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Summary

Laser-induced fluorescence diagnostic of tumors: Solide Ehrlich carcinoma

The laser induced fluorescence of Hematoporphyrin derivative (HpD) sensitized experimental Ehrlich carcinoma on
mice is investigated. The fluorescence is excited with the 364 nm argon-laser line. The tumor fluorescence spectra are
recorded in the red spectral region. The HpD induced fluorescence of the tumors is superimposed on the
autofluorescence of tissue. The tumor fluorescence shows a maximum 4 h after i.p. application of HpD. The
fluorescence intensity is reduced by strong excitation causing bleaching of the HpD absorption. The fluorescence
spectrum is also changing and the generation of a fluorescent photoproduct is observed.

Zusammenfassung

Die laserinduzierte Fluoreszenz des HpD-sensibilisierten Ehrlichkarzinoms der Maus wurde untersucht. Die
Fluoreszenz wurde mit der UV-Linie 364 nm des Argonionenlasers angeregt. Tumorfluoreszenzspektren wurden im
roten Spektralbereich registriert. Die HpD-induzierte Fluoreszenz der Tumoren wird durch die Autofluoreszenz des
Gewebes iiberlagert. Die Tumorfluoreszenz zeigte 4 h nach i. p. Applikation des HpD ein Maximum. Eine Reduktion
der Fluoreszenzintensitit erfolgt durch Anregungsstrahlung hoher Leistungsdichte, basierend auf dem Ausbleichen
der HpD-Absorption. Bei starker Anregung wird auch das Fluoreszenzspektrum modifiziert, und die Generation eines
fluoreszierenden Photoproduktes 148t sich nachweisen.

Einleitung

Die bevorzugte Akkumulation des fluoreszierenden Porphyringemisches Hamatoporphyrinderivat
(HpD) in Tumorgewebe gegeniiber dem umgebenen Normalgewebe erdffnet die Moglichkeit der
Tumordiagnostik durch Detektion der Fluoreszenzstrahlung. Die Messung der Fluoreszenz gestattet
Aussagen zur Existenz, der Lokalisation und der Ausdehnung des Tumorareals (3). Bevorzugte
Anregungsquellen sind Laser, deren Strahlung mit hoher Effektivitit in flexible Lichtleiter eingekoppelt
wird und so auch eine Diagnose im HNO-, Magen/Darm-, Bronchial- und Urogenitalbereich ermogli-
chen (4).

Das Fluoreszenzanregungsspektrum (Abb. 1) von HpD' zeigt im violetten Bereich sein grofites
Bandenmaximum. Deshalb erweist sich die Verwendung eines Kryptonionen-Lasers (407, 413 und
415 nm) (14) oder eines UV-gepumpten Farbstofflasers (1, 5, 6) als giinstig. Fluoreszenz kann aber auch
bei Einstrahlung in die schwach absorbierenden Banden im Bereich 500 bis ca. 630 nm (Q-Banden) des
Porphyringemisches (Abb. 1 und 2) beobachtet werden (7, 15). Schwierigkeiten bei der Detektion der
‘HpD-Fluoreszenz treten u. a. durch Verfélschung der Fluoreszenzintensitit infolge storender Laserunter-
grundstrahlung auf.
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Abb. 1. Fluoreszenz- und Fluoreszenzanregungsspektrum (heye = 400 nm, A = 613 nm) von HpD in PBS (— — —),
PBS + HSA, 10% (— — —, Kurve um Faktor 10 gestaucht) und in vitro, Gewebe (—:—-— )

Die im roten Spektralbereich zwischen 600 nm und 700 nm emittierte Fluoreszenz ist am intensivsten, wenn in die
kurzwelligste Bande des Anregungsspektrums eingestrahlt wird (Monomerbande um 400 nm).
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Abb. 2. Absorptionsspektrum von HpD in PBS. Neben der fiir dic Fluoreszenz wesentlichen Monomerabsorption
(vgl. Abb. 1.) tritt eine starke Absorption durch die HpD-Aggregate auf, so daf sich das Absorptionsmaximum um ca.
30 nm in den UV-Bereich verschiebt.-Fiir die Photochemotherapie ist die Absorption im roten Spektralbereich (Bande

in vivo bei ca. 630 nm) von Interesse. .
[

Die Fluoreszenz von HpD wird hauptsichlich durch die Monomerbestandteile hervorgerufen, vergleiche
Abb. 1 und 2. Die kaum fluoreszierenden Aggregatbestandteile sind jedoch fiir den Prozef der
tumorselektiven Anlagerung wesentlich (4). Das Absorptionsmaximum der Aggregate liegt bei etwa
365 nm (Abb. 2).

