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Wanneer de chirurg tijdens het opereren wordt voorzien van betere en meer 
objectieve visuele informatie, kan dit de kwaliteit van de oncologische chirurgie 
verbeteren. Fluorescentie-geleide chirurgie kan hierbij een belangrijke rol 
spelen, doordat het tijdens operaties tumor weefsel, lymfklieren en vitale 
structuren kan identi�ceren.

Dit proefschrift bespreekt een aantal belangrijke indicaties binnen de 
oncologie chirurgie, waarbij klinisch beschikbare nabij-infrarode (NIR) 
�uorescente contrastmiddelen gebruikt kunnen worden om operaties te 
optimaliseren (Deel 1). Daarnaast wordt de klinische translatie besproken van 
nieuw ontwikkelde tumor-speci�eke, �uorescente contrastmiddelen, die de 
intra-operatieve tumordetectie verbeteren (Deel 2).

Deel 1:   Toepassingen van klinisch beschikbare �uorescente 
contrastmiddelen in de oncologische chirurgie

Hoofdstuk 2 beschrijft de detectie van de schildwachtklier tijdens maagkanker 
operaties. Het lymfe drainage patroon bij maagkanker laat zich lastig voorspellen. 
Daarom wordt naast een totale of partiële gastrectomie vaak een uitgebreide 
lymfadenectomie uitgevoerd. In onze studie werd indocyanine groen (ICG) 
gekoppeld aan een nanocolloid. Hierdoor wordt de hydrodynamische diameter 
vergroot, en verbetert de opname in de schildwachtklier. ICG-Nanocoll werd 
vervolgens subserosaal geïnjecteerd rond de tumor, waarna beeldvorming 
van lymfvaten en –klieren plaatsvond. In 21 van de 22 patiënten werd op zijn 
minst één schildwachtklier gevonden. Daarbij viel het op dat in 8 van de 21 
patiënten schildwachtklieren buiten het geplande resectievlak gevonden 
werden, waarvan er bij twee patiënten tumorcellen bevatten.

In hoofdstuk 3 wordt de intra-operatieve beeldvorming van borstkanker 
met behulp van methyleen blauw (MB) beschreven. Alhoewel het exacte 
mechanisme van accumulatie van MB niet geheel duidelijk is, werd op basis 
van preklinisch onderzoek de hypothese gevormd dat het met behulp van 
MB mogelijk zou kunnen zijn om borstkanker te identi�ceren. Methyleen 
blauw heeft dezelfde fysisch-chemische eigenschappen als 99mTc-MIBI, een 
SPECT radiodiagnosticum dat met een sensitiviteit van 83 - 90% borstkanker 
kan identi�ceren in preoperatieve setting. In onze studie werd bij 20 van de 
24 patiënten met succes de borstkanker laesie geïdenti�ceerd in het resectie 
preparaat. Daarbij werd bij 2 patiënten �uorescent borstkanker weefsel in het 
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wondbed gezien. En hoewel MB een veelbelovend middel is om borstkanker 
zichtbaar te maken, kan de introductie van nieuwe sto�en die speci�ek aan 
een bepaalde tumorreceptor binden de intra-operatieve beeldvorming van 
borstkanker nog nauwkeuriger maken.

In hoofdstuk 4 wordt de identi�catie van levermetastasen van 
oogmelanoom tijdens laparoscopische leverchirurgie beschreven. Door ICG 
24 uur voor operatie toe te dienen, vormt zich een �uorescente ring rondom 
een maligne laesie. Dit komt doordat ICG uitgescheiden wordt door gezonde 
levercellen, maar gevangen raakt in de overgangszone tussen gezonde lever en 
metastase. Zelfs afwijkingen die onzichtbaar waren voor het menselijk oog, en 
die niet gevonden werden met preoperatieve CT of intra-operatieve echogra�e 
konden worden geïdenti�ceerd. Op deze manier maakte �uorescente 
beeldvorming het mogelijk om op een minimaal-invasieve manier patiënten 
te identi�ceren, die potentieel baat hebben bij een resectie, en hielp het bij het 
verkrijgen van tumorvrije resectie marges.

