Photodynamische Aktivitit von Methylenblau
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Zusammenfassung
Dir kationische Phenothinsinfarbstoll Me-
thylenblau eignet sich aufprimd seiner hohen Quanten-
ausbeute der Singulett-Sanerstol-Formation und des ho-
hen Absorptionsvermigens im roten Spekiralboreich als
effektiver Photosensihilisator in der phetodynamischen
Therapie von Tumoren und Akne-Erkrankungen. Die
Aktivierung von Methylenblau-haltigem Tumorgewebe
mittels Kryptonionen-Laser (647 nm, 676nml oder
Farbstofflaser (600 nm-700nm)  induziert  Tumorde-
struktionen, Die Farhstoffmonomere erweisen sich ge-
genubar den Dimeren als photodynamisch aktiver, Die
Bestrahlung von Methylenblan-gefirbien Propionibacte-
ria aenes hewirkl sine effeklve naktvierung, Die pho-
todynamische Behandlung von Hauttwmoren und Acne
vilgaris mittels langwelliger sichtharer Strahlung und
topischer Methylenblau-Applikation erscheint miglich

Einleitung

Seit dher 100 Jahren wird der trivyklische
Phenothiazinfarbstoff Methylenblag (MD) in der Klinisehen
Medizin eingesetzt, hoispielsweise wue Behandlung der
Methiimoglobiniimie, bei Cyanidvergiftungen oder in der
Histologie. 1882 fiihrte Rabert Koch Bakterienfirbungen
mittels Methylenblau ein (1) und 1886 gelany Pand Shelich
die In-vivo-Mb-Firbung von Nemvenzellen (2),

Methylenblan ist nur gering toxisch (31, be-
pinflufi jedoch als Hodoxsystem bei systemischer Gobe
Energiestoffiwochsel und Almung (4, 5],

In wiiliriger Losung liegt Methylenbbag (M
=320 in monommerer und dimerer Form vor. Das
Absorptionsmaximum der Monomere liegt bei 664 nm £y
=& 0008 Yo ), das der Dimere bei 05 0m g =
132000 M- fermn 'y (Abh. 1L Die Dimerisationskonstinte
hat den Wert ky=0,17 mM (6). Nach Elekironenanfnahmae
wird Mb wur neutralen Leucofornn reduzicrt. Die damit
verbundene Uniterbrechung des konjugierten [8n-Elek-
tronensystems et zum Verlust der Absorption im sicht-
baren Spektralbercich. Als Reduktionsmittel fungieren
heispielsweise NADH und Flavine.
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Photodynamie Activily
of Methylene Blue

Based oo the properties of high gquantum
vield of singlet oxygen [prmation and strong absorbancy
in the red spectral region, the cationic phenothiazine dye
methylene blue is qualified for the use as an efficient
photesensitiser in the photodynamic therapy of tumoeurs
ardd aene diseases, The activation of tmours containing
methvlene blue by means of a kevpton ton laser (647 nm,
pTonmp or dye laser (GO0 wm-700nm) results in -
mour destroction. The monomers of the dye are hetter
sensitizars than the dimers. The irradiation of Propioni-
baeteria acnes stained with methylene blue leads o efli-
elent inactivation, A photodynamie treatment of skin we-
mours and aene vilgaris with long-wavelength visible
radiation and topical adminswaton of methylene blue
seems possible.

Nach Lichtabsorption erfolgt durch Inter-
gystem Crossing [180) sine Besetzung des metastabilen
Tripletlniveaus (g.=0,0010 ms/ Argon, ép =058 (711, Die-
ser isl Ausgangspunkt fiir den Epergietransfer zu dem i
Triplett-Grundzustand  befindlichen  molekularen Sauer-
stoff:

b —2Es by
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A 4 3, Energlemanster g, g,

Uer dabel enistehende Singulett-sauersinff
indugicrt zyvtotoxische Reaktonen, Methylenhlaon verfiigl
ther eine Singulet-Sauerstofl-Quantenausheute von = 0,55
(8) und stellt damit sinen potentielien Pholosensibilisator
dar

Bereits 1924 zeigie Passew (9, dald hcht-
aktiviertes Methylenblaw auf grampositive Bakterien pho-
totoxiseh wirkt Eime damalige Anwendung als Deginlek-
tionsmuttel (e hehtesponierte Wasserbader wird heote er-
neul diskutders (10),

1961 ersielen Selfin eval (111 eine photo-
dvnamiseh induzierte Inaktivierung von Tumorzellen und
1966 konnten Herg und Suogstand (12) dureh intratiome-
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rale Methylenblau-Applikation wwd  Bestrahlung mittels
Hechdrueklampen in Tierversuchen eine Reduktion des
Tumorwachstums demansirieran,

Kalleer (13,141 untersuchte den photody-
mamischen Wirkungsmechanismus von Mb auf intrazellu-
larer Ebone. Nach Farbstoffinkubation beobachteto er die
Frtstehung van Mb-haltigen Speicherorganellen, vermut-
lich Lysosomen, die hei Bestralilung serstirt worden und
Zell-Lysen induzicrten, Diese korrelierien mit einem Flus-
reszenzanstieg und der Bildung einer vor dor Bestrahlung
nicht beobachteten Zellkern-Fluoreszeng.