In dieser Arbeit werden Untersuchungen zur In-vivo-Fluoreszenz von HpD-inkubiertem Tumorgewebe
bei Anregung mit Laserstrahlung der Wellenlinge 364 nm vorgestellt. Dabei wird die Untergrundstrah-
lung des Gasentladungsrohres des Lasers selektiert, da sie sich sonst der Gewebefluoreszenz tiberlagert
und diese verfilscht (2, 7). Untersuchungsobjekt ist das solide Ehrlichkarzinom der Maus.
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Abb. 3. Experimenteller Aufbau zum Nachweis der Tumorfluoreszenz. Die Argonlaserstrahlung der Wellenlinge
364nm wird iiber Prismen von der spontanen Untergrundstrahlung des Lasers abgetrennt, moduliert und in eine
Lichtleitfaser eingekoppelt. Die Fluoreszenzstrahlung des Tumors wird iiber ein Lichtleitbiindel aufgefangen und
einer geeigneten Registriereinrichtung zugeleitet.
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Abb. 4. In-vivo-Fluoreszenzspektrum von HpD-inkubiertem Gewebe.
1) Subcutaner Tumor mit dariiberliegender Hautschicht

2) Obere Hautschicht entfernt

3) Epidermis-Autofluoreszenz (Elgenﬂuoreszem)

1 Material und Methoden

Tiere, Tumor, Narkose: Weiblichen ICR-Mausen wird subkutan durch Injektion einer Ehrlich-Aszites-Zellsuspension
ig (6 Mio Zellen/ml) ein solides Karzinom induziert. Nach Narkose (Rampoon, Ursotamin, Heparin) wird der Tumor
und das benachbarte Normalgewebe durch Resektion der oberen Hautpartie freigelegt. .

Laseranordnung : Ein Argonionenlaser (ILA 120, CZ Jena) mit der UV-Emission bei 351 und 364 nm
dient als Lichtquelle. Mittels eines speziellen Fasereinkopplungsgerites (2, 7) wird die storende
Untergrundstrahlung des Lasers rdumlich von der 364-nm-Anregungsstrahlung getrennt und letztere
! nach Intensititsmodulation in eine Quarzfaser geringer Apertur eingekoppelt. Das andere Faserende wird
. auf die zu untersuchende Gewebepartie gerichtet, der Abstand kann variiert werden.

i Die Fluoreszenz wird mit einem Lichtleiterbiindel aufgefangen und iiber einen Monochromator,
\‘ Sekundirelektronenvervielfacher, lock-in und Schreiber detektiert, s. Abb. 3. Die Nachweisgrenze liegt
bei dieser Apparatur bei etwa 10 ng/ml HpD in PBS, pH = 7,4.
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Abb. 5. Autofluoreszenzspektrum
(keine HpD-Applikation) des soliden
Ehrlich-Karzinoms.  Die  schwache
Autofluoreszenz des Tumors (spezifi-
sche Autofluoreszenz) wird von einer
unspezifischen Autofluoreszenz (gestri-
chelte Kurve) iiberlagert.
Eigenfluoreszenz des Ehrlich-
Karzinoms (Maus)

— — — Eigenfluoreszenz des normalen
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Abb. 7. In-vivo-Fluoreszenzspektrum eines HpD-inkubierten Tumors in Abhéngigkeit von der Bestrahiungsdosis
(10 mW/mm?, A = 364 nm, 1: ohne Bestrahlung, 2: 10 min, 3: 20 min, 4: 30 min, Normierung der Fluoreszenzinten-
sitit beziiglich 635-nm-Peak). Es ist deutlich die Generation cines neuen Fluoreszenzpeaks bei ca. 660 nm zu

erkennen.
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Pharmakon : HpD mit hohem Aggregatgehalt stand als Losung (Hersteller: Dr. Lotz, HNO-Universitts-
klinik Halle) mit einer Ausgangskonzentration von 2,5 mg/ml zur Verfiigung. Es wurde mit PBS,
pH = 7,4, verdiinnt. Fir Voruntersuchungen wurde 20%iges humanes Serum (HSA, Dessau) ver-
wendet. 3

Ergebnisse und Diskussion

Spektrale Lage der Fluoreszenzbanden in vitro und in vivo

Das Absorptionsspektrum von HpD in PBS zeigt Abb. 2, das Fluoreszenz- und das Fluoreszenzanre-
- gungsspektrum Abb. 1. Zwei charakteristische Banden bei 613 und 673 nm konnen im Emissionsspek-
trum beobachtet werden. Bei Zugabe von HSA tritt infolge einer Porphyrinmonomer-Protein-Ionenbin-
dung eine Rotverschiebung der Absorptionsbanden auf, die mit einer bathochromen Verschiebung und
einer Intensititszunahme (Dissoziation der Aggregate) der Emissionsbanden korreliert.