Hoofdstuk 5 beschrijft de studie waarbij ICG werd gebruikt om hypofyse 
adenomen te identi�ceren tijdens transnasale transsfenoïdale selectieve 
adenomectomie. Gezonde hypofyse en hypofyse adenoom verschillen van 
elkaar in vascularisatie, wat mogelijk tot identi�catie met ICG zou kunnen leiden. 
Bij 9 van de 10 patiënten met een microscopisch bewezen hypofyse adenoom 
werd een sterker �uorescent signaal gezien in de gezonde hypofyse dan in het 
adenoom. Bij twee patiënten kon de daadwerkelijke resectie van het adenoom 
onder �uorescentie-geleide plaatsvinden. Een van de beperkingen bij deze 
studie was dat de beschikbare endoscoop nog geen gelijktijdige weergave 
van kleur en �uorescentie beelden kon laten zien. Verdere optimalisatie van 
contrastmiddelen en camerasystemen kan de toegevoegde waarde van 
�uorescente beeldvorming tijdens hypofyse chirurgie nog verder verbeteren.

In hoofdstuk 6 wordt een klinische casus gepresenteerd waarbij MB 
gebruikt werd om een paraganglioom, een zeldzame neuro-endocriene tumor, 
te detecteren. Tijdens operatie bleek het zelfs mogelijk een lokale metastase te 
identi�ceren, die niet zichtbaar was voor het menselijk oog.

Voortgaand op de vergelijkbare biodistributie van MB en 99mTc-MIBI, wordt 
in hoofdstuk 7 de �uorescente beeldvorming tijdens bijschildklierchirurgie 
beschreven. Het bleek niet alleen mogelijk om bijschildklier adenomen 
te detecteren, maar ook normale schildklieren van slechts een millimeter 
groot werden gevonden. En hoewel recente ontwikkelingen met nieuwe 
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contrastmiddelen veelbelovend zijn, kan �uorescente beeldvorming met MB 
een belangrijke rol spelen tijdens bijschildklierchirurgie, totdat deze nieuwe 
sto�en daadwerkelijk klinisch gebruikt kunnen worden.

Hoofdstuk 8 beschrijft het enhanced permeability and retention (EPR) e�ect, 
en de mogelijkheden hiervan bij de detectie van ovarium carcinoom. Het EPR 
e�ect is gebaseerd op het principe dat macromoleculen, zoals eiwitgebonden 
ICG, zich ophopen in tumor weefsel. Dit komt omdat tumor weefsel zich vaak 
kenmerkt door een toegenomen vasculaire permeabiliteit en verminderde 
lymfdrainage. Meerdere maligne laesies werden succesvol geïdenti�ceerd in 
onze studie. Het probleem daarentegen was dat er ook 13 niet-maligne laesies 
�uorescent werden. Dit resulteerde in een fout-positieve ratio van 62%. Door 
dit gebrek aan speci�citeit is �uorescente tumor beeldvorming gebaseerd op 
het EPR e�ect niet toepasbaar in de kliniek. Sto�en die speci�ek tumorweefsel 
binden, bijvoorbeeld door een bepaalde tumor-receptor te binden, kunnen dit 
probleem oplossen.

Deel 2:  Klinische translatie van innovatieve tumor-speci�eke 
�uorescente contrastmiddelen

