Beitrage zur selektiven Photochemotherapie
und

optischen Diagnostik von Tumoren

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors des
Vissenschaftezweiges an der Mathematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen

Fakultat des Vissenschaftlichen Rates der Friedrich-Schillier-Universitat Jena

vorgelegt

vaon
Karsten Konig

geboren am 07.0Z.1960 in Dessau

Tag der Verleihung des Doktorgrades: ..78351 .........



Gutachter: ’0 ‘ J Ll//'lztf/ﬁvf/'

.........................

Gutachter: .. //7? ¢ H gf’j ........
Frof. & Aiiller

GuEac e s T e T G o e s e s




o« e ol o T T N [0 B N Ly . i oo 8 8 L oo (4
- [ o s g g e o o R [}

o
il
£
F o
ctenf
| 24
o W
(]
g i o e
-t | 3¢l [
o o ed
h ﬂ“ L““_ -“
14 T [ ¥
e 1 o
i) [ ol i
e e
A i
A Jen) B
[rU
i BT e
& s fw
7 z.wx [ ]
23 (3 G- Lt
] [l
1 -
L [
b a7 B AT
ri
Li. [
I} e
o o
o o
ok o
= F 140
T

rerurger

. ] It}
(e Mo [
2 o w5
G <L b = S T
oo
%
o peusy o o ot




b

[ o PR ¢ (% 5 SO 7 R o L

rt

o

Dy [y i 3]

by

(3]

gl

Untersuchungen zur Autof lusraszenz von biologi-

In-vivo Untersuchungen zur HpD-Fluoreszenz
In-vitro Untersuchungsn sur Generabion von
luorezrisvenden FPhotoprodulten
Fluoraszenzvarhalien des Photoprodukies

Sausrstiof f-Abhdngigreit

Weiterfihrands Untersuchungsn zum Fhotoprodukt

Fhotodynamische Wirksamkeit

Messungan Tur Triplsti-lLebensdausr

Chromatographische Untersuchungen
Feitaufgeldste Fluoreszenzspekiroskopie

Exparimentalls Anordnung

Untersuchungsn beil schwachar Anregungssirablung

Fluoreszenzverhalisen von HpD-Ldzungen ait PthQ“

ﬁroﬁuktanteil

Untersuchungen an HpD-inkubierten humansn Lympho-
zyten und EAC-Zellen, sowis in—vivo Massungsn am Tier

Photoakustischer Nachweis von Photossnsibilisatoren

Einlsitung

T”l

Avifbau und Eichung

ul

=)
Untersurhungsn von Photosensibilisatoren in wékrigsr
Lastng

Untersuchungen von markieriem Gew

=
Einflul deor Mehrfachstreuuns von G2
FAA-Sional

Zusamment assung

Literatur

s
]

e
g e

et

50

2y

o
L
~a

i,

by
i =%

ERY]
o



Verwendete Abkiirzungen und Symbole

CTAB

EC

EAC

EtCH

HP

HPD
HPTLC-RP

HSA

HVE

i.p.

s I

LDL

X

¥b

mg/kg KX
XaCl
OVA/OHMA

SbS
SPC
Tso
TCSPS
Z08
:8]

-cetyltrimethylammonium bromide (Micelle)
—Ehrlich-Carcinom (hier: die solide Form des EAC)
-Ehrlich-Ascites-Carcinom
—Ethanol
-Hamatoporphyrin
-Hamatoporpyrin-Derivat
-Diinnschichtchromatogramm
(high performance thin layer chromatogram -reverse phase)
-Humanserumalbumin
~Halbwertsbreite
-intraperitonal
-intravenss
-Lipoproteine geringer Dichte {low densitiy lipoproteins)
-¥ol pro Liter
-¥ethylenblau
-Milligramm je Kilogramm Kérpermzsse
-isotonische Kochsalzlosung
-Optischer Vielkanalanalysator
(Optical Multichannel Analyzer)
-Photoakustische Absorption
-Phosphat-Puffer (phosphate buffered saline), wenn nicht
anders angegeben, pH-VWert: 7,4
-Photochemotherapie
-Photoprodukt/e
-Photosensibilisator
-subcutan
-sodium dodecylsulphate (Micelle)
-Einzelphotonenzédhlung (single photon counting?
~Toxizitatsrate, bei der eine Letalitat vom 50% vorliegt
-Zeitkorrellierte SPC (time-correlated SPC)
-Zentralinstitut fiir Optik und Spektroskopie

-Konzentration von A
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1. Problematik

it der Entwicklung der Laser- und Lichtleittechnik gewinnen therapeutische und
diagnostische Verfahren mittels elektromagnetischer Strahlung im ultravioletten,
sichtbaren und infraroten Spektralbereich in der Medizin zunehmend an Bedeutung.
Eine groBe Anwendungsbreite haben solche laser erreicht, bei denen die Absorp-
tion der Strahlung genutzt wird, um durch Gewebeaufheizung thermische Effekte,
wie Koagulation, Vaporisation und Karbonisierung zur Gewebebearbeitung Zu
induzieren. Ublicherweise werden dabei leistungsstarke Laser mit geeignetfer
Emicssionswellenlénge eingesetzt, Dbeispielsweise der Argonionen-Laser zur
Koagulation (514nm-Strahlung wird von Hamoglobin absorbiert), der COz-Laser zum
Schneiden (10,6um wird von Vassér absorbiert) und der Nd-YAG-Laser hoher
Leistung zur Bearbeitung auch tieferliegender Gewebepartien (1,06um-Strahlung
liegt im Bereich hoher Gewebetransmission) /17,

Laser hober Impulsleistung und hoher Photonenenergie, z.B. Excimerlaser, konnen
andererseits zur Gewebeabtragung eingesetzt werden, ohne 'daf eine merkliche Ge-
webeaufheizung stattfindet. Infolge induzierter Dissoziation von Makromolekilen
wird hier der Prozef der ablativen Photodekomposition wirksam /2,3/.
Laserstrahlung geringer Intensitdt wird fur die Photostimulierung von Heilpro-
zessen /4/, die Akupunktur /5/ oder die Fluoreszenzdiagnostik und Photochemothe-
rapie von Psoriasis und Tumoren /6-10/ eingesetzt.

Physikalische Aspekte der Photochemotherapie und der optischen Diagnose von

Tumoren stehen im Mittelpunkt vorliegender Arbeit.

Die Photochemotherapie beruht auf der VWirkuang von Licht auf spezielle Substan-
zen. Dabei dient i.allg. Laserstrahlung zur Aktivierung dieser Substanz, eines
sogenannten Fhotosensibilisators. Photosensibilisatoren (PS) sind vorwiegend
spezielle Farbstoffe, die nach Lichtabsorption Oxydationsprozesse im Gewebe aus-
16sen und damit zu toxischen Wirkungen fibhren. Diese sogenannten photodyna-
micchen Effekte konnen therapeutisch genutzt werden. XNan spricht von der
Photodynamischen- oder Photochemotherapie (PCT). Bei der Tumortherapie kann der
Sensibilisator intratumoral injizierf (selektive Applikation) oder aber nach
systemischer Applikation gezielt das Tumorareal bestrahlt werden (selektive
Bestrahlung). Neuerdings wird auch der Transport von Substanzen und ihre
bevorzugte Aufnahme durch den Tumor infolge Kopplung an Liposomen und Antikérper

diskutiert /9/.
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Besitzt der Photosensibilisator jedoch neben der Eigenschaft der photodyna-
micchen Virksamkeit auch die der bevorzugten Anlagerung in Tumorgewebe ist die
¥sglichkeit einer selektiven Tumortherapie gegeben. Das bedeutet, daB auch nach
systemischer Applikation und einer grogflachigen Bestrahlung hauptsachlich die
Tumorareale geschadigt werden, umgebende normale Gewebepartien  aber nur gering-
figig oder nicht und bei multifocalem Auftreten alle Tumorherde innerbalb des
Bestrahlungsfeldes den zytotoxischen Reaktionen unterliegen. Voraussetzung ist
eine ausreichende Differenzierung hinsichtlich der Konzentration des PS im
Tumorgewebe zur Komzentration des Sensibilisators im umgebenden gesunden Gewebe.
Gelingt es, diese Differenz auch meBtechnisch zu erfassen, kann die bevorzugte
Anlagerung im Tumor auch zur Diagnose genutzt werden. Die Fruhdiagnose maligner

Geschwiilste erhsht die Heilungsaussichten wesentlich.

¥it der meRtechnischen Erfassung der in biologischem Gewebe akkumulierten Photo-
censibilisatoren  becchaftigt sich die vorliegende Arbeit. Dabei werden ver-—
schiedene optische Verfahren zum Nachwels, zur Konzentrationsbestimmung, zur
Mecsung des Abscrptions- und Fluoreszenzverhaltens und zum Auftreten photo-
chemischer Umwandlungen des Photosensibilisators im Gewebe getestet. Diese Ziel-
stellung schlieft die vorherige Testung der photodynamischen Virksamkeit unter-

cuchter Substanzen anband von Zell- und Tierversuchen ein.

Ale Photosensibilisator wird bisher bei der FPCT-Behandlung von Tumoren das

Porphyringemisch Hamatoporphyrinderivat (HpD) eingesetzt. Es wurde erstmals 1960

von Lipson /11/ prapariert, 1976 fanden mit einem modifizierten Praparat (Han-

delsname: Photofrin) erste umfangreiche klinische Anwendungen statt. Inzwischen

cind einige tausend Patienten mit diesem Praparat behandelt worden /9/.

HpD besteht zu einem groBen Teil aus den metallfreien Porphyrinen Hamatoporphy-

rin (HPIX), Protoporphyrin (PPIX> und Hydroxyethylvinyl-Deuteroporphyrin

(HVDIX) sowie deren Aggregate. Yamashita /12/ unterscheidet folgende Aggregate:

1) ctabile, konzentrationsunabhéngige Aggregate, z.B. Dih@matoporphyrin-Ether
(DHE), ein durch Ether und/oder Esterbricken verbundenes Dimer

2) dissoziierbare Aggregate, wobei die ¥oglichkeit der Bildung hochmolekularer
Verbindungen iiber van-der-Vaals Bindungen besteht.

Dem nur schwach polaren und gering fluoreszierenden DHE-Dimer wird eine besonde-

re Bedeutung als wahrscheinlich aktivste Spezies des Gemisches eingeraumt.
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HpD fluoresziert im roten Spektralbereich mit einer Fluoreszenzquantenausbeute
von etwa 1% in waBriger Losung. Die Messung der Fluoreszenz ermdglicht
Untersuchungen zur HpD-Akkumulation in Gewebe. Eine bevorzugte Anlagerung in
Tumorgewebe konnte mittels Fluoreszenzuntersuchungen /12/ nachgewiesen werden.
Messungen mit radioaktiven Markern /13/ bestatigen diese Ergebnisse. Lipson £11£
konnte eine 80%ige Korrelation von Fluoreszenz und biopsiegepriifter Malignitat
feststellen. Die Ursachen der tumorselektiven Anlagerung und die ablaufenden
photochemischen, zytotoxischen Reaktionen siﬁd nicht eindeutig geklart und
Gegenstand internationaler Forschung.

