g2

[11] Poxora, T.; Brxc, D.; Mamyer, M.; Boros, S.: Neonatal high ¥ jet
Pediatrics 72 (1983) 27-32.

{12] StuTsky, A. S.: Mechanisms affecting gas transport during high frequency oscillation. Crit.
Care Med. 12 (1984) 713-717.

178  Z. Erkrank. Atm.org. 170 (1988) 2

(Eingegangen bei der Redaktion am 13. 4. 1987; angenommen am 5. 3. 1987)

Anschrift der Verfasser:

p- A. MR Dr. se. med. Horst ECKERT, itut fiir L
kulose, Karower Strage 11, Berlin-Buch, DDR - 1115

und Tuber-

Z. Erkrank. Atm.org. 170 (1988) 170-184 - VEB J. A. Barth, Leipzig

Himatoporphyrinderivat-induzierte Tumorfluoreszenz
Haematoporphyrin-Derivative-Induced Tumour Fluorescence
E. Kxoral)*, K. Koxie?), W. Graszue?), W. Dierer?), K.-H. DONNERHACKE®)
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Summary

Detection of HpD-sensitized tumour was successful by use of HBO 200 mercury lamp, Argon ion
laser, as well as for N,-pumped dye laser.

After 20 hours period of HpD application the localization of the Ehrlich
identified macroscopically and by spectroscopy.

To exclude red emissions of detection sources the use of dye lasers is recommend.

ascites tumour in mice was

Key words: Haematoporphyrin Derivative (HpD) ~ Tumour Fluorescence

Zusammenfassung

Der ische Nachweis HpD-sensibilisierter Tumoren gelang durch Bestrahlung mit-
tels HBO-200-Q héch kl durch A 1 i z sowie durch Verwendung
eines stick 1 Farb 1 Unter V eines soliden Ehrlich-Aszites-
Miusetumormodells konnte nach HpD-V ibilisi g eine sichere Tumorloka-
lisation kroskopisch und sg kopisch erreicht werden. Zur Vermeidung storender Erreger-
licht i wird die Ver tung des Farbstofflasers empfohlen.

Deskriptoren: Ha porphyrinderivat (HpD) = Tumorfl

Die Tatsache, daB Himatoporphyrinderivat (HpD) eine selektive Anreicherung im
tumordsen Gewebe aufweist, liBt sich durch Fluoreszenznachweis zur Tumorlokali-
sation nutzen. Fiir Bronchologie, Urologie, Gastroenterologie, Dermatologie u. a.
wurden entsprechende klinische Anwendungsméglichkeiten erarbeitet [2, 4]. Offene
Fragen ergeben sich jedoch im Hinblick auf das erfalite Tumorstadium und in der
sicheren Differenzierung gegeniiber anderen Prozessen regenerativer oder entziind-
licher Art.

Aus technischer Sicht leiten sich weitere Probleme ab. Sie betreffen die Empfindlich-
keit der Fluoreszenznachweisanordnung. AuBerdem konnen storende Rotemissionen
der Erregerlichtquellen fehlinterpretiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden zu dieser Fragestellung verschiedene experimen-
telle Anordnungen zum Fl hweis an einem speziellen Tumormodell ge-
testet.
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Material und Methodik

1. Tumormodellt)

Zur Verfigung standen selbst propagierte Ma die durch subkutane Injektion von
0.2 ml ein:r Ehrlich-Aszites-Karzinomzell-Suspension (6 Mill./ml) an weiblichen ICR-Mausen
induziert wurden. Zur Diagnostik wurden Tumoren hi Alters und
GroBe benutzt. Die Tiere wurden mit Stand und Leit ad libitum ernihrt,
Ihre Haltung erfolgte in Gemeinsct nach HpD-Injektion im abgedunkelten Raum.
Die Mause wurden nach Hexobarbital-Narkose auf sch Untergrund in Schrigposition so
fixiert, daB die FI krecht zum einfallenden Erregerlicht registriert wurde.