Hoofdstuk 9 beschrijft het gebruik van EC17, een folaat analoog gekoppeld 
aan �uoresceïne, voor de intra-operatieve detectie van folaat receptor alfa 
(FRα) positieve ovarium- en mammacarcinomen. EC17 werd 2 tot 3 uur 
voor operatie intraveneus toegediend, wat resulteerde in helder �uorescent 
ovariumcarcinoom weefsel tijdens operatie. Hierdoor konden 16% meer 
maligne laesies gereseceerd worden, en konden zelfs 70% meer laesies 
gedetecteerd worden op postoperatieve beeldanalyse. Bij mammacarcinoom 
is de over-expressie van de FRα lager dan bij ovariumcarcinoom. Daarom 
werd op preoperatief verkregen biopten eerst het expressie pro�el van de FRα 
bepaald, alvorens patiënten de�nitief te includeren. Deze aanpak, waarbij de 
speci�eke eigenschappen van de tumor van een individuele patiënt centraal 
staan, garandeert dat alleen patiënten geïncludeerd worden die potentieel 
baat hebben bij het gebruik van het tumor-speci�eke contrastmiddel. Net als 
bij ovariumcarcinoom werd bij mammacarcinoom een duidelijk �uorescent 
signaal in de tumor gezien. Er werd echter ook auto�uorescentie van gezond 
weefsel gezien op een gol�engte van 500nm, wat resulteerde in fout-
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positieve laesies. Daarnaast bemoeilijkte de auto�uorescentie het maken 
van onderscheid tussen maligne weefsel en gezond weefsel. Dit probleem 
zou opgelost kunnen worden door �uorescente beeldvorming in het nabij-
infrarode lichtspectrum te doen. 

In hoofdstuk 10 wordt daarom het gebruik van een nieuw ontwikkeld FRα 
speci�ek contrastmiddel beschreven. OTL38 bestaat uit een folaat analoog, 
maar nu gekoppeld aan een NIR �uorescente stof (�uorescent op 800nm). Eerst 
werden verdraagbaarheid en farmacokinetiek in huid en bloed onderzocht 
in een gerandomiseerde, placebo-gecontroleerde studie in gezonde 
vrijwilligers, waarbij oplopende doseringen getest werden. Op basis van dit 
onderzoek werden 3 doseringen geselecteerd en vervolgens toegediend aan 
12 patiënten met ovariumcarcinoom, die gepland stonden voor debulking 
chirurgie. Er werden duidelijke �uorescente FRα positieve ovariumcarcinomen 
en metastasen gezien. Dit resulteerde in de resectie van 29% meer maligne 
laesies, die niet met het blote oog gezien of gevoeld konden worden. Bij het 
gebruik van OTL38 werd nauwelijks achtergrond�uorescentie gezien. 

ALGEMENE CONCLUSIE

Het gebruik van ICG en MB bij intra-operatieve �uorescente beeldvorming werd 
onderzocht voor een aantal belangrijke indicaties binnen de oncologische 
chirurgie. Beeldvorming met behulp van ICG resulteerde in accurate detectie 
van lever tumoren, en identi�catie van schildwachtklieren bij maagkanker 
met hoge contrastratio’s en langdurig �uorescent signaal. Op basis van onze 
gegevens zou �uorescente beeldvorming moeten worden toegepast in de 
kliniek voor deze indicaties om de kwaliteit van zorg voor kankerpatiënten 
te verbeteren. Met het gebruik van MB konden bijschildklier adenomen, 
neuro-endocrine tumoren en borstkanker laesies succesvol geïdenti�ceerd 
worden. De introductie van meer tumor-speci�eke contrastmiddelen kan de 
nauwkeurigheid en beeldvorming waarschijnlijk verder verbeteren, maar tot 
die tijd kan MB gebruikt worden als ondersteuning bij bijvoorbeeld lastige 
casuïstiek. 

Het gebruik van EC17 en OTL38 zorgde voor nauwkeurige en zeer speci�eke 
intra-operatieve beeldvorming van ovariumcarcinoom. Daarbij werden hoge 
contrastratio’s gezien, en bleef het �uorescente signaal langdurig aanwezig. 
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Het gebruik van deze contrastmiddelen van laagmoleculair gewicht zorgde 
voor snelle ophoping in tumorweefsel, terwijl het snel werd uitgescheiden 
uit de rest van het lichaam. Daarnaast werd bij beeldvorming in het nabij-
infrarode spectrum nauwelijks achtergrond signaal of auto�uorescentie 
gezien. Wanneer binnen nieuwe studies zowel gezonde personen als 
patiënten betrokken worden, kan op snelle en e�ciënte manier onderzoek 
gedaan worden naar de optimale dosis, bereiding van het contrastmiddel 
en tijdsspanne van beeldvorming. Dit bespoedigt de introductie van nieuw 
ontwikkelde contrastmiddelen in klinische studies. 