In vivo zeigt das HpD-Fluoreszenzspektrum cbenfalls eine Rotverschiebung (Abb. 4, Kurve 2, sowie
Abb. 7). Aussagen zur Verschiebung der Absorptionsbanden sind in vivo infolge der hohen Gewebe-
extinktion nur schwer zu erhalten. Hier bieten sich fiir die Messung oberflichennaher Gewebepartien die
nichtinvasiven Methoden der Photoakustik (8) und der Remissionsspektroskopie (11) zur Untersuchung
des Absorptionsverhaltens an.

Tabelle Normierte Fluoreszenzintensititen 24 h nach HpD-Applikation (exitus), ¢o = 10 mg/kg KM

0 = nicht nachweisbar; — = keine Messung; * = vom Injektionsort abhéngig; oberflachlich: durch
Aufpinseln
Gewebe Fluoreszenzintensititen (rel. Einheiten)

18P i v. S oberflachlich
Tumor 0,9 P20 0,9 OM=02
Peritoneum (5 mm) 0,5 0,5 0,4 0,1—0,2
(10 mm von Tumor) 0,1—0,,2 0,2 02 0,1-0,2
Cutis 0,1 0,1-0,2 0,2 0,1-0,2
Darm 0,1=02 = 0,2 <0,05
Ohr 0:1-0;2 0,3 0,1 <0,05
Muskel 0,05 0,05 <0,05 0
Niere 0,1 0,05—-0,1 <0,05 0
Leber = 0,2 <0,05 0
Autofluoreszenz

Ohne HpD-Applikation zeigt Gewebe cine Autofluoreszenz (Eigenfluoreszenz), die fiir Muskelgewebe
im blau-griinen Spektralbereich (HSA-Fluoreszenz bei 480 nm) ein Maximum hat und stetig zum roten
Spektralbereich abfillt. Dieser unspezifischen Autofluoreszenz des Gewebes ist im Falle des Tumors
eine spezifische Autofluoreszenz iiberlagert, die im roten Spekt‘ralbereich mit empfindlicher Nachweis-
technik beobachtet werden kann. Dieses spezifische Autofluoreszenzspektrum wurde mit der in Abb. 3
skizzierten Apparatur gemessen und ist in Abb. 5 zu sehen. Das tumorspezifische Autofluoreszenzspek-
trum (durchgezogene obere Kurve in Abb. 5) zeigt groe Ahnlichkeit mit .dem in vivo HpD-
Fluoreszenzspektrum in Abb. 1 und Abb. 4 Es 148t sich deshalb vermuten, daf auch natiirliche im
Kérper vorkommende Porphyrine stirker im Tumor akkumuliert werden konnen und zu der beobachteten
spezifischen Autofluoreszenz fithren.

Liegt der Tumor unter einer Gewebeschicht und ist der Fluoreszenzmessung nicht direkt zuganglich, so
wird die Tumorfluoreszenz durch die selektive Gewebeextinktion (Filterwirkung) geschwiicht und durch
die stirkere Autofluoreszenz des Gewebes signifikant beeinfluBt (Abb. 4). Durch vorsichtiges Entfernen
von Teilen der kutanen Gewebeschicht wurden die Tumoren deshalb fiir alle weiteren Fluoreszenzmes-
sungen freigelegt.
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In Abhingigkeit von der Applikationsart (i.v., i. p-, 1.t.) und dem Zeitintervall zwischen Applikation
und Messung sowie der Ausgangskonzentration kann HpD in verschiedenen Korperarealen nachgewie-
sen werden. Relativ starke Fluoreszenzintensititen zeigen neben den tumoralen und peritumoralen
Gebieten auch die duleren kutanen Schichten (Ohr und Schwanz der Versuchstiere) sowie der Darmtrakt
und Urin. : ,

Rédumlich-zeitliche Verteilung der fluoreszierenden HpD-Komponenten

In Tabelle I sind gemessene Fluoreszenzintensititen angegeben. Die Messung erfolgte nach Exitus, die
untersuchten Gewebepartien wurden reseziert. Aus dem Vergleich von tumoralen und peritumoralen
Fluoreszenzintensititen sind unter der Voraussetzung eines linearen Zusammenhanges zwischen
Intensitdt und Menge des Farbstoffes, Konzentrationsgradienten bestimmbar. Verhiltnisse von 1:5 bis
1:9 (10mm Abstand zum Tumorareal) kénnen der Tabelle entnommen werden. Eine bevorzugte
Anlagerung am soliden Ehrlichkarzinom bei i. v. Applikation von HpD gegeniiber der i. p. Injektion
konnte nicht beobachtet werden.

