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In wenigstens 609, der Fille ist das Harnblasenkarzinom ein multifokal wachsender Tumor.
Héufig finden sich neben endoskopisch sichtbaren Tumoren mikroskopisch kleine Tumoren,
u. a. das prognostisch ungiinstige Carcinoma in situ. Hier sind die Ursachen der therapeuti-
schen Probleme zu suchen. Die gezielte Behandlung der makroskopisch erkennbaren Tumor-
anteile ist bekannt. In den nicht erfa3ten Tumoranteilen ist eine wesentliche Ursache fiir die
hohe Rezidivquote zu sehen.

Obwohl die intracavitare Zytostatikabehandlung kleine, an der Oberfliche der Harnblasen-
wand befindliche Tumoranteile zerstéren kann, konnten die Heilungsergebnisse nur partiell
verbessert werden. Zudem besteht die Gefahr einer zytostatikabedingten eigenstindigen Tumor-
indikation in der miterfaB3ten gesunden Mukosa. Angesichts dieser Tatsache ergeben sich mit
der Photochemotherapie neue Moglichkeiten zur effektiveren Therapie von nicht erkennbaren
Tumoranteilen.

Mit der Entwicklung der Laser- und Lichtleittechnik gewinnt der Einsatz von photodynamisch
wirksamen und sich bevorzugt in Tumorgewebe anlagernden Farbstoffen zunehmend an
Bedeutung. Ublicherweise wird als Photosensibilisator das Porphyringemisch Hamato-
porphyrinderivat (HpD) verwendet, die Aktivierung erfolgt mit Strahlung der Wellenlinge
um 630 nm. Inzwischen sind einige 1000 Pat. mit diesem Sensibilisator behandelt worden (1).
HpD weist jedoch einige Nachteile auf. So verfiigt die Substanz {iber ein nur geringes Ab-
sorptionsvermégen im therapeutisch interessierenden Spektralbereich hoher Gewebetrans-
mission und fiihrt nach intravendser Applikation infolge einer Akkumulation in den duBeren
Hautschichten zu einer mehrwdchigen Photosensibilitit des Patienten. Die Suche nach HpD-
Alternativen ist deshalb von gréBtem Interesse.

Die Sektion Physik der Friedrich-Schiller-Universitit Jena, die Urologische Klinik und das
Tierexperimentelle Zentrum testen seit einigen Jahren in Zell- und Tierversuchen die photo-
dynamische Wirkung spezieller Farbstoffe.

Bei der Auswahl der Substanzen werden dabei folgende Kriterien beriicksichtigt:

1. Hydrophiles/lipophiles Verhalten

2. GroBe des molaren Absorptionskoeffizienten im roten und NIR-Spektralbereich (Abb. 1)

3. ISC-Rate

4. Photoinduzierte Generation von Singulett-Sauerstoff oder Radikalen, die durch Wechsel-
wirkung mit molekularem Sauerstoff entstehen

5. Bestandteil von Medikamenten (Verkiirzung des Zulassungsverfahrens)

Zuniichst erfolgt die Testung der Wirksamkeit der Farbstoffe anhand phototoxischer Unter-
suchungen. Zeigt sich eine photodynamische Wirkung, wird der Photosensibilisator tumor-
tragenden Versuchstieren injiziert und das Verhalten auf das Tumorwachstum mit und ohne
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zusitzliche Laserbestrahlung untersucht. Das Anlagerungsverhalten des i.p. oder i.v. appli-
zierten Photosensibilisators (PS) wird mittels optischer Verfahren (Fluoreszenz, Photoakustik,
Transmission) beobachtet.
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Abb. 1. Extinktionsspektrum von biologischem Gewebe

Insbesondere die kirpereigenen Farbstoffe Melanin, Bilirubin und Himoglobin fithren im kurzwelligen Teil des
sichtbaren Spektralbereiches zu einer hohen Gewebeabsorption. Als Bereich des ,,optischen Fensters** von
biologischem Gewebe wird deshalb der rote und NIR-Bereich angesehen

