Photodynamische Aktivitit von Methylenblau
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Lusammenlassung

Der katicmische Phenothizzinfarbstoff Me-
thylenblau eignet sich auferund seiner hohen Quanten-
aushoute der Singulett-Sauerstoff-Formation und des ho-
hen Absorptionsvermagens im roten Spekiralbereich als
wffektiver Photosensibilisator in der photodynamischen
Therapie von Tumoren und Akne-Erkrankungen. Die
Aktivierung von Methylenblau-haltigem  Tumorgewshbe
mittels  Kryptonionen-Laser (047 nm, 676nm)  oder
Farbstolfaser (600 =700 nm)  nduziert Tomoerde-
struktionen, Die Farbstolfmonomers erweisen sich ge-
geniiber den Dimeren als photodynamisch aktiver, Die
Bestrahlung von Methyvlenblau-gefirbten Prepionibacte-
ria acnes bewirkt cine effektive Inaktivierung, Die pho-
todynamische Beliandhugg von Hauttumoeren wnd Acne
vulgaris mittels langwelliver sichtharer Strahlung und
topischer Methylenblau-Applikation erschemt miglich,

Einleitung

Seit itber 100 Jahren wird der wizvklische
Phenothiazinfirhstoff Methylenblau (Mb) in der kliniselen
Muedizin eingesetzt, beispiolsweise zur Behandiung der
Methdmoglobindmie, bei Cyanidvergiftungen oder in der
Histelogie, 1882 fhrie Rodert Kock Bakterienlarbungen
mitteds Methylenhlau ein (1) und 1886 gelang Paul Fhrlich
die In-vive-Mb-Fiarbung von Nervanezellen (2)

Methylenblaw ist nur sering 1woxisch (3], be-
einflulh jedoch als Redoxsystem hei systemischer Gabe
Enargiestoffwechsel and Atmung (4,50,

[ wilirigor 1.1'5-51:11;: Heat Mothvlenhlan (M
=320 o monomerer und  dimerer Form vor [as
Absorpriensmaximum der Monomere legl bei 604 nm {ey
=BODOOM Yem- 1), das der Dimoere bei 605 nm (en=
13200068 Tem ') (Abb. 1L Die Dimerisationskonstante
hat den Wert kg=0.17 mM 6k Nach Elekronenaufnabne
wird Mboeur neutralen Leucolorm redugiert. e damit
verbundene Unterbrechung des konjugierten L8 n-Elek-
tronensysiems fihrt 2um Verlust der Absorption jm sichi-
baren Spekiralbereich. Als Heduktionsmitel fungieren
heispiclswrise NADH und Flavine,
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Photodynamic Activity
of Methylene Blue

Based on the properties of high quantum
yield of singlet oxygen formation and strong absorbance
in the red spectral region, the cationic phenothiazine dye
methylene blue is qualified for the use as an efficient
photosensitiser in the photodynamic therapy of umours
and acne diseases. The activation of tumours containing
methyvlene blue by means of o krypton lon laser (647 nm,
676nml or dve laser (600 om-700nm) resulis in tu-
mour destruction, The monomers of the dve are better
sensilizers than the dimers, The irradiation of Propioni-
bacteria aenes stained with methylene blue leads w effi-
cient inactivation. A photodynamic treatment of skin tu-
maours and aene vulgaris with long-wavelength visible
radiation and topieal administration of methylene blae
siems possible,

Nach Lichtabsorption erlolst durch [nter-
system Crossing (15C) eine Begetzung des metastahilen
Tripletiniveaus (t.= 0,016 ms/ Argon, ¢, =058 (71, Die-
ser st Ausgangspunkt fr den FEnerglemransfer zu dem im
Triplett-Grundzusiand  befindlichen molekularen  Sauer-
stidt:
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Der dabel enistehende Singulett-Saversioff
induziert zytotoxische Beakdonen. Methylenblan verfiig
iiher eine Singulet-Sanerstoff-Unantenausheute von = 0,55
(81 und stellt damit einen potenticilen Photosensibilisatlor
dar.

Boreits 1924 zelgie Passow (9), dabh hehe-
aktiviertes Methylenblan auf prampositive Bakterien pho-
totaxiseh wirkt. Eine domalige Anwendung als Desinfek-
ticnsmittel fiir liehtexponierte Wasserbader wird heute er-
neut diskutiors (104,

1961 erziellen Bellin et al. (11) eing phote-
dynamisch induzierte Inaktivierung von Tumorzellen und
966 konnten ferg ond Sungstand (12) durch intratumo-
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rale Methylenblau-Applikation und Bestrahlung mitteis
Hochdrucklampen in Tierversuchen eine Heduktion des
Turmnorwachstums demonstrieren.

Kollner (13, 14) untersuchte den photody-
namischen Wirkungsmechanismus von Mb aul intrazellu-
lirer Ebene, Nach Farhswlfinkubation beobachtete er die
Entstehung von Mb-haltigen Speicherorganellen. vermut-
fich Lysesomen, die bei Bestrahlung zerstirt wurden und
Zell-Lysen induzierten. Diese korrelierten mit sinem Fluo-
reszenzanstieg und der Bildung einer vor der Bestrahlung
nicht beobachteten Zellkern-Fluoreszeis.