2. Fotosensibilisator
Zur Sensibilisierung wurde Himatoporphy at (HpD, Fa. Ferak, Berlin/West) in einer
Dosierung von 20 mg/kg Kérpermasse intravenss appliziert. Die Untersuchungen wurden ein-
heitlich 20 Stunden post injectionem ausgefiihrt.

3. Technische Voraussetzungen

3.1. Erregerlichtquellen

Verwendet wurden Lichtquellen mit einer Emission um 400 nm, die in das Hauptabsorptionsge-
biet des Hiimatoporphyrinderivates einstrahlen. Zur Verfigung standen

1. vine Quecksilberhsohstdrucklampe HBO 200 des VEB Nurva Berlin (i = 405 nm, Abb. 1.),
2. ein Argonionenlaser ILA 120 des VEB Carl Zeiss JENA (2 = 488; 514,5 nm). Die roten Plasma-
linien wurden spektral mittels Prisma ausgefiltert (Abb, 2).

3. ein Stickstofflaser-gepumpter Farbstofflaser (1 = 406 nm, Laboraufbau des VEB Carl Zeiss
JENA).

Abb. 3 stellt den leten Farb iivertenlaser mit Git und Aufweitungssy-
stem dar. Als aktives Medium wurde der Farbstoff BDAO, gelost in Benzen, benutzt. Pump-
quelle war ein leist Stick (600 kW, T = 9 ns, Wirkungsgrad 10 ;).
Die Erregerstrahlung wurde auf den chirurgisch freigel b Tumor gerich

3.2. Fluoreszenzdetektorsysteme

Die induzierte Fluoreszenz wurde iiber Lichtleiter sinem Gitter zur Well g
selektion zugefiihrt und iiber ein SEV-MeBsystem (S-20-Kathode) erfaBt. Entsprechend dem Strahl-

HBO B L WF L

Abb. 1 - Fluoreszenzanregung durch HBO 200 (Quecksilberhdchstdruckiampe des VEB Narva
Berlin). Schematische Darstellung der Filterung, 2 = 405 nm. (B — Blende, L — Linse, WF —
Wiirmeschutzfilter)

— = = *Endoskop

P B L F
Abb. 2 Einsatz des Argonlasers ILA 120 zum Tumorfluoreszenznachweis (P = Prisma, B =

Blende, L = Linse, F = Lichtleitfaser)

%) Herrn Dr. rer. nat. Gutsche, Zentralinstitut f. Mol biologie u. i Therapie d.
Akad. d. Wiss. d. DDR, Jena, wird fiir die freundliche Uberlassung des Tumormodells gedankt.
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D N Laser

ANREGUNG

o SEV M
FLUORESZENZ -
NACHWEIS
Abb. 3 V. h h isch) zur FI egung und Registricrung mittels
stickstotfl Fotostard
Z IR ML " r,
(FSL = Farbstofflaser, D = Diode, R = R nal, LL = Li W M = ol
0 = Oszill SEV = Sekundarel vervielfacher)
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NACHWEIS
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Abb. 4 Detek em unter Vi lung der Lock-in-Technik (Ch = Chopper, Abkiirzungen:

siehe Abb. 3)

verhalten wurde fiir cw-Strahlung (HBO 200, Argonlaser) die Ll?ck-in-Nuchx_vemech:lk. bsnu:::
(Abb. 4), wiihrend beim Stickstoff-Farbstofflasersystem ein getriggerter Ou{lloglll'u.pB e‘:ng::?m
wurde (Abb. 3). Zusitzlich erfolgte die Fluoreszenzbeurteilung durch direkte visuelle eio. :; Dklf
unter Filterverwendung (OG 2, OG 3) sowie mit dem flexiblen Bronchoskop. Dabei wurde ei

larfilter (OG 2, OG 3) erforderlich,

Hipiend llen Verfah chgewiesen
Die HpD-induzierte Tumorfluoreszenz wurde mit allen Verfahren ‘nu ! =
Bei dhzkter visueller Beobachtung mit Absorptionsfiltern (0G 2, OG 3) bzw.
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.Ahb.'fn ln-vn'o-Fluorw«nuzsp«-klrum eines Miuse-Ehrlich-Karzinoms nach HpD-Injektion (1)
im Vergleich zum unbehandelten Kontrolltier (2), Erregerlichtquelle: HBO 200 (3).