Messungen zur Zeitabhiingigkeit der Fluoreszenzintensitit ergeben ein Maximum nach 4 Stunden
(MeBpunkte: 1, 4, 8, 12, 24 h). Bereits eine Stunde nach i. p. Applikation konnte das Einsetzen der
Fluoreszenz im Tumorgebiet registriert werden. Maximale Fluoreszenzintensititen nach 12 Stunden, wie
in (13) angegeben, konnten nicht bestitigt werden.

Durch laterale Translation des Objekttisches wurde die Fluoreszenzintensitit des Tumorareals ortsabhiin-
gig untersucht. Der Anregungsstrahl wurde fokussiert und wies am Bestrahlungsort einen Durchmesser
von ca. 0,2 mm auf. Um den EinfluB der Hohenschwankungen des Objektes vernachléssigen zu kénnen,
wurde ein flachig gewachsener Tumor ausgewihlt. Abb. 6 zeigt die Funktion der Intensitdt in
Abhingigkeit vom Ort. Es zeigt sich, daB im makroskopisch homogenen Tumorareal die Fluoreszenz-
intensitdt rdumlich nicht konstant ist und iiber das Tumorareal hinaus allmihlich abnimmt. Dieses
Ergebnis stimmt mit Untersuchungen anderer Autoren iiberein (12).

Einflul der A'nregungsstrahlung

HpD-Konzentration und die PhotonenfluBdichte der Anregungsstrahlung beeinflussen die Form der
Fluoreszenzspektren. Mit zunehmender Bestrahlingsdauer ist der Abbau der Fluoreszenzbanden,
insbesondere der 635-nm-Bande, zu beobachten. Gleichzeitig tritt eine neue Fluoreszenzbande bei
660 nm auf (Abb. 7). Die Fluoreszenzintensitit dieser Bande ist bei gleicher Bestrahlungsdosis innerhalb
des Tumorareals grofer als in der Umgebung.

Diese Bande ist das Resultat phbtochemischer Umwandlungen und kann auch in bestrahlten hochkonzen-
trierten HpD-Losungen (Maximumrbei 645 nm) gefunden werden (Abb. 8 a). Dabei begiinstigt eine hohe
Sauerstoffkonzentration der Probe die irreversible Generation dieser Bande (Abb. 8b). Die absolute
Fluoreszenzintensitit der Bande bei 645 nm erreicht einen Maximalwert und nimmt mit zunehmender
Bestrahlungsdauer wieder ab.

Bei der Messung des Absorptionsspektrums der bestrahlten HpD-Lésungen wurde eine Korrelation
zwischen dem Entstehen der Fluoreszenzbande bei ca. 645nm und der Generation einer neuen
Absorptionsbande im roten Spektralbereich mit einem Maximum bei 640 nm gefunden (Abb. 9a). Die
relative Zunahme der Absorption bei 640 nm ist in Abb. 9b dargestellt. Daraus entnimmt man die
Existenz eines stabilen Photoproduktes. Das nach dem Ausbleichen der HpD-Absorption verbleibende
Absorptionsspektrum (Abb. 9a, gestrichelte Kurve) zeigt neben der breitbandigen UV-Absorption grofle
Ahnlichkeit mit dem Fluoreszenzanregungsspektrum bei Az = 645 nm nach langer Bestrahlung
(Abb. 8a, gestrichelte Kurve), d. h. beide Kurven entsprechen dem Absorptions- bzw. Fluoreszenzanre-
gungsspektrum eines stabilen fluoreszierenden Photoproduktes. :

HpD (bzw. Photofrin II) wird aufgrund seiner photodynamischen Wirkung besonders als-Pharmaka zur
selektiven Photochemotherapie von Tumoren verwendet. Bevorzugte Therapiewellenlinge ist 630 nm
(@ 165. Inwieweit die Ethohung des molaren Absorptionskoeffizienten im therapeutisch interessierenden
roten Spektralbereich nach Bestrahlung die Effektivitit der Therapie beeinflufit, wird gegenwirtig
untersucht.
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Abb. 8a. Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzspektrum (hexe = 400 nm, Ag= 615nm und 650 nm) bei der
Bestrahlung von HpD in PBS (¢ = 1,5% 1073 M) mit der Quecksilberhochdrucklampe HBO 200, 50 mW/cm?,
tg = 0,5 h. Deutlich sichtbar wird die Herausbildung einer dritten Fluoreszenzbande bei 645 nm. Weiterhin ist
erkennbar, daB die integrale Fluoreszenzintensitat bei Bestrahlung reduziert wird.
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Abb. 8b. EinfluB der Sauerstoffkonzentration auf die Photoproduktgeneration. Béi sauerstoffangereicherten Proben
wird die 645-nm-Fluoreszenzbande  bereits nach kurzen Bestrahlungszeiten sichtbar. Die Fluoreszenzintensitit
erreicht einen Maximalwert (hier bei ca. 0,1 J/mm?). Bei weiterer Bestrahlung nimmt die Intensitit exponentiell ab.
(Die Monomerfluoreszenz bei 613 nm ebenfalls).