1. Testung der photodynamischen Wirksamkeit

Die Testung der photodynamischen Wirkung der ausgewihlten Farbstoffe erfolgt durch Be-
stimmung der Phototoxizitét

1. durch Vitalititsuntersuchung humaner Lymphozyten nach Farbstoff-Inkubation und Be-
strahlung. Photodynamisch induzierte Schadigungen der Zellen werden durch Auszéhlung
der lytisch gewordenen Zellen und durch Nicrosin-Farbung (Nachweis der Membran-
schidigung) bestimmt. Dosis-Wirkungs-Kurven werden auch in Abhangigkeit von der ein-
gestrahlten Wellenlinge aufgenommen. Bisher wurden verschiedene HpD-Préparate derart
untersucht.

2. durch Toxizititstests an ICR-Mausen (LDs,-Bestimmung). Die Letalitatsrate wird in Ab-
hiingigkeit von der applizierten Farbstoffmenge, der Bestrahlungsdosis und eingestrahlter
Wellenliinge bestimmt (siche auch Abb. 5.).

2. Testung der antitumordsen Wirksamkeit

Zeigt sich bei den untersuchten Farbstoffen eine photodynamische Wirkung, werden diese
Photosensibilisatoren (PS) hinsichtlich ihrer antitumordsen Wirksamkeit untersucht. Die
Testung bzw. die Photochemotherapie (PCT, auch Photodynamische Therapie, PDT, genannt)
erfolgt an tierexperimentellen Tumoren (u. a. solides Ehrlich-Carcinom der Maus).

2.1. Versuchstiere (Tumor) Gruppeneinteilung

Zum Einsatz kommen weibliche Shoe-1CR-Miuse (VTP Schonwalde) im Alter von 4-6 Mona-
ten (konventionelle Haltungsbedingungen, natiirlicher Lichtrhythmus, VIDI-Miuse und
Rattenfutter (VTP Schénwalde), RT 18-23 C) mit ein- oder zweiseitig subcutan induziertem
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soliden Tumor. Das verwendete Ehrlich-Carcinom zeigt ein dreiphasiges Wachstum (Abb. 2).
Nach einer ersten langsamen Phase schliel3t sich eine schnelle zweite Phase an, der eine dritte
mit Sattigungscharakter folgt. Bereits in der zweiten Phase ist ein zunehmender Anteil auto-
nekrotischer Areale zu beobachten.

Zur Erzeugung der soliden Form werden 0,2 ml einer Ehrlich-Ascites-Zellsuspension (2 Millio-
nen Zellen/ml) den Versuchstieren subcutan in den vorher von Haaren befreiten lateralen
Abdominalbereich appliziert. Die Tiere werden in verschiedene Kontroll- und PCT-Gruppen
eingeteilt (i. allg. n = 10).
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2.2. PS-Applikation

Die mit NaCl und PBS (pH = 7,4) versetzten Pharmaca werden den Versuchstieren, ent-
sprechend dem Versuchsplan, i.v. (Schwanzvene), i.p. oder s.c. (Umspritzen des Tumorbettes)
nach dem makroskopischen Sichtbarwerden des Tumors (etwa 5. Tag p.i.) appliziert.

Die Anlagerung der PS im Tumorgewebe wird durch in-vitro Fluoreszenzmessungen (Anre-
gungsstrahlung bei Porphyrinen: 351 nm und 364 nm, Methylenblau: um 600 nm) oder durch
Absorptionsmessungen mittels photoakustischem Spektrometer (3) zeitlich verfolgt. So kann
nach i.p. Injektion einer 5 mg/kg KM HpD-L6sung der PS nach 1 h im Tumor nachgewiesen
werden und erreicht nach etwa 20 h den giinstigsten Konzentrationsgradienten zur Tumor-
umgebung.

