Studie
vorgenommenen Untersuchungen einsehen.

Das Arzneimittelgesetz enthalt ndhere Vorgaben fUr den erforderlichen Umfang der
Einwilligung in die Datenerhebung und -verwendung. Einzelheiten entnehmen Sie
bitte der Einwilligungserkldarung, die im Anschluss an diese
Patienteninformation abgedruckt ist.

An wen kénnen Sie sich bei weiteren Fragen wenden?

Sie haben stets die Gelegenheit zu weiteren Beratungsgespréachen mit dem auf Seite
1 genannten oder einem anderen Priifarzt.

Bitte fragen Sie lhre/n Prifarzt/arztin, wenn Sie etwas nicht verstanden haben
oder wenn Sie mehr liber die eingesetzte Priftherapie oder die Untersuchungen
wissen mochten.

Es existiert auBerdem eine Kontaktstelle bei der zustdndigen Bundesoberbehdrde.
Teilnehmer an klinischen Prifungen, ihre gesetzlichen Vertreter oder
Bevollmachtigten kénnen sich an diese Kontaktstelle wenden:

Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte
Fachgebiet Klinische Prufung / Inspektionen
Kurt-Georg-Kiesinger-Allee 3

53175 Bonn

Telefon: 0228 / 207-4318
Fax: 0228 / 207-4355
e-mail: klinpruefung@bfarm.de

Ort, Datum Unterschrift aufklarende/r Prifarzt/arztin
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EBERHARD KARLS

UNIVERSITAT
TUBINGEN

Medizinische Fakultit

Ethik-Kammission an der Medizinischen Fakultét der Eberhard-Karls-Universitat Ethik-Kommission
und am Universitatsklinikum Tlbingen, Gartenstralle 47, 72074 Tubingen

Prof. Dr. med. D. Luft

Vorsitzender
Herrn
Martin Schirling Telefon: +49 7071 29-77661
CenTrial GmbH Telefax: +49 7071 29-5965
. . E-Mail
?;2';3 Sd :rh'::;::'e‘rg-i:‘r 45 ethik.kommission@med.uni-tuebingen.de
Nachrichtlich:
BfArM
478/2011AMG1 16.08.2011, 11.10.2011 11.10.2011
unsere Projekl-Nummear eingegangen am Datum
Protokoll Nr.: PULSION-001
EudraCT Nr.: 2011-003194-28
Studientite!: Determination of the sensitivity of ICG fluorescence technique
for the detection of Sentinel Lymph Nodes in breast cancer - a
monocenter, prospective open-label clinical trial.
Sponsor: PULSION Medical Systems SE, Miinchen
Antragsteller: Martin Schirling, CenTrial GmbH

Leiter der klin. Prifung: Herr Prof. Dr. D. Wallwiener

zustindige Ethik-Kom- Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultdt und am Uni-
mission: versitatsklinikum Tiibingen

Auflistung der eingereichten Unterlagen s. Seite 2 und 3

Sehr geehrter Herr Schirling,

die Unterlagen zur o.g. Studie hatten den Mitgliedern der Ethik-Kommission an der Medizini-
schen Fakultat und am Universitatsklinikum Tubingen in der Sitzung am 05.09.2011 als zustan-
diger Kommission zur Beratung vorgelegen.

Die Ethik-Kommission hatte mit Schreiben vom 09.09.2011 um Ergénzungen im Prufplan und in
der Patienteninformation gebeten. Mit lhrem Schreiben vom 07.10.2011, dem uberarbeiteten
Protokoll und der geanderten Patienteninformation wurden die Anregungen der Ethik-Kommis-
sion umgesetzt.

Danach erteilt die Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat und am Universitatsklinikum
Tubingen als federfliihrende Kommission der vorliegenden Studie eine zustimmende Bewer-
tung.

Versagensgrinde nach § 42 Abs. 1 Satz 7 Nr. 1-3 AMG liegen nicht vor.