TOEKOMSTPERSPECTIEVEN

De afgelopen jaren zijn er meerdere indicaties vastgesteld waarbij klinisch 
beschikbare �uorescente contrastmiddelen gebruikt kunnen worden. ICG 
en MB hebben de potentie om de kwaliteit van oncologische operaties te 
verbeteren, doordat meer maligne laesies gevonden kunnen worden, de 
operatietijd verkort kan worden en iatrogeen letsel voorkomen zou kunnen 
worden door betere identi�catie van vitale structuren. En hoewel het aantal 
indicaties beperkt is door de intrinsieke eigenschappen van deze reeds 
beschikbare contrastmiddelen, kan de techniek wel direct worden toegepast 
bij bijvoorbeeld leverchirurgie, schildwachtklierprocedures of lastige operaties 
aan de galwegen. Totdat nieuw ontwikkelde ligand-bindende, tumor-speci�eke 
sto�en ontwikkeld zijn en gebruikt mogen worden in patiënten, kan tumor 
identi�catie verbeterd worden bij bijvoorbeeld borstkanker-, bijschildklier- en 
paraganglioom chirurgie, zoals beschreven in dit proefschrift. 

De introductie van ligand-bindende, tumor-speci�eke contrastmiddelen 
heeft de deur geopend naar nog preciezere intra-operatieve tumor identi�catie. 
Zolang de juiste tumor- of weefsel speci�eke liganden maar gevonden worden, 
kan zo mogelijk elke structuur zichtbaar gemaakt worden die een chirurg wil 
zien tijdens een operatie.  Zoals beschreven in onze EC17 en OTL38 studies, 
waarbij een folaat analoog gekoppeld werd aan een �uorofoor, bleek het 
mogelijk zeer speci�eke tumor imaging te verzorgen, binnen 2 tot 3 uur na 
toediening. Bovendien bleef het �uorescente signaal en de contrastratio voor 
minstens 6 uur van zeer goede kwaliteit.

 

46151 Quirijn Tummers.indd   201 16-08-17   13:01



Appendices202

Contrast middelen
Wanneer men nauwkeurige tumor detectie wil verkrijgen, is het belangrijk 
om bindingscapaciteit, biodistributie en de farmacokinetiek van een 
contrastmiddel te optimaliseren. Daarom worden veel verschillende soorten 
sto�en onderzocht, zoals monoclonale antilichamen, antilichaam fragmenten 
zoals enkel-stengs antilichaam fragmenten en peptiden1-5. 

Al deze sto�en hebben hun eigen farmacokinetische pro�el en half-waarde 
tijd, en daarmee verschillende optimale momenten voor beeldvorming. 
Rosenthal et al.5 hebben het gebruik van cetuximab-IRDye800 bij hoofd-
hals tumoren beschreven, waarbij de operatie 3 dagen na toediening van 
de stof moest plaatsvinden vanwege de lange half-waarde tijd van deze op 
een monoklonaal antilichaam gebaseerde stof (half-waarde tijd 24 – 32 uur, 
moleculair gewicht 150 kDa)6. Daarbij moesten relatief hoge doseringen 
gebruikt worden om een adequate contrastratio te krijgen (tot wel 25% van de 
therapeutische dosis; 62,5 mg/m2).

Toediening van het folaat analoog OTL38 (half-waarde tijd 2 – 3 uur, 
moleculair gewicht 1.4 kDa) resulteerde in een sterk �uorescent signaal na 
slechts 2 tot 3 uur, wat aanhield voor minstens 6 uur (optimale dosis 0,0125 
mg/kg). En vanwege de snelle klaring van de stof werd een laag achtergrond 
signaal gezien. Het lijkt dat deze eigenschappen ideaal zijn voor nauwkeurige 
tumor imaging. Toekomstige studies zullen moeten uitwijzen welk soort stof 
optimaal is, en mogelijk verschilt dit ook per chirurgische indicatie.