2.3. Bestrahlungsanordnung und Bestrahlungsregime

Als Bestrahlungsquellen stehen Gasionenlaser (Emissionswellenldangen des Kryptonionen-
Lasers: 647 und 676 nm, Laserwellenlinge des Helium-Neon-Lasers: 633 nm) und cw-Farb-
stofflaser (aktives Medium: Rh 6G, Rh B, Rh+ Kresylviolett, DCM) zur Verfiigung. Ab-
bildung 3 zeigt eine Versuchsanordnung. Die Bestrahlungsdosen (E 200 J/cm) werden so gering
gehalten, dafl thermisch induzierte Nekrosen ausgeschlossen werden kénnen.

Die HpD-Gruppe wird 20 h nach HpD-Applikation, die anderen untersuchten PS-Gruppen
i. allg. 4 h nach Applikation der Substanzen bestrahlt. Die Bestrahlungsdauer variiert zwischen
10 und 60 min.

2.4. Auswertung

Die Auswertung erfolgte tiber die Bestimmung der Tumorfeuchtgewichte (Entnahme und
Wagung durch dritte Person). Statistik: Nach dem F-Test wurde der t-Test oder der u-Test
(MANN-WHITNEY-Statistik) verwendet.
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1 Argonionen Laser

2 Farbstofflaser TAnl

3 Adapter i Abb. 3. Schema der PCT- .nagc, .

L Lichtleiter Typische Bestrahlungsbedingungen sind: P =

5 8 . /héﬁ; G 200 mW, t = 30 min, Bestrahlungsfliche 2 cm?.
Versuchstier Die Temperaturmessung erfolgt durch Thermo-

6 Thermoelement elemente und Handpyrometer.

Zur qualitativen Bewertung werden in Erginzung histologische Untersuchungen (LM, in
einigen Fillen auch EM) durchgefiihrt.

3. Ergebnisse
3.1. Untersuchungen mit dem Photosensibilisator Methylenblau

Der Thiazinfarbstoff Tetramethylthionin (Methylenblau) ist als Sensibilisator mit hoher
Singulett-Sauerstoff-Generation und auch als Radikalbildner seit langem bekannt (z. B. 3).
Versuche zur antitumordsen Wirksamkeit wurden von BERG und JUNGSTAND (4) bereits 1966
durchgefiihrt. Die Autoren verwendeten dabei Gashochdrucklampen. Von Fukur (5) 1983
wird eine Korrelation zwischen der Methylenblau-Farbung des Gewebes und dem Grading bei
bestimmten Tumoren gefunden. Damit wird ein Einsatz des Farbstoffes Methylenblau als PS
fiir die selektive PCT z. B. bei Blasentumoren mdéglich. Hier kann die lokale Applikation
(Instillation der Methylenblaulésung in die Harnblase) eine Akkumulation in duBeren Haut-
schichten und damit eine Photosensibilisierung des Patienten (i. G. zu HpD nach i. v. Injek-
tion) verhindern.

Die Abbildung 4 zeigt das Absorptionsspektrum einer Methylenblauldsung (LM : NaCl, PBS).
Der wesentlich héhere molare Extinktionskoeffizient von Methylenblau im roten Spektral-
bereich im Vergleich zu HpD ist fiir die Effektivitit der PCT wesentlich. Bei unseren Experi-
menten verwenden wir im allgemeinen simultan die beiden Emissionslinien des Kryptonionen-
Lasers bei 647 und 676 nm. In der Abbildung 5 sind die Toxizititsraten bestrahlter Tiere in
Abhingigkeit von der applizierten PS-Konzentration, sowie die Ergebnisse der PCT darge-
stellt. Eine deutliche Reduktion der Tumorfeuchtgewichte, einschl. vollstindiger Vernichtung
in einigen Féllen, kann erzielt werden (6).