HpD weist jedoch eine Reihe von Fachteilen auf. So ist die Absorption des PS im
therapeutisch inieressierenden Bereich hoher Gewebetransmission gering. Zudem
besteht HpD aus einem Gemisch von verschiedenen Porphyrinen und deren Aggrega-
ten, wodurch die Untersuchungen komplizieft werden und eine reproduzierbare
Herstellung fragwirdig wird. Als nachteilig erweist sich zudem der Umstand, daf
eine FPhotosensibilitdt des Patienten iber einen mehrwichigen Zeitraum nach
erfolgter intravensser Applikation vorliegt. Neuerdings werden auch neuro-
toxische Nebenwirkungen diskutiert /14/.

Eine ausfihrliche Literaturrecherche ist beispielsweise /15%/ zu entnehmen,

Die Suche nach HpD-Alternativen erweist sich damit als notwendig. Auswablkrite-
rien werden im folgenden Kapitel vorgestellt. Es schlieBen sich im Kapitel 3 Un-
tersuchungen zu photodynamischen und antitumorésen Eigenschaften medizinisch
relevanter Farbstoffe an einem ausgewahlten Tumormodell an.

So wurde der photodynamisch wirksame und bevorzugt im roten Spektralbereich
absorbierende Thiazinfarbstoffes Methylenblau hinsichtlich seiner Eignung zur
Behandlung von Tumoren der Harnblase untersucht. Diese Experimente basieren auf
den Vercffentlichungen von Berg und Jungstand, 1966 /16/ zur photodynamischen
Virksamkeit von Methylenblau infolge Bestrahlung mittels Hochdrucklampe und der
von Fukui et al. 1983 /17/ beschriebenen Korrelation von Tumorstadium und
Methylenblaufarbung von Harnblasentumoren.

Die Wirkung eines in der DDR (HNO-Klinik Halle) hergestellten aggregatangerei-
cherten HpD-Préparates wurde getestet und im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob
die zusdtzliche Applikation der als Elektronenakzeptoren wirkenden Nitroimida-
zole die photodynamischen Virkung bei Existenz hypoxischer Tumorareale

effektiviert.
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Ausgebend von diesen Ergebnissen werden Untersuchungen zur tumorselektiven
Anlagerung von endogenen und exogenen Farbstoffen bzw. Substanzen vorgestellt.
Hierbei kommen Verfahren der Fluoreszenzspektroskopie und der Photoakustik zur
Anwendung.

Es bestebt die Msglichkeit der Untersuchung der Verteilung des PS im biologi-
schen Gewebe mit Hilfe einer radioaktiven Markierung des Sensibilisators. Ergeb-
nisse von derart markiertem HpD sind beispielsweise in /18/ (®H-) und /19/
(G‘Cd~Hafkierung) vercffentlicht worden. Probleme dieser Untersuchungsmethode
bestehen u.a. in Degradierungserscheinungen des Sensibilators und in der Wahl
von Praparaten geeigneter Halbwertszeit. :

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich ausschlie8lich auf optische Verfahren.
So widmet sich Kapitel 4 insbesondere der stationdren Fluoreszenzspektroskopie.
Eine Anlage zur in-vivo Fluoreszenzmessung wird beschrieben und die Msglichkeit
einer Differenzierung von Tumor- und Normalgewebe anhand gemessenaer Autofluores-
zenzspektren diskutiert. Bisher existieren nur sechr wenige derartige Unter-
suchungen. '

Bei der Messung der in-vivo-Fluoreszenz von HpD-inkubiertem Tumorgewebs wurde in
Abhangigkeit von der eingestrahlten Wellenldnge und der Strahlungsdosis das
Auftreten einer zusétzlichen Fluoreszenzbande becbachtet. Es schlieBen sich in
Kapitel 5 Untersuchungen =zur Aufklarung dieser Erscheinung an, u.a.
zeitaufgeloste Fluoreszenzmessungen mit der Methode der =zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung <(TCSPC). Die gewonnener Ergebnisse werden hinsichtlich
ihrer Relevanz fiir- die HpD-Fhotochemotherapie, der Moglichkeit der Xessung des

Sauerstoffstatus von Tumorgewebe und fir die Fluoreszenzdiagnostik diskutiert.

Neben der Fluoreszenzspektroskopie bieten AbsorptionsmeBverfahren die Méglich-
keit der Lokalisation und der Konzentrationsbestimmung von PS in biologischem
Gewebe. Der Einsatz eignet sich insbesondere dort, wo Aussagen iiber das Anlage-
rungsverhalten von Stoffen geringer Fluoreszenzquantenausbeute, z.B. von HpD-
Aggregaten, und Aussagen zum Absorptionsverhalten, z.B. beziiglich der Bestimmung
der optimalen Therapiewellenlange, benstigt werden. In Kapitel 6 werden ver-
schiedene photothermische MXeBverfahren hinsichtlich der Vermessung von Gewebe-
proben verglichen. Ein photoakustisches Spektrometer wird vorgestellt, das auf
dem Frinzip des Gaszelle-Mikrophon-Verfahrens basiert und Absorptions—, aber
auch Transmissions- und Remissionsmessungen ermsglicht. Als Untersuchungsobjekt

diente Methylemblau, das in waBriger Losung ale Monomer-Dimer-Gemisch mit
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jewails ausgepragten Absorptionsbanden im roten Spektralbereich vorliegt. Bisher
sind dem Verfasser vorliegender Arbeit keine derartigen Messungen an PS-

inkubiertem biologischen Gewebe in der Literatur bekannt.

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden in der Zusammenarbeit mit der Urologi-
schen Klinik und dem Tierexperimentellen Zentrum der FSU Jena durchgefiibrt. Die
Kessungen zur Bestimmung von Triplett-Lebensdauern und der Raten der Singulett-
sauerstoff-Generation erfolgten am Physikalischen Institutrdef Belorussischen
Akademie in Minsk, die Streulichtuntersuchungen an HpD-inkubierten Erythrozyten
zu einem groRen Teil an der Sektion Biophysik der Universitat Minsk. Die anderen
MeBergebnisse wurden an der Sektion Physik der FSU Jena gewonnen. Kooperations—
. partner sind den Versoffentlichungen zu entnehmen. Publikationen, die unter Mit-

wirkung des Autors vorliegender Arbeit entstanden, sind durch % gekennzeichnet.

2. Anforderungen an Farbstoffe hinsichtlich  jhrer Eignung als
Photosensibilisatoren fir die selektiv

Im folgenden werden Auswahlkriterien fir relevante Farbstoffe anhand
pohtophysikalischer und photochemischer Parameter dargelegt.
SC~ 2

Die zytotoxische Virkung bei der PCT beruht auf Vechselwirkungen aktivierter FS
mit Biomolekiilen, welche sich i. allg. im Singulettgrundzustand befinden und
sich in der Form RH (R-Molekilrest, H-Vasserstoffatom) darstellen lassen.

Die Aktivierung des Sensibilisators erfolgt durch Absorption elektromagneti-
scher Strablung, wobei ein ibergang in hoherenergetische Zustinde stattfindet.
Diese konnen bereits Ausgangspunkt fiur zytotoxische Folgereaktionen sein,
insbesondere durch Sensibilisator-Komplex-Bildungen. So konnte Andreoni /20/
photodynaﬁische Virkungen nach Multiphotonenabsorption in hoherenergetische
Zusténde nachweisen. Im allgemeinen ist jedoch der Ubergang aus dem primar
angeregten Zustand in den S,-Zustand wesentlich. Dieser ist Ausgangsniveau
sowohl des fluoreszierenden #berganges, als auch fir den I18C-Ubergang zum
langlebigen Triplettzustand, s. Abb.2.1.1. Im T.-Zustand wird der Semnsibilisator
befahigt, phdtodynamische Reaktionen, insbesondere Photooxydationsprozesse,
auszulésen. Die Reaktionen kénnen in aerober und anaerober Umgebung ablaufen.

Ein typischer Vertreter unter den Sensibilisatoren fir den letzteren Fall ist 8-
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Metoxypsoralen (8-¥OP). Porphyrine, und damit HpD, bendotigen fir den Ablauf der
photochemischen Reaktionen die Anwesenheit von molekularem Sauerstoff. Die
biologischen Spezies werden in diesem Fall durch die Photooxydationsprozesse Typ

I und/oder Typ II geschadigt.

Abb. 2.1.1 Termschema

W~ Photooxydation Typ 1
-

T
"k~ Protooxydation Typ T

Iyp-I-Prozef. Bei diesem Proze® liegt eine direkte Vechselwirkung des
Sensibilisators mit dem Substrat vor. Es handelt sich hierbei um einen charge-
transfer (z.B. Elektronentransfer) oder um einen Vasserstofftransfer. Hochreak-
tive Radikale entstehen. Fir Porphyrine, die als Elektronenakzeptor und -donor
wirken konnen, sind beispielsweise folgende Reaktionen mogiich, die zur
Entstehung von reaktiven Superoxidionen fihrenm:

*PS + RH -—=» PS"+ RHo» P8+ Oz -—2 PS + Oz

*PS + Q= --3 PS* + Oz

Eine ausfihrliche Darstellung der radikalischen Reaktionen ist =z.B. /21/ zu

entnehmen.
Typ-1I-ProzeB. Bei diesem ProzeR handelt es sich um einen Energie-Transfer. Er

fuihrt zu einer Aktivierung molekularen Sauverstoffs. Der resultierende Singulett-
Sauerstoff ist auBerst reaktiv.
=ZPS 4 Ba Lo V=g PGt Oelt A
Singulett-Sauerstoff kann durch Zugabe von Sonden oder Léschern indirekt
nachgewiesen werden. Es besteht auch die Msglichkeit des direkten FNachweises von
Singulett-Sauerstoff unter Ausnutzung des strahlenden Uberganges:
1270 nm
Vg, ey "B =
Der Nachweis erfolgt ublicherweise in Dz0O-Losungen (Lebensdauer von 'Oz hier:

58us, in Bz0: 4,4us /25/).
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Im Fall des aktivierten HpD konnten sowohl Radikale, als auch Singulettsauer-
stoff indirekt nachgewiesen werden /22,23,24/, wobei der Typ Il als der domiante
Proze8 angesehen wird.

Inzwischen gelang auch der direkte in-vivo 'Oz—Nachweis /26/.

Eigene Untersuchungen /27%#/ ergaben, daf bei Applikation von Nitroimidazol-HpD-
Gemischen -von denen Bazin und Santus /28/ bei in-vitro-Experimenten zeigen
konnten, daf photodynamische Prozesse bei Suppression der Singulett-Sauerstoff-
Generation durch Radikalbildung mdglich sind-, eine PCT-Virkung im Tierexperi-
ment vorliegt (s. Kap.3.).