Idealiter zou men één stof ontwikkelen die bijna alle tumoren bindt. 
Het blijft echter een enorme uitdaging om een stof te ontwikkelen die zeer 
speci�ek kankerweefsel bindt, en daarnaast uitgescheiden wordt uit de rest 
van het lichaam. Bovendien kunnen de expressie pro�elen van receptoren 
sterk wisselen. Bij ovarium carcinoom bijvoorbeeld, is meer dan 90% van alle 
tumoren FRα positief. Het voordeel hiervan is dat bijna alle patiënten baat 
hebben bij het gebruik van een FRα bindend contrastmiddel. Bij tumoren 
waarbij het expressie pro�el meer divers is, moet een andere benadering 
worden gekozen. Zo kunnen preoperatief verkregen biopten gebruikt 
worden voor het bepalen van het expressie pro�el, wat resulteert in een zeer 
precieze benadering per individuele patiënt. Dit werd bijvoorbeeld gedaan 
bij de borstkanker patiënten in onze EC17 studie. Daarnaast kunnen cocktails 
van verschillende contrastmiddelen gebruikt worden, of sto�en ontwikkeld 
worden die tegelijkertijd meerdere receptoren kunnen binden, doordat ze 
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multipele liganden hebben gekoppeld aan één �uorofoor. Dit zijn interessante 
ontwikkelingen, waarbij bedacht moet worden dat elke verandering aan een 
stof consequenties voor bindingscapaciteit en �uorescente eigenschappen 
heeft.

Een van de belangrijkste beperkingen van �uorescente beeldvorming 
heeft betrekking op de dieptepenetratie. In het zichtbare licht bedraagt deze 
enkele micrometers, en dit verbetert tot ongeveer een centimeter in het NIR 
lichtspectrum. Om deze beperking te overwinnen zijn er ontwikkelingen 
gaande waarbij �uorescente beeldvorming gecombineerd wordt met andere 
diagnostische modaliteiten, de zogenaamde multimodale beeldvorming 
(beeldvorming gecombineerd met bijvoorbeeld positron emission tomography 
(PET) of single-photon emission computed tomography (SPECT) sto�en)7. Door 
deze combinaties wordt het mogelijk om zowel preoperatieve chirurgische 
planning te verzorgen, als tijdens operaties naar dieper gelegen laesies te 
navigeren, terwijl daarbij real-time onderscheid gemaakt wordt tussen tumor 
en gezond weefsel. In de literatuur zijn inmiddels combinaties beschreven 
met foto-acoustische beeldvorming, magnetic resonance imaging, PET, SPECT 
en zelf tri-modale beeldvorming8. De meeste van deze sto�en bevinden zich 
momenteel echter nog in preklinische fase van ontwikkeling.

Camerasystemen
Succesvolle �uorescente beeldvorming is afhankelijk van de combinatie 
van zowel contrastmiddel als camerasysteem. Daarom is de ontwikkeling 
van camerasystemen essentieel voor de algemene acceptatie en introductie 
van �uorescentie-geleide chirurgie. De afgelopen jaren zijn door meerdere 
bedrijven en instituten camerasystemen ontwikkeld, allemaal met hun eigen 
voor- en nadelen9. Vooral in de endoscopische beeldvorming is nog veel 
te verbeteren, zoals aangegeven in hoofdstuk 4 en 5 van dit proefschrift. 
Bovendien kan het ontwikkelen van een meer gestandaardiseerde manier 
om camera’s te vergelijken bijdragen aan het maken van nieuwe, verbeterde 
camerasystemen10.

Klinische implementatie
Om de klinische implementatie van �uorescentie-geleide chirurgie te 
stroomlijnen is samenwerking essentieel. Daarom worden internationale 
verenigingen opgericht, zoals de International Society of Image Guided 
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Surgery, om wet- en regelgeving omtrent klinisch onderzoek en studieontwerp 
te bespreken en optimaliseren11;12. Zo moeten eindpunten in fase 1 studies 
bijvoorbeeld niet alleen focussen op veiligheid, maar ook op kwaliteit en 
eigenschappen van de beeldvorming. 