629

1
[skt]
3

r T ——
550 600 650 700 750 A [nm]
Abb. 6 In-vivo-Fluoreszenzspektrum eines HpD-sensibilisierten soliden Mause-Ehrlich- Aszites-

tamors (2), der Umgebungsfluoreszenz (3) sowie eines nichtsensibilisierten Kontrolltumors ().
Erregerlichtquelle: Farbstofflaser

entsprechenden Metallinterferenzfiltern stellt sich ein tiefroter, von der Umgebung
abgegrenzter Tumor dar. Die aufgezeichneten In-vivo-Fluoreszenzspektren sind in
Abb. 5 und 6 dargestellt. Bei Verwendung der HBO-200-Quecksilberhichstdruck-
la}mpe (Abb. 5) befindet sich die rote L'ntergrundslruhlung im Bereich beider HpD-
Fluoreszenzmaxima (630, 690 nm). Der Tumor selbst repriisentiert eine deutlich hihere
Fluoreszenzintensitit.
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Messungen mit dem gepulsten Farbstofflaser erlaubten Aussagen zur Fluoreszenzin-
tensitit, zum Kontrastverhiltnis von HpD im Tumor gegeniiber dem Umgebungs-
gewebe und zur Tumorautofluoreszenz. Abb. 6 belegt das Fehlen der stérenden Rot-
emission sowie ein grifleres Kontrastverhiltnis gegeniiber dem Umgebungsgewebe.
Die Bestrahlung mit Argonlaserlicht erfordert hohere Intensitit Messungen ergfzben,
daB eine intensitits- und zeitabhiingige Fluoreszenzlsung infolge folodynan?lschi;r
Wirkung auftritt. Bei Leistungsdichten griBer als 100 mW/em? ist die Moglichkeit
thermischer Nebeneffekte gegeben.

Diskussion

Der bronchologische Wert fluoreszenzoptischen Tumornachweises besteht in dgr
endoskopischen Erfassung und Lokalisation bislang nicht identifizierbarer, multi-
lokuliirer, invasiv wachsender oder friiher Tumoren [1, 3, 6, 7). Durch entsprelchevnde
Bestrahlungstechniken wird zugleich die selektive Tumortherapie auf der Basis eines
fotodynamischen Effektes moglich (photo radiation therapy). v
Voraussetzung sind potente Fotosensibilisatoren, die eine hohe Selektivitit der An-
lagerung in neoplastischem Gewebe aufweisen und nicht toxisch sind. o

HpD hat sich sowohl experimentell als auch bei klinischem Einsatz al_s hinreichend
effektiv erwiesen. Nachteilig ist neben einer lang anhaltenden allgememen‘Fowscx}-
sibilisierung des Patienten die nur geringe Absorption in Wellenlingenbereichen mit
hoher Gewebetransmission, d. h. im roten und infraroten Spektralbereich. 3
Die Effizienz des Fluoreszenznachweises wird weiterhin durch die ve»r\\‘eudet(-‘: Er-
regerlichtquelle beeinfluBt [3]. Die vorliegende Untersuchung bestitigt an einem
ausgewiihiten Tiermodell die HpD-induzierte Tumorfluoreszenz. Alle Nachweis-
techniken erlauben durch makroskopische oder spektrale Analyse die sichere Tumor-
lokalisation.