Da die Reaktionen aus dei langlebigen Triplettzustand erfolgen, ist fir die
photodynamische Virksamkeit eines Farbstoffes somit eine . hohe ISC-Rate
entscheidend. Im Falle eines dominanten Typ-II-Kechanismus ergibt sich die
leichterfillbare Forderung nach einem PS, dessen T:-Zustand nicht tiefer als der

Singulettzustand des Sauerstoffs liegt.

2.2. ¥olarer Abgorptionskoeffizient

Um einen hohen Virkungsgrad der Aktivierung zu erreichen, ist die Anregungs-
strahlung so zu wdhlen, daf in die Absorptionsbanden des PS und in einen Bereich
minimaler Gewebeabsorption eingestrahlt wird. Hohe Gewebetransmission liegt im
roten und nahen infraroten (NIR-) Spektralbereich vor. Abb. 2.2.1 zeigt ein im

Rahmen dieser Arbeit gemessenes in-vivo Extinktionsspektrum von Hautgewebe.

| £bb. 2.2.1 In-vivo Extink-
i

TR 400 450 500 550 600 700 Alnm)
‘e tionsspektrum von Hautgewe-
i o 2 f
= N et
A A sl | '\ be
2 % R et
““‘”/fﬁﬂ-,_ﬁ.éiA {(Obr einer weilen Maus der
2 %o mom

Dicke 200um, specord ¥40)
und Absorptionsspektren
verschiedener, in durch-
bluteter Haut enthaltener
Pigmente (/29/)

2 - SR SRR AR TR AT T T
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Die hohe Extinktion im UV und kurzwelligen sichtbaren (VIS) Bereich resultieren
aus verschiedenen, ebenfalls in Abb. 2.2.1 dargestellten, Pigmentabsorptionen.
Man erkennt, daB die entscheidende Hamoglobin-Absorption oberbhalb 600nm stark
zurickgeht. Ein hoher Aktivierungswirkungsgrad des Photosensibilisators in Gewe-
be erfordert somit die Existenz von Absorptionsbanden im roten/NIR-Bereich. Da
die Extinktion im NIR nur noch schwach abnimmt, ist bei der Durchfiihrung der PCT
der Einstrahlung im langwelligen sichtbaren Bereich dabéi aus praktischen Grin-
den der Vorzug zu geben. Die Einstrahlumng in das "optische Fenster von Gewebe"
erweist sich aus zwei weiteren Gesichtspunkten als gunstigf

1. Infolge hoher Gewebetransmission werden tieferliegende und ausgedehnte Tumor-

areale erfaBt.  Aussagen zu Eindringtiefen sind dem Kapitel 3 zu entnehmen.

2. Die geringe Eigenabsorption des Cewebes schlieBt thermische Nekrosen bei ver-

wendeten Intensitdten von max. 200m¥/cm? aus.

IC-R
Infolge strahlungsloser Relaxation erfolgt in Abhangigkeit vom spektralen
Absorptionskoeffizienten, der ©Strahlungsintensitat und der Bestrahlungsdauer
eine Erwarmung des PS-haltigen Tumorareals. Die in /30/ durchgefiihrten Untersu-
chungen zeigen, da8 synergetische Effekte zwischen der photodynamischen Wirkung
und Hyperthermie bestehen. Zudem ist bekannt /31/, das malignes Gewebe bereits
ab Temperaturen von 41°C auBerst sensibel reagiert. VWahrend z.B. in /32/ die ge-
zielte Varmeentwicklung an dem Ende eines Lichtleitkabels fir therapeutische
Zwecke benutzt wird, schlagen wir die Verwendung eines tumorselektiven Farb-
stoffes hoher IC-Rate und grofem molaren Absorptionskoeffizienten in Kombinaticn
mit Anregungsstrahlung im Bereich des optischen Fensters fir eine derartige
Tumor-Thermotherapie vor /33%/.

Eine durch strahlunglose Relaxation des PS auf das Tumorareal Dbeschrankte Var-
meentwicklung kann somit fir die Effektivitdt photodynamischer Prozesse von Vir-
kung sein. Um die photodynamische Virkung eines PS beurteilen zu konnen, miissen

thermische von photodynamischen Effekten unterschieden werden, s. Kap.3.

Auf einen zum ISC-Ubergang konkurrierendem Prozef, der Emission vom angeregten
S1-Zustand: ., basiert die Fluoreszenzdiagnostik. Voraussetzung ist die bevorzug-
te Akkumulation des fluoreszierenden PS im Tumorgewebe. In Kap.4 wird ausfihr-

lich auf diese Moglichkeit der Tumorlokalisation eingegangen.
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2.9. Photobleaching

Vahrend der Bestrahlung (Therapiestrahlung, Fluoreszenzanregungsstrahlung) soll-
te der Sensibilisator keinen wesentlichen photochemischen Anderungen unterlie-
gen, die seinen Einsatz als photodynamisch wirksame Substanz und evtl. fir die

Fluoreszenzdiagnostik geeigneten Marker beeintréchtigen (s. Kap.4).

2.6. Aggregationsverhalten

Untersuchungén an HpD in waBriger Losung zeigen, daB der Aggregatbildung im
waBrigen Milieu eine wesentliche Rolle fiir die photodynamische Aktivitat und fur
die Eigenschaft der tumorselektiven Anlagerung zukommt. So korreliert die photo-
dynamische Virksamkeit mit der Hydrophobizitat der Porphyrine /34/. Das stabile
Dimer DHE ist relativ unpolar. Durch Anreicherung der DHE-Dimere im Porphyringe-
misch mittels Gelfiltration (DHE-angereichertes HpD unter dem Handelsnamen
Photofrin II erhdltlich), kann eine verstarkte PCT-Virkung erzielt werden /35/.
Allgemein wird angenommen /z.B.36/, daB8 die Ursache fir das tumorselektive
Verhalten des HpD in dem Vorhandensein von DHE-Dimeren zu sehen ist. ¥oglicher-
weise ist die erhohte photodynamische Wirksamkeit von Photofrin II nur auf eine
verstadrkte Akkumulation im Tumorgewebe zuriichzufiihren.

Dem Aggregationsverhalten des PS in widBrigem Milieu, insbesondere der Existenz
von relativ stabilen, kovalent gebundenen Dimeren, muf besondere Aufmerksamkeit

geschenkt werden.

7. Vasser-— i 5eli
In Abhéngigkeit von der Applikationsart missen Forderungen an die Léslichkeit
des PS gestellt werden. Im Fall der intravenssen Injektion ist ein hydrophiles
Verhalten notwendig. Lipophile Bestandteile werden dagegen leichter durch
Membranen diffundieren. Die Bestandteile des Gemisches HpD weisen unterschied-

liches Losungsverhalten auf, s. auch 2.6.

2.8, Toxizitit
Die Toxizitatsraten miissen weit coberbalb der fir die PCT notwendigen applizier-
ten Konzentrationen liegen. Der PS sollte nur eine kurze Verweildauer im Kérper
besitzen. Die Akkumulation in den &uBeren Hautschichten muf gering sein, da sie

-wie das Beispiel HpD zeigt- zu einer Photosensibilitdt des Patienten fiihrt.
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3. Untersuchungen zur photodynamischen Aktivitat

3.1, Zielstellung und Bestrablungsanordnung

Vie angedeutet, ist die Suche nach Alternativen zu dem HpD-Praparat Photofrin
Gegenstand internationaler Forschung. HpD weist ISC-Raten von 0,8-0,9 auf /37/,
verfigt jedoch wie aus Abb.4.1.1 ersichtlich, mit einem molaren Extinktions-
koeffizienten von €x2x10E03¥ ‘cm ' (Molekulargewicht des HP-Monomers angenommen)
iiber ein nur geringes Absorptionsvermsgen im roten Spektralbereich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Farbstoffe hinsichtlich ihrer zyto- und tumor—
toxischen Virkung durch photodynamsche Prozesse getestet, die im langwelligen
Spektralbereich mit €>10E04M™’cm™' iber ausgepragte Absorptionsbanden im
therapeutisch interessierenden Velienlangenbereich verfigen. Untersuchungsob-
jekte waren insbesondere der Thiazinfarbstoff Methylenblau sowie die Chloro-
phyllabkémrlinge Phaophorbid a, Chloropbyllin und Chlorin es. Als Vergleich
dienten HpD-Chargen verschiedenen Aggregatgehaltes aus der DDR-Produktion (HNO-
Kiinik Halle), die zuvor hinsichtlich ihrer photodynamischen Wirkung auch fir
den Fall sauerstoffarmer (hypoxischer) Tumorareale untersucht wurden.

Fir die Testung des photodynamischen Verhaltens von Farbstoffenm in biologischen
Systemen (Zellsuspension und Versuchstier) wurde ein Bestrahlungsplatz
aufgebaut, der speziell fir die Einstrahlung im roten Spektralbereich vorgesehen
ist, Abb.3.1.I. Mit dieser Anlage erfolgten zunichst phototoxische Untersuchun-
gen nach PS-Applikaticn. Zeigt sich eine photodynamische Wirkung, wurde der FS
tumortragenden Versuchstieren injiziert und das Verhalten auf das Tumorwachstum

mit und ohne zusadtzliche Laserbestrahlung untersucht.

2 1 ILA 190/ 120

D Photodiode lLeistungsmesser)
7 N

intracavity - Schalter
FSL 100
Lyot-Filter

Lichtieiter

we~wownsWwN

Schaltuhr

Abb.3.1.1 PCT-Bestrahlungsanordnung
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Als Anregungsquelle diente ein kontinuierlich gepumpter Farbstofflaser mit dem
aktiven Medium DCM. Mit diesem Laserfarbstoff ist eine Durchstimmung im Bereich
590nm bis 710mm moéglich (Maximum: 645nm). Bei ﬁerwandung eines ILA-180 zals
Pumpquelle. stehen bei einem Wirkungsgrad von 10-15 % (c=0,45g/1 in Ethylengly-
kol/Benzylalkohol) iibliche Ausgangsleistungen von P(645nm)=0,5V zur Verfiigung. Es
kamen aber auch He-Ne-Laser (633nm) und Kryptonionenlaser (647nm, 673nm) zum
Einsatz. Im Rabmen dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit dem ZOS der A4V
auch vorgeschlagen, einen Stickstoff-Fluor-Impulslaser mit regelbarer Folgefre-
quenz zu verwenden, der simultan im UV/blauen und roten/mahen IR-Spektralbereich
emittiert und dadurch eine effektive Therapie und gleichzeitige Fluoreszenz-
diagﬁose gestaftei /38%2/.