Universitdtsklinikum Tdbingen Aufsichtsrat Vorstand Banken

Anstalt des offentlichen Rechts Theresia Bauer Prof. Dr. Michael Bamberg (Vorsitzender) Baden-Wiirttembergische Bank Stutigart
Sitz Tubingen (Vorsitzende) Gabriele Sonntag (Stellv. Vorsitzende) (BLZ 600 501 01) Konto-Nr. 7477 S037 93
Geissweg 3 - 7207€ Tubingen Prof. Dr. Karl Ulrich Bartz-Schmidt 1BAN: DE41 6005 0101 7477 5037 93
Telefon +49 7071 28-0 Prof. Dr. Ingo 8. Autennieth SWIFT-Nr.. SOLADEST
www.medizin.uni-tuebingen.de Jana Luntz Krelssparkasse Tubingen

Steuer-Nr 86156/09402 (BLZ 641 500 20) Konto-Nr. 14 144
USt-ID: DE 146 889 674 IBAN: DE 79 6415 0020 0000 0141 44

SWIFT-Nr.: SOLADES1TUB

Seite 87 von 91



Diese zustimmende Bewertung gilt fur das Prifzentrum Universitats-Frauenklinik, Calwer-
straRe 7, 72076 Tubingen, den Hauptprifer: Herrn Prof. Dr. med. Diethelm Wallwiener und die
beteiligten Prifarzte und Prifarztinnen: Frau Professor Tanja Fehm, Frau Dr. med. Carmen
Mewald-Réhm, Herrn Dr. med. Jargen Hoffmann und Frau Dr. med. Gisela Helms.

Mit freundlichen GriRen

Prof. Dr. med. Dieter Luft
Vorsitzender der Ethik-Kammission

ALLGEMEINE HINWEISE ZUM VOTUM DER ETHIK-KOMMISSION
Mitglieder der Ethik-Kommission

Privatdozent Dr.med. Margitta Albinus Pharmakologie, Toxikologie
Professor Dr.med. Holger Lerche Neurologie

Professor Dr.med. Henner Giedke Psychiatrie

Professor Dr.med. Else Heidemann Innere Medizin

Professor Dr.med. Jurgen Honegger Neurochirurgie

Professor Dr.med. Dieter Luft Innere Medizin

Professor Dr.med. Christian F. Poets Kinderheilkunde

Professor Dr.iur. Dr.h.c. Georg Sandberger Medizinorganisationsrecht, Hochschulrecht,
deutsches und internationales Wirtschaftsrecht

Professor Dr. Dr. Dr.h.c. Norbert Schwenzer Zahnheilkunde, Kieferchirurgie

Professor Dr.med. Dr.phil. Urban Wiesing Medizinische Ethik und Theoretische Medizin

Die Ethik-Kommission an der Medizinischen Fakultat der Universitat Tlbingen verfahrt entspre-

chend den GCP-/ICH- Richtlinien, der Deklaration von Helsinki in der jeweils gliltigen Fassung

sowie den gesetzlichen Bestimmungen.

Die Ethik-Kommission ist gemaR § 20 Abs. 7 MPG, Aktenzeichen: Z14-A1871-14924/97, ge-

man § 92 Strahlenschutzverordnung, Aktenzeichen: Z 2.1.2-22471/2-EK-012-Ber und gemaR §

28g der Rontgenverordnung, Aktenzeichen: Z 2.1.2-22472/2. EK-013/R registriert.

Die Ethik-Kommission bestatigt, dass der Prafplan mit den erforderlichen Unterlagen, insbeson-

dere nach ethischen und rechtlichen Gesichtspunkten, mindlich beraten wurde. Bei der Bera-

tung wurden die §§ 7 und 8 der GCP-V und die §§ 40, 41 und 42 AMG beachtet.

Die Ethik-Kommission Tlbingen Ubemimmt als federfuhrende Ethik-Kommission die gesetzli-

chen Aufgaben wahrend der Studiendurchfihrung. Anderungen im Priifplan und in der Phase

der Umsetzung bitten wir der Kommission mitzuteilen; dabei waren wir lhnen dankbar, wenn Sie

geanderte Passagen deutlich kennzeichnen wirden.

Die Ethik-Kommission weist auf die Allgemeine Anzeigepflicht nach § 67 AMG hin.

Unabhangig vom Beratungsergebnis macht die Ethik-Kommission darauf aufmerksam, dass die

medizinische, ethische und rechtliche Verantwortung fur die Durchfhrung einer klinischen Prii-

fung beim Leiter der klinischen Prufung und auch bei allen an der Prifung teilnehmenden Arz-

ten liegt.

Nach Abschluss der Studie bittet die Kommission um einen abschlieRenden Bericht.