Ziel dieser Untersuchungen war die phota-
dynamisch induzierte Tumordestruktion in Abhdngigkeit
von der Bestrahhmgswellenlinge und die Photoinaktivie-
rung der grampositiven Propionibacteriz acnes nach Mb-
Applikation. Als Bestrahlungsquellen wurden im roten
Spektralbereich emittierende Kryptonionen- und Furh-
stofflaser eingeseted,

Material und Methoden
Phatosensitifisator

Methylenblau (Merck, Darmstadt) wurde
mit isotonischer Kochsalelisung verdiinnt und 0,25 ml
den Versuchstieren intratumoral {in und wm Tumorhett)
in einer Konzentration von 3 mM verabreicht, Mit viner
Li-mM-Lisimg wurden die auf Agar wachsenden Bakie-
rienkufturen gefiirbt (nach 20miniitiger Inkubationszeit
Mall-Waschung).

Tumorniodel!

Es wurden salide, subkutan wachsende
Ehrlich-Karzinome verwendet, die durch Injeklion von
i ml Ehrlich-Asgites-Zellen (5 Mio Zellen/ ml) minnli-
vhen ICR-Mausen induziert wurden, Die Bestrablung der
narkotisierten Tiere erfolgte vier Tage post injectionem.

Hekterienkulturen

Propienibactaria aenes wuchsen aul Blut-
Agar-Grundsubstrat (ohne Blutzusatz) No. 2. OXOI, pll =
6,5 bei 37°C unter anaerchen Bedingungen (Gas Pack
Systern, OX0ID). Die Beswrahlung erfolgte an kulturhaltl-
gen Agarplatien unter normalen aeroben Bedingungen.

Restrahiungsanordnuny

Die Strahlung sines kKryptonionen-|Lasers
(647 i, 676 nm) und eines DOM-Farbstolllasers (dureh-
stifmbar im Bergich 600 nm-700nm} wurde in eine 0.2-
mm-Uuarsfaser eingekoppelt und der Probe zugefihrl.
Die Bestrahlung der tumortragenden Versuchstiere erfolg-
te sechs Stunden nach Mb-Applikation mit einer Bestrah-
lungsdosis von 2001/ cm®,

Ausurertung

Zehn Tage nach der Bestrahlung wurden
die Tiere getiter und die Tumorfeuchimassen hestimmt.
Fiir die Bestmmung der koloniebildenden Linheiten
[TFUT der hestrahlten Bakterienkulturen wurden Hinzel-
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Ahb. 1 NWetachromasie des Phiotosensibilisatars Methylenbiau, Der
Farosioft figgl in walnger Losung als Monomer- Dimer Gemisch v

kolonien des Propionibacterium acnes mit dem darunter
liegenden Agar entnommen, in anaerobes Nihrmedium
(RCM, OXOIDT gegeben und in Verdiinnungsreihen bis 2u
10 # gingeteill, (0,1 ml deor entsprechenden Yerdilnnungs-
stufe wurde auf Ba-Agarplatten ausgestrichen und unter
unaeroben Bedingungen fir 48 h inkubiert. Anschliefend
wurden die Kolonien ausgerihlt

Ergebnisse
Phatodynamische Tumorthaeraple

Zundichst wurde das Transmissionsverhal-
ten der ca; 0,2 mm dicken Hautschicht dor Versuchstiere
in vitro getestet, Fino 610-nm-Strahlung ergab sich ein
Wert von T=0,7 20,1, filr 670-nm- Strahlung T=0.6x0,1
(Fehler ergibt sich aus Sehwankungen der Dicke und -
moglobingehalt), Ausgehend von diesen Hesultaten wurde
die photodynamische Behandlung der Tumoren ohne Ent-
fernung der dariiber egenden Hautschicht durchgefthrt.
Die intramumorale Mb-Tojektion fihrte 2o einer Farbung
des Tumer und peritumoralen Gewebes, Histologische
Untersuchungen zeigten, dall keine vollstindizg homogene
Anreicherung des Farbstoffs vorlag, Im falgenden wurde
in die Absorptionshanden der Monomere (670 nm) und
der Dimere (610 nm) eingestrahlt, Eine geringe batho-
chrome  Bandenverschiebung infolge veranderter Mi-
kroumgebung (7] wurde berticksichtipt. Abb. 2 zeigt die
Frgehnisse der Bestrahlung, Hine signifikante Tumorre-
duktion kennte durch die photodynamische Behandlung
gegeniiber den Kontrolltumoren (Gruppe ki erreicht wer-
den. Die langwelligere Bestrahlung bei 670 nm ergab die
geringsten Tomorfeuchtmassen. Hine geringe Hemming
des Tumorwachsiums durch alleinige Gabe des Sensibili-
sators (keine Bestrahlung, Gruppe: M) konnte beobachtet
wanrden.