Die tbertragung an den Bestrahlungsort erfolgte iiber Umkehrspiegel oder durch
die Einkopplung in einen Lichtleiter (Kerndurchmesser 300um). Bei der inter-
stitiellen Therapie wurde der Lichtleiter iber eine Kaniile direkt in das Gewebe
eingefiibrt. Ansonsten wurde der Abstand Fiber-Bestrahlungsobjekt so gewahlt, daR

die bestrahlte Flache gréBer als das Tumorareal war.

3.2. Abschatzung des Wirkupgeradius der PCT und des thermischen Verhaltens

Die Virkung der PCT ist neben dem Absorptions- und pharmakokinetischen Verhalten
des PS8 (zeit- und ortsabhéngige Konzentration c{(r,t)), sowie den gewebe- und
immunsystemspezifischen Eigenschaften insbesondere von der Lichtintensitit am
Virkungsort abhdngig. Im fclgenden soll eine Abschétzung iber den Virkungsradius
der PCT bei Einstrahlung im roten Spektralbereich gegeben werden und anhand

dieser, die Wahl eines geeigneten Tumormodells diskutiert werden.

Die Lichtverteilung wird durch die Einstrahlbedingungen (insbesondere Divergenz
und Intensitat), die Oberflachenbeschaffenheit und durch das Absorptions- und
Streuverhalten des biologischen Gewebes bestimmt. Wahrend im UV und kurzwelligen
VIiS-Bereich die Absorpticon dominiert (s..Abb.Z.Z.I), werden im roten Spektral-
bereich die Streueigenschaften des Gewebes wesentlich. Bei vielen Gewebearten
liegt bereits bei einer Gewebetiefe b von ca. lmm infolge Mehrfachstreuung eine
anndhernd isotrope Intemsitédtsverteilung vor. Untersuchungen zur Lichtausbrei-
tung in Gewebe werden in verschiedenen Arbeiten vorgestellt (z.B. /39,40/).

Unter den Voraussetzungen einer homogene Verteilung der Absorptions- und Streu-

zentren, einer isotropen Lichtausbreitung bzw. genigender Entfernung vom Licht-
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eintrittsort kann bei stark streuenden Medien die Lichtausbreitung mit einem
Diffusionsmodell beschrieben werden:
Mit j = -8 grady -div j = B8y
j: Vektor des diffusen Strahlflusses, ©: Diffusionskeoeffizient, y: Bestrahlungs-
starke, B-Absorptionskoeffizient), erhdlt man die Gleichung:
divgrady - y/ < = 0
mit der optischen Eindringtiefe p:=(8/8)'/% und nach /39/ als Losungen:
1) eindimensinaler Fall (Strahldurchmesser>>ui)
¥ = yo exp{((pa-h)/pa2
2) kugelsymmetrischer Fall (Lichtleiter in Gewebe, r: Abstand zur Faser)
¥ = Vo pa/r expl{ui-1r)/a)d
Die Gleichungen sind fir Vege 2p1'gﬁ1tig. Fir die Lichtausbreitung nahe der
Oberflache bzw., nahe dem Lichtleiter muf extrapoliert werden. y. 18t sich im
Fall 1) aus dem Produkt y.=kl. bestimmen, wobei I. die einfallende Lichtintensi-
t&t und k einen dimensionslosen, von dem Gewebe und der Strahldivergenz abhdngi-
gen Wert darstellen.
Fér den Fall der interstitiellen Therapie (Fall 2) wurde die Abhangigkeit fir
Fettgewebe untersucht und eine optische Eindringtiefe von u. (630mm)=(3,0£0,5)mm

soliden Ehrlich-Carcinoms ergaben sich
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Bei den bisherigen Betrachtungen wurde der EinfluB des akkumulierten PS nicht
beachtet. Unter der Voraussetzung einer vernachlassigbaren Anderung des Diffu-
sionckoeffizienten (PS-MolekiilgroBe sehr gering), beeinfluBt die Absorplion des
PS infolge der verringerten coptischen Eindringtiefe pu: die Lichtausbreiiung im

Gewebe, wobei pmi=flces(r,t)> gilt. Der zeitabhingige Konzentrationsgradient




fihrt also zu einer Orts— und Zeitabhdngigkeit der Lichtausbreitung. Die lokale
Konzentraticn h&ngt neben der applizierten Dosis vom pharmakokinetischen Verhal-
ten ab. Maximale Konzentrationswerte werden durch die Toxizit&t des PS bestimmt.
Nach i.v. Injektion von 10 mg/kg XM HpD wurden 241 nach Applikation PS-Konzen-
trationen von ca. (5-8)mg/kg XX innerhalb des untersuchten Tumorareals gemessen
/41/. Fir Gewebe mit homogener HpD-Verteilung 18Rt sich demnach mit einer
Bestrahlungswellenlinge von 630nm, ¢{630nm)~2x10EC3¥ ‘cm ' und einer Weglénge
von lcm, eine Schwichung der Béstrahlungcstafke infolge HpD-Absorption von ca.
3% abschétzen. Da der Einfluf des HpD auf die Lichtausbreitung somit vernach-
lassigbar isf, werden die Wirkungsradien der HpD-PCT durch die optischen Eigen-
schaften des Gewebes bestimmt. Bei iiblichen Bestrahlungsdosen von 100mV/cm
konnten PCT-induzierte Hekroseherdé mit einem Durchmesser von ca. lcm /42/ beo-
bachtet werden. Somit ist der Wirkungsradius gréfer als die optische Eindring-
tiefe und betragt ca. Zpa.

Der Einfluf des PS auf die optische Eindringtiefe p: wird erst fir PS mit einem
€>10E04¥'cm ' oder/und bei héheren Konzentratiomern (z.B. bei intratumoraler Ap-
plikation) wesentlich. Fir eine walrige Methylenblauliésung mit
€ (670nm)~3x10E04¥-*cm~' folgt bei Annahme einer Konzentration von 10mg/kg XM bai

lcm Weglénge eine Absorption ven ca. 60%, bei Smm von 35%.

i3

‘Aufgrund dieser Abschitzungon wurde als Tumormodell ein subcutaner Tumor der
h-Carcincm?, der bei Behandlungsbeginn in einem
friken Vachstumsstadium einen maximalen Durchmesser von S5mm aufweist, und bei
2iner dariberliegenden Hautschicht von ca. 500um somit auch bei cberflidchlicher

estrahlung vollstan im rkungsbereic er photodynamischen Aktivitat liegt.
Bestrahl llstandi Virkungsbe h 8 photody 1 Akt tét liegt

IThermisches Verhalten

ie Intensitdt 1) der Anregungsstrahlung ist sc zu wihlen, daf thermisch indu-
zierte Nekrosen ausgeschlossen werden kdnnen, eine Schidigung des Tumorareals
somit lediglich durch photodynamische Effekte, gegebenenfalls durch Hyperthermie
beginstigt, hervorgerufen wird. Die Xorrelation von Effektivitat der PCT und
Hyperthermie wird in /38%/ bericksichtigt.
Die Erhéhung der Temperatur des bestrahlten Areals ist neben der Konzentration
decs PS und den optischen Eigenschaften des Gewebes von dessen thermischen Eigen-
schaften (spezifische VWarme C, thermische Leitf&higkeit k) abhidngig sowie dem

Blutfluf X infolge Viarmekonvektion.
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Die Temperaturverteilung T(r,t) 1&Bt sich durch Lésung der Warmeleitungsglei-
chung bestimmen:
div grad T - 1/y 9T/9t - qi/k = - g=/k
wobei g: die Varmequelldichte (W/m®) darstellt und die Warmesenke infolge Virme-
transport durch Blutkonvektion sich durch gz=peiutCerueTXpeiue=kxT/pen® mit der
thermischen Eindringtiefe pen=x/(¥p), der thermischen Diffusitdt yx=k/(pC) uﬁd
der Dichte peiut®paewen=, darstellen 1&8t.
Vird eine groBflachige Bestrahlung (D>ya,pien, D:Strahldurchmesser), vorausge-
setzt, kann: g1 = Io/p1 (1-Rlexp(-h/p1) R: Remissionskoeffizient
gesetzt werden und man erhdlt nach /39/ fir den Fall des FlieBgleichgewichtes
(9T/2t)20 eine Temperaturerhshung AT von:
AT = TaC1-R)/ (ka2 ~pen"#)) x (pen/paexp(-h/jen)— exp(~-h/p:))

Demnach erhalt man fir Gewebe mit den W¥erten R=0,33 (s. Kap.6), x=1,2x10E-
07m</s, k=0,4W/(m K), p=lkg/l, I0=50mV/cm* und XYueu:=10E-05m®/(skg) ein
Her¥3,5mm und die im Abb. 3.2.11 dargesteliten Abhéngigkeiten AT=f<(h, ).
Weiterhin zeigt die Abbildung im Rahmen dieser Arbeit gemessene in-vivo Tempe-
raturverlaufe von Methylenblau-inkubiertem Gewebe. Um Verfalschumgen infolge An—
derungen der Gesamt-Kérpertemperatur (Narkose fihrt zu T-Erniedrigung) zu ver-
meiden, wurde ein Vergleichsmeffihler in einem ahnlichen, aber unbestrahlten
Hautareal angebracht.

aT/K aT/K

34

2 1.60

14 . 080

i
|
|
{
{
i

1 5 10 15 t/min l 0 40 8.0 12.0 %0  r/mm

Abb.3.2. 11 links.AIn—viﬁo gemessene Temperatur als Funktibn der Bestrahlungszeif
Gewebe einer Maus, r=2mm, I=50mV/cm*, 645nm, PS: ¥ethylenblau, 10E-04¥/0,1iml/s.c.
l:ohne PS 3:Messung 10min 2:Messung 60min nach Applikation, E:Bestrahlungsende.
Thermoelement: Konstantan-Edelstahl (X5CrR¥iMo), punktgeschweiBt, Kaniilenform,
Empfindlichkeit 0,05 mV/K. Rechts: berechnete Werte T(x,y:). Demnach erhilt man

fir unmarkiertes Gewebe ein T(2mm, 4mm)=1, 1K.
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Es ist ersichtlich, daR die Einstellung des stationdren Temperaturwertes nach.
max. 10min erfolgt. Wahrend umnmarkiertes Hautgewebe Temperaturerhchungen von ca.

(15-20)K/ (Vcm~*) zeigt, werden beil subcutaner Injektion des PS VWerte von

(40-60)K/ (Wcm~=) bei gegebener Konzentration und gegebenem Abstand erzielt.

Die sinkende Temperatur mit zunehmendem Abstand vom Injektionszeitpunkt (Kurve 2.
und 3) ist infolge diffusionsabhéngiger Eliminationsprozesse des PS und Andérunf

gen in den Durchblutungsbedingungen (Kdérperreaktion) erklarbar.

Die Bestrahlungsdosen wurden bei den PCT-Experimenten sc gewahlt, da8 maximale

Temperaturerhsungen von <4K auftraten. Damit konnten thermisch induzierte Nekro-

sen ausgeschlossen werden.