Er is daarnaast een veelbelovende rol weggelegd voor de ontwikkeling 
van farmacokinetische en farmacodynamische modellen13-15. Deze modellen 
kunnen ons meer inzicht geven in alle verschillende variabelen die een rol 
spelen bij optimale tumor beeldvorming. Door informatie over grootte, 
halfwaardetijd en klaring van een stof, receptor dichtheid, tumorgrootte, 
bindingsconstante en eiwitbinding te combineren in een model, eventueel 
aangevuld met beeldvorming-speci�eke eigenschappen als quantum yield en 
gol�engte, kunnen mogelijk voorspellingen gedaan worden over de veiligheid 
en mogelijkheid tot tumor beeldvorming van een nieuw ontwikkelde stof. Ook 
zou eventueel een optimale dosis voorspeld kunnen worden. Hierdoor kunnen 
mogelijk fase 1 studies gedaan worden, waarbij minder gezonde vrijwilligers 
en patiënten nodig zijn. Ook zouden er misschien voorspellingen gedaan 
kunnen worden over welk camerasysteem het meest geschikt is voor een 
speci�eke indicatie met een speci�ek contrastmiddel. Op deze manier worden 
fase 1 studies veel e�ciënter, en wordt de drempel om veelbelovende sto�en 
naar de kliniek te brengen lager. 

Nieuwe klinische indicaties
De behandeling van kanker vraagt om een multidisciplinaire aanpak waarbij 

chirurgie, systemische chemotherapie of immunotherapie en radiotherapie 
allemaal een belangrijke rol spelen16;17. Constant verbeterende neoadjuvante 
chemo- en radiotherapie hebben ertoe geleid dat er een toenemend aantal 
complete pathologische responses wordt gezien, in bijvoorbeeld rectum en 
slokdarm kanker18-20. Bij deze patiënten is geen vitaal tumor weefsel meer 
aanwezig, en zij hebben dus ook geen baat meer bij chirurgische resectie, 
terwijl deze procedures wel geassocieerd zijn met morbiditeit en mortaliteit. 
Wanneer een resectie bij de juiste patiënten achterwege kan blijven, heeft dit 
grote impact op de kwaliteit van leven van deze mensen. 

Dit heeft geleid tot een cultuurverandering binnen de behandeling van 
kanker, waarbij ernaar gestreefd wordt om chirurgie achterwege te laten 
bij patiënten met een complete klinische respons, en zo orgaan-sparende 
behandeling mogelijk te maken. Hiervoor is het echter wel essentieel om 
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patiënten adequaat te selecteren, die een complete klinische respons hebben, 
en om ze te vervolgen. Meerdere studies beschrijven deze “Watch and Wait” 
policy bij rectum kanker21, en recent werd een internationale database opgericht 
om de resultaten van dit beleid te monitoren22. Moleculaire beeldvorming kan 
een grote rol spelen bij het selecteren en monitoren van patiënten, omdat het 
nog preciezere en objectievere informatie kan geven over de aanwezigheid 
van vitaal tumorweefsel in bijvoorbeeld littekenweefsel na chemoradiatie.

CONCLUSIES

Met behulp van �uorescentie-geleide chirurgie kan tumorweefsel zichtbaar 
gemaakt worden, en kunnen meer maligne laesies gevonden worden, die 
anders onzichtbaar waren gebleven. Daarnaast ondersteunt de techniek de 
identi�catie van lymfeklieren en vitale structuren. Nu moeten aanvullende 
studies, bij voorkeur gerandomiseerde onderzoeken, uitwijzen of deze 
verbeterde tumordetectie ook daadwerkelijk leidt tot verbeterde overleving 
en verminderde morbiditeit. Fluorescentie-geleide chirurgie wint snel 
aan populariteit, en hopelijk leidt een gezamenlijke aanpak tot verdere 
klinische implementatie en het verwerven van een standaard plek binnen de 
behandeling van kanker op korte termijn. 
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