Photadynoamisch nduzierte Inaktivierang

Abb. 3 zeigt Resultate der Bestrahlung von
Propionibacteria acnes. Die alleinige Bestrahlung mit dem
Kryptonionen-Laser bewirkte eine geringe Inaktivierung
der Bakterien. Die zusitzliche Mb-Firbung erhiihte dage-
gen die Rate der Photodestruktion wesentlich. Gegeniiber
den Kontrollkulturen wurde eine 99 %hige Reduktion der
kileniebildenden Keime erzielr,
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Abb. 2 Durchschnittliche Tumorfeuchimassen und Standardainwei-
chung vorn 10 Versuchstieren 10 Tage nach der 6310 nm /670 nm-Ge-
strahlung {200 1/cm’), K= Konirollgruppe, Mb= Gruppe, die nur kb-
apptikation erhiglt, keing Bestrahluno.

Diskussion

Applikation von Methylenblau und Lichtex-
position induzieren phototoxische Wirkungen, die auch
fiir cine photodynamische Behandlung von Tumoren und
Akne-Erkrankungen genutzt werden kiinnen. Sowohl die
Einstrahlung in die Absorptionsbande der Monomere ais
auch in die kurewelligere Bande der Dimere fihrt za zy-
totoxischen Effekten. Obwohl die 3-mM-Tnjektionslisung
entsprechend  der  Dimerisationskonstanten von ky=
Cstare £ Cpim (6 Konzentration) einen Dimeranteil von
84 % enthielt, wurden bel der 670-nm-Einstrahlung
grifiere Tumorreduktionen ereielt

Eine vollstindige Tumordesiruktion kennte
bl diesen Versuchen nicht beobachtet werden. Frithere
Untersuchungen belegen jedoch (16), dalb die: Wirksam-
keit der photodynamischen Behandlung durch melirmali-
ge Bestrahlung und Mb-lnjektion gestelgert werden kann,

Liie Mb-Applikation sollte topisch erfolgen,
da bei svstemischer Gabe eine Reduktion des Farbstoffs
zur farblosen Leucoform erfolgt (171, Uber eine bevorzug-
to Mb-Anlagerung in Hauttumoren berichtet Canmti (18),
von einer intensiven Tumorfirbung in der Blase nach Mb-
Instillation und anschliellender agua-Spilung Fuakoed et al,
(19) und Kardg et al. (16). Eine selektive photodynamische
Bohandlung bei groBlichiger Bestrablung ist somit mig
lich. Eine erste photodynamisehe Therapie von larn-
blasentumoren (20, 21) filhrie zu einer partiellen, bis zu
30 %Wigen Tumerzerstorung, Die unvollstindige Destruk:
tion konnte auf cine unzureichende Penetration des Farb-
stoffs im Tumorgewebe zuriiekgefithrt werden. Fiir eine
Abschitzung der therapeutischen Wirkung ist die detail-
lierte Kenntnis des Eindringverhalens der Strahlung und
des Photosensibilisators notwendig, Tietenaufgeldste Mes-
sungen zur Verteilung des Sensibilisators in biclogischem
Gewebe sind mittels photothermischer Meliverfahren
durchfithrhar [15).

Die bereits vor mehr als 70 Jahreen erkann-
te, photodynamisch induzierie keiminaktvierende Wir-
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Abb. 3 Inakiwierurng nach 47 nm 66 nm-Bestrahlung 010 L),
Die kolonieformenden Eipheiten {CFU) sind logarithmisch aufgeira-
qen. K==FKoentrolle, 8 = Bestrahiung, db=Mb-Farbung

kung des Methylenblan und die Moglichkeit der Mb-Fir-
bung grampositiver Bakierien kann liir die Behandlung
von Akne-Lrkrankungen genuizi werden. strahlung im
roten Spektralbereich induziert bei Mb-gefarbten Propio-
nibactaria acnes effektive Photoinaktivierungen,

Dip alleinige Bestrahlung der Bakierien
chne Farbstoff-Inkubation induziert ebenfalls keiminakli-
vierende Wirkungen [Abb,3). Diese wird hauptsiichlich
durch die Aktivierung photodynamiseh aktiver Porphyrine:
vierursacht, die von den Propionibacteria acnes produziert
werden (22). Die Inaktivierungsrate kann in diesem Fall
noch gesteigert werden, wenn in die Absorprionsmaxima
der Parphyrine singestrahlt wird (23, 24, 25). Jedoch wird
dann der Wirkungshereich wesentlich durch die optische
Eindringtiele der Lichistrahlung bestimmt. Der Wellenliin-
genbereich grober Lichtransmission in biologischem Ge-
wiehe (optisches Fenster) liegt im roten und NIR-Spektral-
heriich, Photosensibilisatoren sollten in diesem Bereich
absorhieren, Mit einem molaren Ahsorptionskoeffizient
vint £ = B0 ONOM- 1 em- 1 erfitlh Methylenblau disse For-
derung,
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