3.3.1. Versuchstiere/Tumor/Gruppeneinteilung/Applikation

Zum Einsatz kamen weibliche Shoe-ICRMiuse im Alter von 4-%- Monaten mit ein- oder

zweiseitig subcutan induziertem Tumor. Das verwendate Ehrlich-Carcinom zeigt ein
dreiphasiges Vachstum. Nach einer ersten langsamen Phase schliebt sich eine
schnelle zweite Wachstumsphase an, der eine dritte mit Sattigungscharakter
folgt. Bereits in der zweiten Phase ist ein zunelmnder Anteil autonekrotischer
uné hypoxischer Areale zu verzeichnen, s. Abb.3, Anhang 1. Die Behandlung er-
folgte bevorzugt zu Beginn der zweiten Phase.

Die Tiere wurden in Kontroll- und PCT-Gruppen eingeteilt (i. allg. n=10) und un-
ter gleichen Bedingungen gehalten. Die mit NaCl und PBS versetzten PS8 wurden
entsprechend dem Versuchsplam, i.v. (Schwanzvene), i.p. oder s.c. (Umspritzen
des Tumorbettes) nach dem makroskopischen Sichtbarwerden des Tumors appliziert.
Vahrend der Bestrahlung ((10-60)min, P=(100-200)mW, X={(G600-700)nm, mehrmals)
waren die Tiere narkotisiert. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der Tu-
morfeuchtgewichte und anhand histologischer Untersuchungen. Die Quantifizierung
der PCT-induzierten Schidigung experimenteller Tumore ist problematisch.

Detailliertere Informationen sind dem Anhang 1 und dem Anhang 2 zu entunehmen,

3.4.2. Testung von aggregatangereicherten HpD-Préparaten der DDR-Produktion

Die in Kooperation mit der HNO-Klinik Halle durchgefiihrten Untersuchungen sind
im Anhang ! bzw. in den Publikationen /43%,44%#/ dargestellt. Sie belegen die

Eignung des DDR-Praparates als photodynamisch wirksames Agens. Veiterfibrende
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Untersuchungen widmeten sich der Frage, inwieweit die HpD-PCT effektiviert
werden kann, insbesondere bei Auftreten von Sauerstoffmangel (Hypoxie).

Hypoxie setzt die Effektivitat der PCT wesentlich herab. Solide Tumoren weisen
aber baufig einen hohen Anteil hypoxis hpr Tumcrareale auf (nach /45/ bis 50%).
erg /46/ schliagt eine Optimierung durch zusdtzliche Erhthung des Oz-Angebotes
und Hyperthermie vor. Andererseits zeigt sich, daf bestimmte, als Elekironenak-
zeptoren wirkende Verbindungen mit grofem Diffusionsradius, die Nitroimidazole,
die Resistenz hypoxischer Zentren gegeniiber elektromagnetischer trahlung
herabsetzen /45/. Aus in-vitro Untersuchungen von /83/ ist zudem bekannt, dad
die auch als Elektronendonoren wirkenden Porphyrine mit Nitroimidazolen uber den
Typ I der Photooxidationen photodynamisch wirksame Komplexe bilden. Vie unsere
Untersuchungen (Abb.3.3.1I) zeigen, kamn die 2 sstzliche Applikation von Ni-

n Tumoren mit hohen

sty
e
[N
D

troimidazolen (hier Metronidazol) zur HpD-PCT bei so

R

hypoxischen Anteil die antitumortse Virksamkeit erhshen {(s. auch /27/3.
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it alleiniger YNitroimidazolgabe (¥ im Vergleich zu bestrahlten Tieren nach
s,c. (links) und {i. {rechts) HpD-Applikation (HpD+IR) und zusitzlicher ¥itrol-
£ ¥

nidazolgabe (HpD+¥+IR). Die Tumoren wiesen einen hohen Anteil hypoxischer und

teilweise bereits nekrotischer Zonen auf.

3.2.3, Uptersuchunzen mit dem Photosensibilisator Methylenblauy

Der Thiazinfarbstoff Tetramethylthiomin (Metbylemblau) ist als Sensibilisator

mit hoher Singulettszusrstoff-Generation und auch als Radikalbildner bekannt
/z.B.47/. Die von umns du fihrten Untersuchungen basieren auf den Experimen-
ten von Berg und Jungstand von 66 /157 und der von Fukui et al. /17/ 1083
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gefundenen Korrelation zwischen der Methylenblaufidrbung des Gewebes und dem
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Tumorstadium von Harnblasentumoren. Ein ndglicher Einsatz des Farbstoffes fiur

die selektive PCT wurde in den Arbeiten nicht diskutiert.
Ausgehend von den Er
von Methylenblau (¥b
lung von Harnblasentumoren, getestet. Der um eine Gré8enordnung hdhere molare
Extinktionskoeffizient wvon €(670nm>23x10E04¥’cm' 1im roten Spektralbereich
sowie die bathochrome Verschiebung im Vergleich zu HpD (Abb.2, Anbang 2 und
Abb.1, Anbang 1) ist fir die Effektivitidt der PCT wesentlich.

In der Abb.3.3.1II sind die Toxizitdtsraten bestrahlter Tiere in Abhangigkeit von
der applizierten FS-Konzentration, sowie die Ergébnisse der PCT vdargestellt.
Eine deutliche Reduktion der Tumorfeuchtgewichte konnte erzielt werden, einschl.
einzelner Falle, in denen makroskopisch kein Tumor mebr erkennbar war.

Ausfihrliche Informationen sind dem Anhang 2 bzw. den Publikationen /48%,49%/ zu

entnehmen,

Todesrate PCT
50 i
2 ;
o |
o 2 |
oQ i

(¥a)

é
250mg 125mg. 25mg. KT Mb MbeB |
kg kg kg ,

Abb.3.3.11 Testung der photodynamischen Wirksamkeit von Mb anhand der Letali-
tatsrate von Miusen nach Mb-Applikaticn und Bestrahlung (647nm, 676nm), links
und Tumorfeuchtgewichte nach s.c. Mb-Applikation (25mg/kg KM> und PCT, rechts.
Bei alleiniger Injektion von 250mg/kg KM (keine Bestrahlung) Letalitdtsrate:0.

Nach dem Aufbau einer Bestrahlungsanordnung fir den klinischen Einsatz /50%/
fanden in Zusammenarbeit mit der Urologischen Klinik Jena inzwischen erste PCT-
Behandlungen von Fatienten mit Harnblasentumor etatt. Dabei wurde der FS
Methylenblau lokal appliziert (Instillatiom in die Harnblase, zugelassen vom
Zentralen GutachterausschuB), wodurch eine Akkumulation des PS in den &uBeren

Hautschichten vermieden wurde.
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3.3 4. Uptersuchungen an reduzierien Porphyrinen

Die Reduktion subcutaner tierexperimenteller Tumoren wurde von /51/ nach Phéo-
phorbid-Gabe und Lichtbehandlung beobachtet. Bei den Versuchen wurden nicht nar-
kotisierte Tiere 10min mittels UVA-Lampen (Eindringtiefe wvon UV: {imm> be-
ctrahlt. Zum Zeitpunkt der Bestrahlung (241 nach Applikation der EAC-Zellsuspen—
sion) liegt jedoch noch keine solide Form des Tumors vor.

In wafrigem Milieu weist Phaeophorbid (ISC—Rate:0,75/51/,e(660nm)>10E05K“cm“)
einen hohen Aggregationsgrad auf, der eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz-
quantenausbeute <0,01 bewirkt. In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte keine
Hemmung des Tumorwachstums nach Bestrahlung in die im roten Spektralbereich ge-
legenen Absorptionsbanden gefunden werden. Eine Substanzschadigung infolge einer
notwendigen Vorbekandlung mit EtOH (geringe Vasserloslichkeit des Phaophorbid a)
ist nicht auszuschlieden.

Eine Mincker Arbeitsgruppe experimentiert mit dem Chlorophyllabkémmling Chlorin
ee /53/. In Zellexperimenten konnte diese Gruppe eine photodynamische Wirkung

- neobachten. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente belegen, dagd

L2

5

0

Y

owohl fir die metallfreien reduzierten Porphyrine Chlorin es, als auch

w

Chiorophylline photodynamisch induzierte tumortoxische WVirkungen bestehen. Di
Abb.3.3.1I1 zeigt Resultate der PCT-Untersuchungen mit reduzierten Porphyrinen
im Vergleich zu HpD- und Hethylenblau—Experimenten (s. auch /54%/).

Die mit der in Kap.4 vorgestellten Fluoreszenzanlage durchgefiihrten Fluoreszenz-
untersuchungen zeigten jedoch bei dem verwendeten Tumormodell des eoliden

Ehrlichcarcinoms keine bevorzugte Tumorakkumulation des Chlorins.

Tumor - Feuchtgewichte 3 y .
Ssulen 3-6: HpD-Gabe
— 'W a Ssaulen 7-8: Mb-Gabe
] — Saulen 9-10:; Gabe wvon
- — Phaophorbid a
E u g L
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= e B | = K-Cu-Chlorophyilin
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Abb.3.3. 111 Hemmung des Tumorwachstums des soliden EC nach Applikation verschie-
dener PS und Bestrahlung. Die Kontrolltiere erhielten jeweils die gleiche

¥enge HNaCl verabreicht. KT:Kontrolltiere, B:Bestrahlung, P PS-Applikation ohne B



L

4. Fluoreszenzdiagnostik

4.1. Eipleitung

Ausgehend von den in Kapitel 3 dargestellten Ergebnissen zur photodynamischen
Wirksamkeit, sollen in den folgenden Kapiteln optische Methoden vorgestellt wer-
den, die auf Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen basieren und Aussagen zum An-—
lagerungsverhalten des PS an kirpereigene Substanzen, insbesondere in biologi-
. schem Gewebe, ermoglichen. So kann die sirahlende Relaxation des S.-Zustandes
(Fluoreszenz) zur Lokalisation einer Substanz genutzt werden. Gelingt hinsicht-
lich der Kriterien Fluoreszenzintensitit Ir, Polarisationsgrad P (problematisch
infolge Mehrfachstreuung des Gewebes), spektrale Verteilung I-=f(X) oder Fluo-
reszenzabklingzeit 7= eine Differenzierung zwischen Tumor- und Umgebungsgewebe,
kann dieces Verfahren als Diagnostikmethode in Betracht gezogen werden werden.
Besteht eine Korrelation zwischen eimem dieser "Diagnose-Parameter" und der pho-
todynamisch wirksamen Spezies, ergibt sich die Msglichkeit der Abschd@tzung der
Virkung der selektiven PCT infolge der oft zutreffenden Korrelation zwischen
Wirkung und Pharmakonkonzentration,

In dem vorliegenden Kapitel sollen Ergebnisse von Fluoreszenzuntersuchungen vor-
gestellt werden, die vorwiegend mit dem in der DDR hergestellten HpD-Praparat
gewonnen wurden. Den Schwerpunkt bilden dabei Untersuchungen zur photoinduzier-
ten Anderung des Spektralverhaltens.