Inzwischen werden die technischen Voraussetzungen zur PCT-Behandlung von Patienten mit
Harnblasentumoren geschaffen (Abb. 8).
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Abb. 4. Absorptionsspektrum von Methylenblau in PBS, pH = 7,4/c = 3x 1075 M
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Abb. 5. Testung der photodynamischen Wirksam-
keit anhand der Letalititsrate nach Methylenblau-
13 Applikation und Bestrahlung (200 J/cm?2, 647 und
@ 676 nm), links und PCT-Resultate nach 25 mg/kg
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3.2. Untersuchungen mitreduzierten Porphyrinen

Zum Einsatz kommt der Chlorophyllabkdmmling Phaeophorbid a, der in wiBriger Losung
einen hohen Aggregationsgrad verbunden mit einer deutlichen Abnahme der Fluoreszenz-
quantenausbeute, eine hohe ISC-Rate und hohem molaren Extinktionskoeffizienten im roten
Bereich aufweist. In den Versuchen mit Phiophorbid a konnte jedoch keine Hemmung des
Tumorwachstums gefunden werden. Eine Substanzschiidigung infolge einer notwendigen Vor-
behandlung mit C,HsOH (geringe Wasserléslichkeit) ist nicht auszuschlieBen.
Demgegeniiber kénnen die typischen photodynamischen Wirkungen, einschl. einer Reduzie-
rung des Tumorwachstums, nach Gabe von Chlorophyllin und Lichtapplikation beobachtet
werden. Abbildung 6 zeigt erhaltene Ergebnisse im Vergleich zu den HpD- und Methylenblau-
Experimenten. Die Untersuchungsergebnisse bzgl. HpD sind (9) zu entnehmen.

Tumor - Feuchtgewichte

Abb. 6. Hemmung des Tumorwachs-
tums des soliden Ehrlichcarcinoms nach
PCT bei Gabe von Phidophorbid a und
Chlorophyllin im Vergleich zu Hpd und
Methylenblau. Die Kontrolltiere erhal-
ten die gleiche Menge NaCl ver-
abreicht
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3.3. PCT hypoxischer Tumorareale

Wie Untersuchungen zeigen, setzt eine Hypoxie des Gewebes die Effektivitit der PCT wesent-
lich herab. Solide Tumoren weisen aber héufig einen hohen Anteil hypoxischer Areale auf
(nach (7) bis 509%). Ein verringertes Sauerstoffangebot begrenzt auch die Méglichkeiten der
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Radiologie. Es zeigt sich jedoch, daB bestimmte elektrophile Verbindungen mit groBlem
Diffusionsradius in biologischem Gewebe, die Nitroimidazole, die Strahlenresistenz hypoxi-
scher Zentren herabsetzen. Aus Untersuchungen von (8) ist zudem bekannt, dal aktivierte
Porohyrine mit diesen ,,Radiosensitizern® photodynamisch wirksame Komplexe bilden
(Photooxydation Typ I). Wie unsere in-vivo Untersuchungen zeigen (Abb. 7), kann die zusétz-
liche Applikation von Nitroimidazolen zur HpD-PCT bei soliden Tumoren mit hohem hypoxi-
schen Anteil die antitumordse Wirksamkeit erhShen.

2000+ a
/

1000 o
Abb. 7. HpD-PCT bei gleichzeitiger Gabe von Nitroimida-
zolen. Die Behandlung erfolgt in der Wachstumsphase 2 (siche