Auflistung der eingereichten Unterlagen:

Eingang: 16. August 2011

Anschreiben vom 15.08.2011

Checkliste

Vollmacht des Sponsors, unterschrieben am 04.07.2011
Modul 1

Modul 2, unterschrieben am 25.07.2011
Bestatigungsschreiben zur EudraCT-Nummer vom 04.07.2011
Synopsis vom 21.07.2011, Version Nr. 1.0 DE

Protokoll vom 21.07.2011, Version Nr. 1.0

Fachinformation ICG-Pulsion® Stand Marz 2010
Gebrauchsinformation und Fachinformation Nancoll, zuletzt (iberarbeitet 06/2010
Patienteninformation, Finale Version 1.0 vom 21.07.2011
Einwilligungserklarung, Finale Version 1.0 vom 21.07.2011
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3
Sponsorbestatigung zum Datenschutz, Version 4.5, unterschrieben am 11.07.2011
Einbeziehung abhéangiger Personen, Version 4.5, unterschrieben am 11.07.2011
Angaben und Unterlagen zum Qualifikationsnachweis einer Prifstelle/eines Prifers:
Version 3.0, Datum 07.06.2010
Versicherungsbestatigung zur Probanden-Versicherung Nr. 35881627 der Firma Chubb Insu-
rance Company Of Europe SE vom 13.07.2011 mit Allgemeinen Versicherungsbedingungen
Vertragsmuster zur Studie
Sponsorenerkldrung zum Datenschutz, unterschrieben am 04.07.2011
Kostenlbernahmeerkldrung des Sponsors, unterschrieben am 04.07.2011
CD

Eingang: 10. Oktober 2011

Anschreiben vom 07.10.2011

Protokoli vom 28.09.2011, Version Nr. 1.1 (clean and track version)
Patienteninformation, Finale Version 1.1 vom 29.09.2011 (clean and track version)
CD

Modul 1, unterschrieben am 07.10.2011
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14.Erklarung zum Eigenanteil

Die vorliegende Dissertationsschrift resultiert aus den Daten einer monozentrischen
prospektiven nicht randomisierten Studie (Phase-II-Studie). Ziel der Studie war es, im
Rahmen der Sentinel-Lymphknoten-Detektion beim fruihen Mammakarzinom das Stan-
dardverfahren mittels Technetium (99m Tc Nanocoll®) gegenuber einem Fluoreszenz-
farbstoff in Form von Indocyaningriin (ICG der Firma Pulsion) zu Gberprifen. Wesentli-
che Parameter dabei waren Effektivitat und Sicherheit der ICG-Lymphangiographie im
Rahmen der Detektion sowie die Spezifitat gegentiber dem Standard Technetium. Frau
Rohm war dabei entscheidend als erfahrene Brustchirurgin bei der Erstellung des Prif-
protokolls beteiligt. Wesentliche Faktoren waren dabei die Ausarbeitung des praktischen
Vorgehens und die Dokumentation bei der intraoperativen Applikation von ICG. Neben
der Erstellung einer Lernkurve bei der praktischen Durchfiihrung der Detektion war Frau
R6hm malgeblich bei der Etablierung von Kriterien beteiligt, die eine Vergleichbarkeit

mit Technetium ermdglichten.

In der vom 17.11.2011 (Datum der Studieninitiierung) bis zum 12.01.2013 (Studien-
schluss) eingeschlossenen Patientinnen hatte Frau R6hm einen wesentlichen Teil der
Patientinnen selbst im Rahmen der Studie erfasst, die Markierungen selbst durchgefihrt
und in der Folge die mammachirurgische Intervention komplettiert. Daraus resultierend
war ein grofRer Anteil der Patientinnen-Dokumentation durch sie erfolgt. Bedingt durch
ihre klinische Erfahrung hatte sie die Auswertung der Studiendaten mal3geblich gepragt
und auch anteilmaRig selbstandig durchgefiihrt. Ein wesentlicher Anteil der Abbildungen,
die teilweise auch im Vorfeld im Rahmen von Vortrdgen entstanden sind, hatte sie er-
stellt. Die Daten resultierten in einer Publikation 08/2015 in der Zeitschrift Geburtshilfe

und Frauenheilkunde, bei der Frau R6hm als Zweitautorin maf3geblich beteiligt war.
Im Rahmen der Diskussion hat Frau Mewald-R6hm eigenstandig die gesamte Literatu-

rubersicht zusammengestellt und die eigenen Daten im Kontext diskutiert. Daraus resul-

tiert auch die entsprechende Wertung der Methode im klinischen Einsatz.
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