In der Literatur sind vorwiegend Fluoreszenzuntersuchungen mit dem PS Fhotofrin
zum Zweck einer Tumordiagnostik beschrieben worden /12,56,57,58,60,61,62,63,64/.
Stellvertretend sei Hayata /64/ genannt, der Tumore des Bronchialtraktes in ei-
nem sehr frihen Stadium (carcinoma in citu) mittels Photofrin-Markierung lokali-
sierte. Bei der Messung dér in-vivo Fluoreszenz des Markers/FS, muB die Eigen-
fluoreszenz <(Autofluoreszenz) das Gewebes infolge endogener Florophore (z.B.
Pigmente) bericksichtigt werden. In Abschnitt 4.3, werden entsprechende Untersu-

chungen vorgestellt.

Das Fluoreszenzverhalten des Gemisches HpD wird im wesentlichen durch den Anteil
der Monomere bestimmt. Die Abbildungen 4.1.1 zeigen das Fluoreszenz- und das
Fluoreszenzanregungsspektrum sowie das Absorptionsspektrum von HpD in waniger
Losung. Vergleicht man das Anregungsspektrum mit dem Absorptionsspektrum, fallen

insbesondere Unterschiede in der gspektralen Lage des Maximums der Soretbande
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(Bande im UV/violetten Bereich) und in deren Halbwertsbreite auf. Untersuchungen
in stark verdiinnten lLdsungen oder bei Verwendung von Ethanol (EtCH) als Lésungs-
mittel zeigen die Korrelation von Anregungsspektrum und Absorptionsspektrum der
Monomere, die ein Maximum bei =240Cnm aufweisen. ﬁemnach sind dem Maximum der
Soretbande bei ca.365nm Aggregate zuzuordnen, die nicht wesentlich zur Fluores-
zenz  beitragen. Fir die Fluoreszenzdiagnose werden deshalb Dbevorzugt
Quecksilber-Hochdruck-lampen <(405nm, /55%/), Kryptonionenlaser (407, 413, 415
nm; /56/) oder UV—Léser gepumpte Farbstofflaser eingesetzt /56,57,38%/.
Fluoreszenz kann aber auch bei UV-Einstrahlung ‘oder Einstrahlung in die
schwidcher absorbierenden VIS-Absorptionsbanden (Q-Banden) beobachtet werden
/58,59%/. Die vier Q-Banden sind typisch fir Porphyrine mit reduzierter Zentral-
symmetrie, in diesem Fall fir metallfreie Porphyrine in neutraler Umgebung
/65/. Bei Erniedrigung des pH-Wertes der Lésung erfolgt durch Protonierung
(Anlagerung von H-Atomen an die beiden wasserstoffreien N-Atome, s. Abb. 4.1.1,
rechts) eine Erhohung der Symmetrieordnung, kofrelierend mit einer Bandenredu-
zierung. Das Spektrum mit den verbleibenden zwei Q-Banden &hnelt dann demen der

Metallporphyrine (Metall ist Zentralatom, z.B. bei Protcham: Fe).
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bb. 4.1.1 links: Fluoreszenz- und Fluoreszenzanregungsspekirum von HpD in PBS,
(c=10E-0B6M, hexc=400Cnm, »+~=612nm>, rechts: Absorptionsspektrum, c=10E-04K, mit
Darstellung des Porphyringrundgeristes. Die wvier Pyrrolringe A,B,C,D sind durch
Methinketien miteinander verbunden. Die C-Atome sind je nach Porphyrin mit ver-

schiedenen Liganden substituiert.

Im folgenden soll eine Abschatzung iber die zu erwartende Fluoreszenzintensitat
eines vollstépdig bestrahlten, HpD-markierter Tumorareals mit einer Oberfliche

A=lcm* gegeben werden.



Abschitzung der Fluoreszenzintenpgitat von HPD-ipkubjertem Gewebe

Bei Kleinsignalverhalten (geringe Photonenflufdichte n) erhdlt man fur den sta-

tiondren Fall die Anzahl der Fluoreszenzphotonen pro Zeit- und Volumeneinheit:
k= (841

i

2,3ecn ke/ (ketknrtXisc) k: Ubergangsrate

2,3ecnbe [S:1: Besetzungszahl
Mit der Fluoreszenzquantenausbeute 8+=0,01 (experimentell bestimmit), dem dekadi-
schen molaren Extinktionskoeffizienten ¢ (400nm)=6x10E04¥~'em~' und der Photonen-
fluRdichte n=P/(hfA) mit hf (400nm)=5x10E-19%Vs, P=10mV, A=lcm®, erbhdalt man:

n = 10El6cm =g’
Fir die Konzentration ergibt sich anhand des in /41/ angegebenen Vertes der Ak-
kumulation von HpD-in Tumorgewebe von Sug/g und einer Gewebedichte von 1kg/l1 der
molare Konzentrationswert von ¢ = 8,5x10E-06M und damit:

ke({S11 = 4x10El4scm =

Fir den Fall eines oberflachlichen Tumors <(hiufigster Fall) mit einer Gewebs-
dicke von lmm und damit einem flucreszierenden Veocliumen von 0,lcm™ erbalten wir
fir die Abstrahlung in den gesamten Raumwinkel:

F = 4x10E13s™°
Bei angenommener Punktquelle, einem Abstand s zwischen Quelle und Auge veon 30cm
(deutliche Sshwaeite) und einer angenommeren PupillengréBe von a=6mm Durchmesser,
gild: Deupiile = Pra®/4xdxnxs®
Ein Fhotonenstrom von ca 10E0Q Fhotonen trifft somit pro Sekunde auf die Net
haut., Das entspricht einer mittleren Leistung von P=3x10E-10V (630nm). Als Ex-

pfindlichskeitsgrenze dez Auges wird der VWert 6x10E-17V angegeben /656/.
1

9]

Bisher wurde der Fall eines oberflachlichen Tumors betrachtet und die optisch
Eindringtiefe des Gewebes nicht beachtet

Die vorliegenden experimentellen Untersuchungen wurden hauptsichlich an Miausen
mit einem subcutanen Hauttumor durchgefibrt. In diesem Fall bedeckt eine ca.
0,5mm dicke HBautschicht das Tumorarezl. Da die Fluoresze

des optischen Fensters liegt, kann die Abeorption durch diese Hautschicht im
Gegensatz zur Anregungsstrahlung naherungsweise vernachlZssigt werden. Bei einer
optischen Eirndringtiefe von pa=lmm fur die Anregungsstrahlung erhdlt man bei
Annahme eines Abfalls nach Lambert-Beer eine Dimpfung des Fluoreszenzphotonen-
stromes von =40%. Beachtet man weiterkin den Abfall innerhalb dee Tumorgewebes
fiir den gleichen Wert p., kann letzlich ein Dampfungsfaktor von ca.’ 3 in

Betracht gezogen werden.
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Der zu erwarteade Flucreszenzphotonenstrom liegt daher 5-6 GréBenordaungen uber

der Empfindlichkeitsgrenze des Auges. Im abgedunkeliten Raum und bei abgetrenntem

»1

Streulicht kann die Fluoreszenz des HpD-inkubierten Tumorgewebes (V=0,lcm™) mit
dem Auge erkannt und z.B. die fluoreszierenden Tumorareale mittels bildgebender
Glasfiber und rotempfindlichen Endikon einer Fernsehkamera auf dem Bildschirm
sichibar gemacht werden (s. /15%/). Der beobachtete Photonenstrom im roten Spek-
tralbereich wird jedoch nicht allein durch die HpD-Fluoreszenz bhervorgerufen
Insbesondere die Autofluoreszenz des Gewebes  sowie durch Streustrahlung
induzierte Sekundarfluoreszenz und die Untergrundstrahlung der Anregungsquelle

fiibren zu Verfélschungen bzw. seizen die Nachweisempfindlichkeit herab.

Der in Abb. 4.2.1 schematisch dargestellte Fluoreszenzmefplatz gestattet neben

der in-vivo HMessung der Hpu—Fluoreszenz auch die der intensitdtsschwachen Auto-
fluoreszenz von Gewebe. Das wird durch verlustarme Leitung des Fluoreszenz-
lichtes in den Monochromator, die Moglichkeit der Selektion im roten Spektralbe-
reich liegender Untergrundstrahlung {(z.B. spontane Emission des angeregten Plas-
mzs bei Edelgssionenlasern, UV-induzierte Fluoreszenz an den Brewsterfenstern
de= Resonators) und die Abtrennung der der Fluoreszenz iiberlagerten Remissions-
strahlung des Anregungslichtes erreicht. Infolge Mehrfachstreuung wird ein ho-
her, anndhernd isotrop verteilter Anteil der Anregungsstrahlung riickgestreut.
Gelangt diese Remissionsstrahlung (Haut, Maus: 20,3, s. Kap.6) mit dem Fluores-
zenzlicht in die Empfangerfasern des Lichtleiterbindels kénpen zum einen uner-
winschte Fluoreszenzen (z.B. von Fasermantel und von Farbglasern/Schottfilter?
angeregt und andererseits in Abhdngigkeit von der Stokes-Shift die Detektion der
Gewebefluoreszenz durch Streulichtiiberlagerung erscbwert werden.

Als Anregungéquelle diente bevorzugt der Argonionenlaser, da insbesondere mit
der Emission bei 351nm und 364nm in die Soretbande eingestirahlt sowie Eigen-
fluoreszenzen des Gewebes angeregt werden kdnnen und er zudem als Pumplaser fiur
den PCT-Farbstofflaser verwendet werden kann. Weiterhin wurde ein stickstoff-
laser-gepumpter Farbstoffkiivettenlaser mit Gitterresonator verwendet, der bei
Nutzung des aktiven Mediums BBAO mit Imax=406nm in das Absorptionsmaximum der
Monomere einstrahlt /55#/. Mit Hilfe eines von umns entwickelten Lichtleiterein-
kopplungsgerates, das in Anhang 3 bzw in /D59%,067#/ ausfihrlich dargestellt ist,
wurde die Fluoreszenz obne verfalschenden Untergrund angeregt und registriert.

¥it dem in der Abbildung dargestellten Adapter. ist durch den Einsatz eines




Fensters mit UV-reflektierenden, dielektrischen Schichten (Quarzplatte mit 6ff;
nung versehen) eine Abtrennung der Remissions- von der Fluoreszenzstrahlung var
der Einkopplung in die Empfangerfasern gewahrleistef. Eine Unterdrickung der
Streustrahlung um ca. 10E03 beziglich der transmittierten Fluoreszenz konnte er-
zielt werden. Die Verwendurg von dielektrischen Schichten erweist sich gegen-
uber dem Gebrauck von Farbglasern oder Farbstofflésungen als Filter vorteilhaf-
ter, da letztere infolge Eigenfluoreszenz nur bedingt geecignet sind.