Ziel dieser Untersuchungen war die photo-
dynamisch induzierte Tumordestruktion in Abhdingighei
vor der Bestrahlungswellenlinge und die Photoinaktivie-
rung der grampositiven Propionibacteriz acnes nach M-
Applikation. Als Bestralilungsquellen wurden im roten
Spekiralbereich emittierende Kryptononen- und Farb-
stofMlaser pingesetzl.

Material und Mg_l,_h__f_j-:_i:g no

Photosensihilisalor

Mothylenblau (Merck, Darmstadt) sarde
mit isetenischer Kochsalzlésung verdiinnt und .25 ml
den Versuchstieren intratumoral n und um Tumorbetr)
in einer Konzentration von 3 mM verabreicht. Mit einor
L0-mM-Lisutg wurden dio aof Agar wachsenden Bakte-
rienkulturen gefirbt (nach 20minitiger Inkubatonszeit
Naltl-Waschung).

Teeererrnradel]

Es wurden solide, subkutan wachsendo
Ehriich-Karzinemo verwendet, die durch Tnjektion von
0,2 ml Ehrlich-Asgites-Zellen (5 Mio Zellend ml) miénnli-
chen ICHE-Miusen induziert wurden. Die Besirahlung der
narkotisierten Tiere crlolgte vier Tage post injectionemn.

Hakterionkulturen

Propionihacierid acnes wuchsen auf Blut-
Agar-Grundsubstrat (ohne Blutzusatz) No. 2, OXOID, pH =
6.5 bei 370 unter anacroben Bedingungen (Gos Pack
Systen, OXOID. Die Bestrablung erfolgte an kulturhalti-
gen Agarplatten unter nermalen aeroben Bedingungen.

Bestrablungsanordunng

Die Strahlung eines Kryplonionen-Lasers
(647 nm, 676 nm) und eines DBEM-Farbstofflasers (dureh-
gtimmbar im Bereich 600 nm—700 nm) wurde ineine 0,2-
mun-Quarefaser eingekoppelt und der Probe sugefihet
Die Bestrahlung der tumortragenden Versuchstivre erfolg-
te sechs Stunden nach Mb-Applikation mit siner Bestrah-
lngsdosis von 200/ cm?,

Ansiwertung

Yohn Tage nach der Bestrablung wurden
die Tiere getbret und die Tumorfeuchimassen bestinunl
Fir die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten
(CFUY der bestahlten Bakterienkultoren wurden Einzel-
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Abb. 1 delachromasic des Photoserisbilisators Methylenblau. Der
Farpstoft liegt in wilnoe: Losung als Monomer-Cimer-Gemsch vor

kolonien des Propionibacterium acnes mit dem darunter
liegenden Agar entnommen, in anaerabes Nahrmediom
(RCM, OXOID) geweben und in Verdiinnungsreihen bis 2u
10-# pingeteile. 0,1 ml der entsprechenden Verdiinnungs-
stufe wurde auf Bz-Agarplatten ausgesteichen und unter
anaerohen Bedingungen fiir 48 b inkubiert. Anschliefend
wirden die Kelonion ausgezdhln

Ergebnisse
Photodynamisele Twmortherapie

Zuniichst wurde das Transmissionsverhal-
ten der ca, 0.2 mm dicken Huutschicht der Versuchstiere
i1 vitio perestet, Fir 610-nim-Strabilung ergab sich cin
Wert von T = 0.7 0,1, fir 670-num= Strahlung T=0.8 21,1
(Fehler ergibt sich aus Schwankungen der Dicke und Hi-
moglobingehalt). Ausgehend ven dicsen Resultaten wiirde
dig photodynanische Behandlung der Tumoren ohne Ent-
fernung der dariiber legenden Hautschicht durchgelithr
D intratumorale Mb-Injektion fibrte zo siner Firbung
des Tumor- und peritimoralen Gewehes. Histologische
Untersuchungen zeiglen, dali keine volistandig homogene
Anreicherung des Farbstoffs vorlag. Im folgenden wurds
in die Absorptivnsbanden der Monomers (670 nm) und
der Dimere (610 1m) eingestrabll, Fine geringe bathe-
chrome  Bandenverschichung  infolee  verdnderier  Mi-
krourmgebung (71 wurde bertcksichtigt. Abb. 2 zeigt die
Ergebnisse der Bestrahlung. Fine signifikante Tumorre-
duktion kennte durch die photodynamische Behandlung
gegeniiber den Kentrolltumoren (Gruppe K erreieht wer-
den, Die langwelligers Bestrablung bei 670 nm ergab die
geringsten Tumorfeushunassen. Eine geringe Hemmung
des Tumorwichstums durch alleinige Gahe des Sensibili-
sators (keine Bestrahlung, Gruppe: Mb) koonte beobachtet
werden.