Klinische Relevanz 3

Hiamatoporphyrinderivat, insbesondere mit hohem Aggregatgehalt (Handelsname: Photofrin 1I), wird
zur Photochemotherapie und gleichzeitigen Fluoreszenzdiagnose von Tumoren eingesetzt (3, 4, 14).
Intensititsverhiltnisse von ca. 5:1 bis max. 10: t der Tumorfluoreszenz zur Umgebungsfluoreszenz
bieten die Moglichkeit der Fritherkennung von oberflichigen Tumoren im Trachea-Bronchial-Trakt
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Abb. 9a. Absorptionsspektrum von HpD in PBS (¢ = 1,5x 107>M, d = | mm). Mit zunechmender Bestrahlungs-
dauer (tg =0 bis 330 min, HBO 200, 50 mW/cm?) bleicht die Absorption der Probe aus. Der ProzeB des
Photobleaching (Abnahme der Absorption) wird von dem Prozel der Photoproduktgeneration (Zunahme der
Absorption speziell bei 640 nm) iiberlagert.
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Abb. 9b. Die relative Zunahme der Absorption bei 640 nm lat die Erzeugung eines stabilen Photoproduktes
erkennen (E (tg =O0min) = O gesetzt). Bei sauerstofffreien Proben (mehrmaliges Abpumpen (=1Pa) und
anschlieBende N,-Spiilung) konnte keine Photoproduktabsorption bei 640 nm beobachtet werden.

sowie im Urogenitaltrakt. Die Erkennung von Tumoren mit einer Ausdehnung in der Gréenordnung
Millimeter diirfte moglich sein. Bedeutung hat die Fluoreszenzdiagnose zudem fiir die Abgrenzung von
Resektionsarealen.

Die Verwendung der UV-Linien des Argonionen-Lasers erlaubt die Einstrahlung in das Absorptions-
gebiet der Aggregate, den fiir die tumorselektive Anlagerung wesentlichen Bestandteilen des Porphyrin-
gemisches HpD. Durch die Verwendung dieser nichtsichtbaren Anregungsstrahlung ist eine gute
Trennung der im roten Spektralbereich liegenden Fluoreszenzstrahlung von der Anregungsstrahlung
gegeben. Die Tumortluoreszenz ist dadurch bereits mit dem bloBen Auge erkennbar.
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Um das Ausbleichen der Absorption und damit das Absinken der integralen Fluoreszenzintensitéit zu
vermeiden, empfiehlt es sich, mit niedrigen Anregungsintensititen zu arbeiten (GroBenordnung 10 mW/
cm?).

An die Diagnose 148t sich eine Therapie unmittelbar anschlieBen (,,Umschalten™ auf Laserstrahlung von
ca. 630 nm). Einige tausend Patienten wurden bisher derart behandelt (1, 3). Probleme bereitet die
mehrwochige Lichtempfindlichkeit des Patienten nach HpD-Applikation infolge einer geringen Akku-
mulation des Photosensibilisators in den Hautpartien. Gegenwirtige Forschungen konzentrieren sich
unter anderem auf die Entwicklung neuer Sensibilisatoren sowie empfindlicher Verfahren zur Erfassung
der spezifischen Autofluoreszenz von Tumoren mit der Zielstellung einer marker-freien Tumordia-
gnose.

Inwieweit die Applikation von HpD mit hohem Photoproduktantexl die Effektivitat der Photochemothe-
rapie infolge eines erhdhten Absorptionsvermégens im roten Spektralbereich giinstig beeinflussen kann
und ob die Messung der zusitzlichen Fluoreszenzbande Aussagen zum photodynamischen Wirkungs-
mechanismus (u. a. durch Messung des Sauerstoffgehaltes im Gewebe, Hypoxie vermindert die
Effektivitit der Therapie) ermdglicht, muB in weiteren Untersuchungen geklért werden.
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