Mit der experimentell bestimmten Nachweisempfindlichkeit von *10ng/cm* HpD in
PBS stand damit eine empfindliche Fluoreszerzanordnung zur Verfiigung. uUbliche

HpD-Konzentraticnen im Tumorgewebe sind (5-8)pg/cm® 741/,

!
I~
; L 1—Sende - Lichtleiter |
CHOPPER 36l om [- ==g1\ 2—Emptdngerfaser
% 4/L 3—Kandle ;
| 4=Schraube ' ?
3 " 5-AuBenbuchse
—5S 6—|6nnenbuchse mit
: +1 Kandlen :
HoGsE Hoo- B 7-dielektrische Schicht |
| : 7

Abb.4.2.1, links: Schema des Fluoreszenzmesplatzes, rechts: Adapter zur Aufnahme
der Fasern und des Eintrittsfensters mit dielelektrischer Vercpiegelung. Die An-
gunge~ und Fluoreszenzstrahlung wird nach Abtren ung des Untergrundes und der -
Streustrablung in Quarzfacern mit SQ,-Maniel {({erndurchmesser: 300um: eingekop-
pelt. Der Nachweis erfolgt mittels lock-in-Technil (Yonochromateor-) oder mittels

OVA (Polychromator-Einsatz), der auch die Darste

m

llung im Echtzeit-Regime gestat-

o

tet. Die Anordnung der Eumpfingerfasern wurde Spalt angepaBt.

4.3. Untere
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be unterschieden werden kann. Die vorliesenden hntersuchungen hatten das Ziel,
den Einfluf der Autofluoreszenz auf das Epektrum von PS-markiertem Gewebe zu
eliminieren (korrigjerte Epektren) und andererseits zu iberprifen, ob eine Tu-

mor-Autofluoreszenz-Diagnose (keine Applikation von Tumormarkern) mogiich ist.



en der Autoflucreszenz von Tumor-

g
gewebe im Vergleich zum Normalgewebe beinhalten /60,61,62,68,60/. Infolge der
geringen Konzentration dar Flucphore in Gewebe sind empfindliche ¥achweisanord-

wwngen notwendig. Von einigen Autoren werden Tumor-Autofluoreszenzen mit einem

A

¥aximum bel 480nm bei Anregung mit einem Stickstofflaser (337 nm) /60/ oder bei
500nm (Bronchialcarcinom) /61/ beobachtet. In /69/ wird eine verstarkte 475nm-
Fluoreszenz (lexc=366nm) von Tumorréandern (Melanome) gegeniiber dem peritumoralen
Gewebe registriert. Bei Verwendung eines Xenon-Ilomen-Lasers (ex-=365nm) konnten
bei Untersuchungen verschiedener humaner HNO-Tumorea charakteristische Fluores-
zenzbanden bei den Wellenléngen 632nm und 700nm-720nm gefunden werden /67/. Lage
und Struktur dieser Banden entsprechen denen verschiedener Porphyrine. Auch bei
Anregung mit 488nm-Strahlung der hohen Leistungsdichte (10V/cm®) konnte eine
tumorcharakteristische Eigenfluoreszenz bei 520nm /6i/ und eine schwache
Fluoreszzenz bei 634nm (TCT-4909-Blasentumor der Ratte) beobachtet werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen erfolgten iberwisgend
an einem tierexperimentellen Tumor der Maus. dem soliden Ehrlichcarcinom (EC).
Die untersuchten Gewebeareale wurden zuniachst mit UV-Strahlung der mittleren
Leistungsdichte P=150mW/cn® (bestrahlte Flache: 0,lcm®) zur Fluoreszenz angeregt
und vorwiegend die Emission im gelben und roten Spektralbereich registriert.
Neben dem Auftreten einer unspezifischen Fluoreszenz mit Maxima im blau-grinen
Spektralbereich, die alle durchbluteten Gewebe aufwiesen und insbesondere auf
Autoflucoreszenzen des Blutes zurickzufihren sind (Fluoreszenzmaximum vermessaner
HSA-Proben: 470nm, H¥B:2100nm), konnten im roten Spektralbereich strukturierte
Panden beocbachtet werden. So wies die obere, uber dem Tumorareal befindliche
Hautschicht ({rasiert), eine charakteristicsche Bande bei 673nm auf. Subcutane
Gewebsschichten zeigten dagegen nur eine schwache Fluoreszenz im roten Bereich.
¥essungen am freigelegten soliden EC ergaben zwei ausgepragte Banden mit Maxima
bei =640nm und 680nm, Abb. 4.3.1. Eine Differenzierung von tumoralem und
angrenzendem cutanen und subcutanen Gewebe war moglich. Vergleichende Messungen
an einem weiteren Tier ergaben eine reproduzierbare Bandenlage und Intensitats-
verteilung. Das Fluoregzenzverhalten innerhaldb des Tumors wurde mit Lichtleiter-
technik ortsaufgelsst verfolgt. Es zeigten sich Unterschiede in der Fluoreszenz-
intensitat, die qualitative Struktur des Spektrums blieb jedoch erhalten. Nach
excitus wurden die inneren Organe (Leber, Lunge, Milz) untersucht. Ebenso wie
das Fell (weif) wiesen diese jedoch keine registrierbare strukturierte

Fluoreszenz im roten Spektralbereich auf (s. auch /69%/).
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Abb., 4.3.1 Autofluoreszenzspektrum
FLUORESCENCE

" INTENSITY (keine HpD-Applikation) des soliden
—Aul’gﬂuorescence of
Evtchrascties-torchom (ousel Ehrlich-Carcinoms. Die schwache Auto-
- -~ Autofluorescence of
. 6390m  normal tissue fluoreszenz des Tumors (spezifische
y
S $2 i Autofluoreszenz) ilberlagert sich ei-
) ner unspezifischen Autofluoreszenz
des Gewebes (gestrichelte Kurve),
] T T ! = o ~ * 3
600 o0 = P 150mV¥/cw®, MeBdauer: Smin

Nach UV-Anregung zeigt das EC-Tumorgewebe mit deutlichem Kontrast zum peritumo-
ralen Gewebe eine strukturierte Autofluoreszenz im Bereich 600nm bis 710nm mit
Maxima bei 640nm und 680nm. Moglicherweise wird diese Fluoreszenz von korperei-
genen Porphyrinen hervorgerufen, denn Bandenlage und -struktur ahneln denen ver-
schiedener Porphyrine. Die von Yanming et al. /68/ beobachteten Autofluoreszenz-
panden wvon humanen HNO-Tumoren bei Anregung mit Strablung vergleichbarer
Wellenlédnge stimmen naherungsweise (Ax210nm-20nm) mit denen des EC iberein.

Die benachbarte cutane Gewebsschicht weist ebenfallls eipe deutlich nachweisbare
Fluoreszenz im roten Spektralbereich auf, jedoch kann anhand der cpektralen Ver-

teilung eine ausreichende Differenzierung vorgenommen werden. Eine Flucreszenz

ot
S

~
< L

im betrachteten Spektralbereich zeigen alle aiiferen Hautpartien, im Gegensa

den inneren Organen. Dlie von /62/ baobachtete tumorcharakteristische Dande bei

(D

520nm wurde von uns aicht registriert, auch bestand keine uberein s?1mmun¢ im
roten Spaktralbereich. Die Ursachen fur diese unterschiedlichen Ergebnisse dirf-
ten insbesondere die Spezifik des Tumors (vergleichende Untersuchungen an dem
Lewis-Lung-Tumor der Maus bestatigen diese Bebauptung, hier konnte die tumorspe-
zifische Autofluoreszznz nicht beobachtet werden), und in der unterschiedlichen
Vzahl der Anregungsstrahlumng (X, Intensitdt) zu suchen sein. Die von /62/
verwendete hohe Intensitét von mehreren VWatt/cm®, aber auch die hier verwendete
von 150nW/cm® im UV, kann bei ausreicheader Bestrahlungsdauer zur Generation
fluoreszierender Photoprodukte fihren {(s. 4.5.). Somit kann nicht ausgeschlossen
werden, das die beobachteten in-vivo Fluoreszenzen Resultat photochemischer
Umwandlungen sind. Die beobachtete spezifische Autofluoreszenz des soliden EC,
sowie die Resultate von Yanming et al. /68/ zeigen, daB eine Diagnose bestimmter
Tumore auch ohne vorherige Markierung mittels Fluoreszenznachweis miglich sein

kann. VYeitergehende Untersuchungen an humanen Tumoren sind von grofer Bedeutung.
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4.4. lu-vivo Unterguchungen zur HpD-Fiuoreszenz

In Abhdngigkeit von der Applikationsart und dem Zeitintervall nach Injektion des
PS8 (HpD-Praparat aus DDR-Froduktion) scwie der Ausgangskonzentraticn konnte der
Sensibilisator in verschiedenen Korperarsalen nachgewiesen warden.

AvBer dem tumoralen und peritumoralen Gewebe wies insbesondere die duBere Epi-
dermis (z.B. Ohr, Schwarz) eine starke Fluoreszenz auf. Die Akkumulation in den
duBeren Hautschichten ist ein wesentlicher Nachteil des HpD, da sie zu einer
mehrwochigen FPhotosensibilitat fiihrt.

Spektroskopische Untersuchungen an tumor {(EC-2tragenden Versuchstieren ergaben
eine deutlich héhere HpD-Fluoreszenziniensitat inmnerhalb des soliden Tumors im

Verglelcb zum umgebenden Gewebe und zu verschiedenen COrganen (hier Messung nach

xcitus). Abb. 4.4.1.

|
HPD 10mg/kg BMW. ip. i Ehrlich - Carcinom i

FLUORESCENCE Fluoreszenz

INTENSITY rel.E. {Maus)
Ehrlich - Ascites- Carcinom :gmg/kg HPD (Halle)
e 660nm
x33
i Tumorumgebun,
tumorsurroundi g g

?J?Sscm 05cm

o 650 70 A/om 600 650 700 Alnm

Abb.4.4.1 Fluoreszenzspaktrum von unterschiediichén Gewaben 18h nach 1i.
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Um die beobachtete Rotver rschiebung der Fluoreszenzbanden zu erklaren, wurde HpD
in verschiedener Umgebung untersucht. Bs zeigte sich, daf durch Bildung wvon PS-
Mcnomer -HSA-Komplexen, isbesondere die Bindung an die Lipoproteine geringer
Dicht (LDL}, und damit verbundener Agsregatdissoziation, cine Rot

und Intensitatszunabme der Flucreszenzhanden o
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der Anlagerung und Diffusion des PS durch die Zellmembranen entsprechend den
Untersuchungen an den Micellen SDS und CTAB (einfache Membranmodelle) zu e
warten, Abb. 4.5.11. Pamit wird die in-vivo beobachtete spakirale Lage der Flup-
reszenzbanden von =63Snm und ~690nm in HpD inkubiertenm Gewebebestandteilen

varstandlich.