Elhotodynamiseh induzierte Inaktivierung

Abb. 3 zeigt Resultate der Bestrabhlung von
Propionibacteria acnes, e afleinige Bestrablung mit dem
Kryptonionen-Laser hewirkte sine geringe Inaktivierung
dir Bakterien. e zusiitzliche Mb-Firbung erhihie dage-
gen die Rate der Photodestruktion wesentlich. Gegeniiber
den Kontrollkultiren wurde sine 99 %ige Heduktion der
koloniehildenden Keime erziclt.



Pholodynamiscie Aktivitat pon Methylenblon

Tumeorfeuchtmasaamg

|

1200

1000
800 |
500
400

200

D s i~ i L

K Mb Mb+610

Mb+670

Abb. 2 Durchschritthche Tumarfeuchtmassen und Standargabwe-
chung von 10 Versuchstieren 10 Tage nach der 610 nm 670 nim-Be-
strahlung (200 )/ em”). K= Kontrallgrupps, Mb= Grupps, die nur Mb-
Application erhielt, keing Bestrahieng.

Diskussion

Applikation von Methylenblao und Lichtex-
position induzieren phototoxische Wirkungen, die auch
fiir eine photedynamische Behandlung von Tumoren und
Akne-Erkrankungen genutzt werden kiinnen. Sowohl die
Einstrahlung in die Absorptionsbande der Monomere als
auch in die kurewelligers Bande der Dimere fiithrt 2u zy-
tioxischen Effekten. Obwahl die 3-mM-Injektionskisung
entsprechend der Dimerisationskonstanien von kg=
Crpor? FCpi [0 Konzentration) einen Dimeranteil von
85 % enthielt, wurden bei der 670-nm-Einstrablung
grifere Tumorreduktionen erzielt,

Eine vollstindige Tumoerdestrukiion konnte
bel digsen Versuchen nicht beobachtet werden, Frithers
Lintersuchungen belegen jedoch (16), dal din Wirksam-
keit der photodynamischen Behandlong durch mehrmali-
ge Bestrahlung und Mb-1njektion gesteizert werden kann,

Die Mb-Applikation sollte topisch erfolgen,
dit bei systemischer Gabe cine Reduktion des Farbstoffs
zilr farblosen Leucoform eriolat (17), Uher eine hevorzug-
e Mb-Anlagerung in Hauttumoren berichiet Sane (18],
von piner intensiven Twimerfirbung in der Blase nach Mb-
Instillation und anschlicBender agua-Spiilung Fukad ot al,
(19) und Kiindg et al, (16). Eine selekiive photodynamische
Behandlung bei grolifidchiger Bestrablung ist somit -
lich. Eine crste photodynamische Therapie von Harn-
hlasentumaoren (20, 21) fithrie 20 einer partiellen, bis zu
30 %igen Tumorzerstirung, Die unvollstandige Destrok-
tion kemnte auf gine unzureichende Penetration des Farh-
stoffs im Tumorgewebe zurdckgeliibhrt werden. Fir eine
Abschitzung der therapeutischen Wirkung ist die detail-
liert: Kenninis des Findringverhaltens der Strahlung und
des Photosensibilisators notwendis. Tiefenaufzelisie Mes-
sungen zur Verteihmg des Sensibilisators in biologischom
Gewebe sind  mittels  phetothermischer Melverfahren
durchbrber (151

Mie bereits vor mehr als 70 Jahreen erkann-
e, photodynamisch induzierie keiminaktiviersnde Wir-
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Abb. 3 inaktvicrung nach 647 nrm 676 nm-Bestrablung (10 )/cm?)
Dee kolomeformenden Einheiten (CFU) sind logarithmisch aufgetra-
gen. K= Kantrolle, B =Bestrahlung, dh=hb-Farbung

kung des Methylenblau und die Méaglichkeit der Mb-TFir-
bung grampositiver Bakterien kann fiir die Behandlung
von Akne-Erkrankungen genutzt werden, Strahlung im
roten Spektralbereich induziert bei Mb-gefirbten Propio-
nibacteria acnes eifeklive Photoinaktivierungen,

Die alleinige Bestrahlung der Bakierien
ohne Farbstefl-Inkubation induzier! ebenfalls keiminakti-
vierende Wirkungen (Abb.3). Diese wird hauptsichlich
durch die Aktivierung photodynamisch aktiver Porphyrine
verursacht, die von den Propionibacteria acnes produziert
werden (22). Die Inaktivierungsrate kann in diesem Fall
noch gesteigert werden, wenn in die Absorptionsmaxima
der Porphyrine eingestrahlt wirvd (23, 24, 25). Jedoch wird
dann der Wirkungshereich wesentlich dureh die optische
Eindringtiefe der Lichistrahlung bestimmt. Der Wellenlin-
genbereich grofier Lichttransmission in bielogischem Ge-
wehe (optisches Fenster) liegt im roten und NIR-Spekiral-
bereich, Photosensibilisatoren sollten in dicsem Beroich
absorbigren. Mit einem molaren Absorptionskoeffizient
von gy = 40000 M- em- 1 erfillt Méthylenblau diess For-
derung,
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