m Abb. 2). Die alleinige Gabe von Nitroimidazolen mit und

Tumormasse / mg

ohne Bestrahlung zeigt keinen Einflu auf das Tumor-
wachstum

KT HpD  HpD HpD
+B +N+B

Abb. 8. Laserpilotanlage an der Sektion Physik (B) und der
l' Urologischen Klinik (A)
Als Lichtquelle dient ein TLA-190 (1) gepumpter DCM-FSL
(3), der mit einer maximalen Ausgangsleistung von 1 W Strah-
lung im Spektralbereich von 600-700 nm zur Verfligung steht.
5 Mittels Fasereinkopplungsgerit (4) wird die Laserstrahlung
6 b o in einen 200 m langen step-index-Lichtleiter (5) eingekoppelt
und von der Sektion Physik in den Op-Saal der Urologischen
Klinik tibertragen. Der Lichtleiter wird dort in den Arbeits-
kanal eines Zystoskops eingefiihrt. Durch den FuBschalter (7)
8 9 und der intracavity-Schalteinheit (2) ist der Laser fernbedien-
bar, die Wechselsprechanlage (8, 9) ermoglicht eine Kom-
munikation. Die Anlage ist im Einsatz zur Methylenblau-PCT
und zur lasergestiitzten Rekanalisation von Harnleiter-
verschliissen

A B

Zusammenfassung

An der Friedrich-Schiller-Universitiit Jena werden seit mehreren Jahren verschiedene sensibili-
sierende Farbstoffe mit hohem molaren Extinktionskoeffizienten im roten Spektralbereich hin-
sichtlich ihrer photodynamischen Wirksamkeit getestet. Zeigt sich ein phototoxisches Ver-
halten wird der EinfluB dieser Photosensibilisatoren auf die Hemmung des Wachstums schnell-
wachsender solider Ehrlichcarcinome untersucht. Insbesondere die aktivierten Photosensibili-
satoren Methylenblau, HpD-Halle und Chlorophyllin bewirken eine deutliche Reduzierung der
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Tumorfeuchtgewichte im Vergleich zu Kontrolltumoren. Bei Vorliegen hypotoxischer Areale
bietet sich die zusitzliche Applikation von Nitroimidazolen an. Eine Laserpilotanlage wird
vorgestellt, die die Durchfithrung der PCT an Patienten mit Harnblasentumor erméglicht.

Pezrome

B ynusepcutere um. ®puapuxa llunnepa B Mene yxe HeCKoMbKO €T onpoGHPYIOTCS pas-
JIMYHBIE CEHCHOMIM3UPYIOUINE KPACUTENH C BBICOKHM MOJSIPHBIM KOI(D(PUIHEHTOM IKCTHHK-
LMK B KPACHOM CIEKTPasIbHON 061acTH Ha UX (HOTOAMHAMMYECKYFO JICHCTBEHHOCTD. B ciyvae
HabJIIOAeHNsT POTOTOKCHYECKOTO NEHCTBHS UCCIISAYETCs BIMsAHME STUX (POTOCEHCHBU3aTOPOB
Ha MHrMOMpPOBaHKE pocTa OLICTPOPACTYILEH CONMAHOI KapuuHoMbl Dpiinxa. OcobeHHO aKTH-
BUPOBaHHbBIE (POTOCEHCHOMIIM3ATOPBI METHIICHUEBOI CHHKOI, HpD u3 roposa [anne u xaopo-
(GuiaMH BBI3LIBAIOT 3HAYATENBHOE YMEHDLIUAHKWE BECA CBEXKHMX OIMYXOJEH IO CPAaBHEHHIO C
KOHTPOJIbHbIMK. [Tpu HAaJUMUMM TI'HIIOKCUYECKMX apealioB PEKOMEH/YeTCs OMOJHUTEIbHAS
arIMKauus HUTpoumuaasonena. Ipeacrapiiena onbITHAS Ta3epHas yCTaAHOBKA, TI03BOJISIIOLLIAS
nposejieHue (oToxemMoTepanuu y O60JbHBIX C OMYXOJIbIO MOYEBOTO MY3bIPSI.

Summary

Different colouring matters with high molar extinction coefficient were tested at the Friedrich
Schiller University with regard to their photodynamic efficiacy. Test system was the rapid-
growing solid Ehrlich carcinoma. Methylen-blue, hematoporphyrin derivative Halle and
chlorophyllin produce a markedly reduction of the tumor weight. In the presence of hypoxic
areas an additional application of nitroimidazols is possible. A pilot laser unit for photo-
chemotherapy of urinary bladder tumors is presented.
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