Quecksilberhichstdrucklampe, Argonionenlaser und Farbstofflaser wurden als Strah-
lungsquelle vergleichend getestet. Es zeigte sich, da die HBO 200 fiir dle.:\ufnqhme
von Fluoreszenzspektren auf Grund der roten Untergrundstrahlung wenig geeignet

ist. Weiterhin werden energiereichere Strahl quellen fiir die Einkopplung in Licht-
leitfasern zur endoskopischen Anwendung erforderlich. 5Ty .
Hieraus resultiert der not dige Lasereinsatz. Die E des Argonionenlasers

ILA 120 entspricht nicht dem Absorptionsmaximum des HpD. Dieser Laser kann
jedoch bei der Untersuchung von blutenden oder stark vaskularisierten Tn_mort_an m'lf
Grund héherer Strahltransmission gegeniiber einer 405-nm-Quelle von \ortel! sein
[3]. Der Gasionenlaser weist ebenfalls eine nicht zu vernachlissigende Rotemission
(Plasmaentladung) auf. Dispersive Filterung wird deshalb notwendig (.-\h"b. 2).

Von groBem Interesse ist der Einsatz von Strahlungsquellen ohne stérende Rot-
emission, z. B. eines Farbstofflasers. Er bietet zudem die Maglichkeit der Durch-
stimmbarkeit der Erregerwellenlinge und gestattet damit die Verwendung anderer,
geeigneterer Fotosensibilisatoren.
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Vergleichende Untersuchungen an Blutmonozyten
und Alveolarmakrophagen bei Patienten mit Sarkoidose’

Investigations Comparing Blood Monocytes and Alveolar Macrophages in Sarcoidosis
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Summary

To establish criteria of activity and disease specificity of sarcoidosis several functional markers
pl i The results are discussed.

of alveolar and blood monocytes were

Key words: Alveolar Macrophages — Sarcoidosis — Activity

Zusammenfassung

Zur Feststellung von Aktivitiits- und krankheitsspezifischen Kriterien bei Sarkoidose wurden
funktionelle Marker der Alveol. krophagen und der Bl yten ht. Die Ergeb-
nisse werden diskutiert.

Deskriptoren : Alveolarmakrophagen — Sarkoidose — Aktivitiit

Bei lokalen chronisch entziindlichen Prozessen (u.a. thorakale Sarkoidose) fiithren
Untersuchungen an immunkompetenten Zellen aus dem peripheren Blut hiufig
zu nicht reprisentativen Ergebnissen. Auf der Suche nach Aktivitits- und krank-
heitsspezifischen Kriterien der Sarkoidose verglichen wir funktionelle Marker der
Alveolarmakrophagen (durch BAL gewonnen) und Blutmonozyten (nach Dichte-
gradientenzentrifugation durch Glasadhirenz der mononukleiren Zellen (MNC)
angereichert; Reinheit 75-959,). Einunddreiflig Patienten mit Sarkoidose (davon
20 aktiv) wurden Kontrollen (Gesunde, Patienten mit pulmonaler Entziindung und
Bronchialkarzinom) gegeniibergestellt.

Methoden
1. Leukozytenziihlung, unspezifische Esterasefirbung, Vitalfirbung mit Acridinorange/Ethidium-
bromid zur i der M yten- /M. ¥ hl und 3-Tage-Uberleb, e.
2. Oberilichenmarkerbestimmung (BL-Ta/1) zur Erfassung der MHC-Antigene, Klasse T1,
3. Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)-Besti; in 20-Stunden-Kulturitberstind
mozy iferationstest zur i von Interleukin (IL1/IL2) in 20-Stunden-

Kulturitberstinden,
5. Nitrotetrazoliumblau-Reduktion (NBT-Test) zur Erfassung des oxidativen Metabolismus,
6. Phagozytose von fluoreszierenden Latexpartikeln.

** Als Vortrag gehalten am 17. 10. 1986 auf dem Symposium itber ,,Neue Diagnostik- und
Therapieverfahren in der Bronchologie*s, Bad Berka