Abb. 4.4.11 Fluoreszenzspektrum Oexc=400nm)

von HpD in PBES (10E-04X) und bei Zugabe von

HSA und Micellen sowie 0,2ml humanen Lipo-
350 400 A/nm :
proteinen geringer Dichte (c=1,79g/1),

1 in PBS . Letztere spielen nach /71/ infolge starker
2 in HSA i
-- in LOL Kopplung mit HpD und bevorzugter Aufpahme

in CTAB
durchk Tumorzellen eine wesentliche Rolle im

Prozef der selektiven Anlagerung.
Oben im Bild: Znderung der Soretbande

infelge Deaggregation.

600 700  A/nm

Bei Annahme eines linezren Zusammenhanges von Fluoreszenzintensitit und Konzen-
tration kann die lntencitédt der Luminoszenz zur Konzentrationsbestimmung genutzt
werden. Intensitdteverhidltnisse von 1:3,3 bis 1:10 (Tumorfluoreszenz : Umgebungs-
fluoreszenz in Smm-20mm Abstand vom Tumorrand) konnten so in Abhingigkeit vom
Zeitintervall Injektion-Mecsung bestimmt werden. Dabei ist die inhomogene Ver-
teilung des PE innerhalb des Tumorgewebas zu beachten. Die Ergebnisse stimmen
mit Untersuchungen verschiedener Autoren iber das Anlagerungsverhalten des FPra-
parates Photofrin uberein /62/. Damit zeigt sich, daf prinzipiell das DDR-Prapa-
rat auch fir die Fluoreszenzdiagnostik gee ignet ist (s. Anhang 1 bzw. /431/),

Wie aus Abb. 4.4.1 auch erkennbar, unterccheidet sich die Spektrenform cer Tu-

morfluoreszenz von der der Umgebungefluoreszenz durch das Intensitateverhaltnis
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der beiden ¥onomeriluoreszenzhanden & abar die
Bande bei ~8660 nm.
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at dieser Banden von
EUﬂcszencer Bestrzh-

‘Abbau der ¥oncmer-

Generation von fluoreszierenden FPhotoprodukten

Da die 680nmFluoreszenz im Tumorgewebe im Gegepsatz zum peritumoralen Gewebe
beobacktet wurde (4bb.4.4.1, gleiche Bestrahlungsdosis), wurde zunachst gepriift,
ob tumorspezifische Faktoren fir die Entstehung der Bande verantwortlich sind.
Wie aus Abb. 4.5.1 erkennbar, kann dag Erscheinen eines neuen Fluoreszenzpeaks
bei €50nm-5660nm auch bei Bestrahlung von HpD-haltigen Tumorzellsuspensionen und

HpD-HSA-Verbindungen beobachtet werden.

k EAC - Zellsuspension + pg /@l HpD

0™ M HpD in HSA(20%) BTy 4
+PBS(1:20) R

600 (=] 700 0 A nm
Aber auch in wakr iger Losung kann fir 10E-05¥ oder hiherkonzentrierte HpD-Lésun-

gen (typischerweise 10E-04M in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis eine zu-

catziiche Bande registriert werden. Nach 4.1. lieger HpD-Konzentratiomen in Tu-

morgewebe ~lg/ml) von 210E-05X vor. Das Maximum der Bande liegt bei =642nm und

folgt damit der erwarteten Verschiebung von 15nm-20nm bzgl. der Lage im in-vivo-

Spektrum, Abb. 4.5.1I. Vie aus den Differenzspektirum ersichtlich, nimmt die

Intensitat der ©42nm-Fluoreszenzbande absclut zu, wihrend die der 612am und

675nm-Banden abnimmt. Trotz der Abnabme der Xonomerbanden kann die integrale

Flucreszenzintensitat zunichst zunehmen.

Die 64Z2nmFluoreszenzbande stellt somit keine von vornherein gegebene

Fluoreszenz bande dar, die bereits im Spektrum dar unbestrahlten Probe vorhanden

ist und nur durch Photobleaching der Monomermaxima sichtbar wird, sondern ist

Ausdruck fir die Bildung eipes neuen, fluoreszierenden Produktes.
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Abb. 4.5.11I Fluore zenzapektren einer 10E-04X HpD-PBS-Losung in Abhdngigkeit von
der Bestrahlungedosis und das Fluoreszenz-Differenzspektrum von ubpbestrahlter
und 40min bestrahlter Probe, bei dem man den Aufbau der 642nm-Bande und den Ab-

bau der Banden bei $12nm und 5%75nm erkennt.

Die Herausbildung der 660nm-Bande ist somit nicht tumorzpezifisch oder an die
Existenz bestimmter Verbindungen mit kérpereigenen Stoifen (Proteine, Lipide,

Lipoproteine) gebunden. Als Ursache fur das verstirkte Auftreten dieser Bande im

Um zu prifen,eob ein thermisch induziertes Produkt vcrliegth wurden 10E-04F HpD-
tet wurde cine Erhdhung

e
forrelierend mit einer langwelligen Verschiebung der

Sarett bande von msx. Snm. Dies kann auf ‘Deaggregationsprozesse gemdf der zu er-
wartenden temperaturabhingigen Verschiebung des Gleichgewichtes Monomer - disso-
ziierbare Aggregate zurickgefibrt werden. Die Herausbildung einer zusdtzlichen
Fluoreszenzbande wurde jedoch nicht becbachtet. Damit liegt der Schluf nahe, daf

dasz/die neuerstandene/n Produkt/e Resultat photochemiccher Umwandlungen is /Gind

=

e
wic

f

/72%,73¢%#/. Untersuchungen in hsherkonzentrierten Légungen belegen, daR
rch Bestrablung Deaggregationsprozesze ablaufer konnen. Dabei steigt die Fluo-

reczenzintensitat der €1Znm und 675nm~Banden zunachst an, zeigt dann aber oben

Betrachten wir zunschst die Kinmetik der 612nm-Fluoreszenz, die wie Kapitel 5
zeigt, allein den HpD-Monomeren zugeordnet werden kann. Vie aus Abb. 4.5.111 er-
die Flucreszenzintensitat einer 10E-04¥ HpD-Liésung mit zuneh-
szeit ab und zeigt cinen exponentiellen Verlauf. ¥ach langer

Bestrahlungszeit ist eine Beschleunigung des Ausbleichprozesses feststellbar.
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Das entsprechende Verhalten der Absorption bei der Anregungswellenldnge 400nm
ict aus den Abb. 4.5.1V,V ersichtlich. Mit zunebmender Bestrablumngsdauer verrin—
gert sich die Absorption durck die Soretbande, wobei diese im Bereich des Ban-
denmaximums 367 nm wesentlich gréfer als im Bereich der Monomerabsorption um
400pm ist. Vahrend eine Verringerung auch bei den drei kurzwelligen Q-Banden
feststellbar ist, verlaufen die ZXnderungen im roten Spektralbereich unter einer
BExtinktionszupahme. Das Ausbleichen der Absorption wahrend der Bestrablung zeigt
eine niherungsweise exponentielle Kinetik. Die Komplexitadt der Vorginge kommt in
der unterschiedlichen Geschwindigkeit fiir das Ausbleichen der Abserption und der

Fluoreszenz zum Ausdruck. Trotz Intensititabnahme der Monomerflucoreszenz erfolg

zunachst keine wesentliche Anderung des Extinktionswertes fur 400nm.
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der Bestrahlungsdauer (HBO 200, S50m¥/cm®, lexc=400nm) und dem Sauerstoffgehalt
{0z, Ar-, Luft-Spilung) einer 10E-04¥ HpD-Losung ¢0,2ml). In der rechten Abb.
wurde die relative Intensitiat logarithmisck dargestellt. Dem beginnenden

langsamen exponentiellen Verlauf folgt eine schmellere Kinetik

Abb. 4.5.1V Absorptionsspektrum von HpD

350 400 &50 500 550 600 650 700 X/nm
4 9 50 o0 Wi
in PES. ¥it zunehmender Bestrahlungs-

B

dauer (0-330min, HEO Z200,50mW/cm®)
bleicht die Probe aus. Der Prozel des

Photobleaching wird von dem Prozef der

Fhotoproduktgeneration iberlagert (re-

duziertes Bleaching um 400nm, 450-50Cnm

25 20 5 VO und um €00-650nm}.

2




Abb. 4.5.V Kinetik der Absorptionsénde-

rung (Fhotobleaching), HBO200, 60m¥W/cm™

Eo entspricht max. Extinktionswert.

' 640nm-Verte wurden bzgl. Untergrund
(Absorption unbestrablter Probe) korri-

giert,

EXCITATION SPECTRUM and
FLUORESCENCE  SPECTRUM

Abb. 4.5.VI Fluoreszenz- und Fluores-—
zenzanregungsspektrum von bestrahlter

A==645nm und unbestrahlter HpD-Lésung

Intensity (rel. units)

Ye=608nm

Wenden wir uns nun dem Photoprodukt (FP) zu. Da in der 330min bestrahlten Frobe
gectrichelfe Kurve dar Abb. 4.5.1IV) der Anteil der Monomerfluoreszenz gegen—

5

&
tber der Photoprodukifluoreszenz stark zurickgegangen ist (o. Kap.5), muR das

Absorptionsepektrum cileser Probe mit Maxima um 4C0pm, 49%nm (kurzwellige Ver-—
schiebung) und 640nm {(und einer weiterem breitbandigen UV-Absorption) wesentli-

cbe Informationen uber die PP-Abscrption enthalten.

In der Tat kann die 64ZnmFluoreszenz bevorzugt mit Strahlung der Vellenlénge
438nm gegeniber 5idnmStrablung angeregt werden. Das in Abb. 4.5.VI dargestellte
Fluoreszenzanregungscpekirum der bestrahlten Lésung %piegelt das Absorptionsver-
halten (bis auf die breitbandige UV-Absorption und den Bereich oberhalb 550nm)
wieder und zeigt besonders die Abscrptionszunabme upterbald 500nm sowie eine we-
nig veranderte Absorption um 400nm. Die 400nm-Absorption des PP liefert eine Er-
klarung fir das kinetische Verbalten der HpD-Frobe in diesem Spektralgebiet
(Abb. 4.5.V), wonach insbesondere bei dieser Wellenldnge neben dem Prozef des
Photobleaching eine Extinktionszunahme durch die PP-Generation erfolgt. Fir die
Deutung der nahezu kobnstanten Extinktion in der Anfangsphase des Bleachingpro-
zesses koénnte weiterhin das dynamische Gleichgewicht von dissozierbaren’ Aggre-

gaten und ¥onomeren herangrnzogen werden (chemisch gebundene/transformierte Mono-
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mere werden durch Deaggregierung ersetzt). Diese SchluBfolgerung ist jedoch mit
dem starken Rickgang der Monomerfluoreszenz (613nm) nicht konsistent.

Im roten Spektralbereich ist eine Zunahme der integralen Extinktion bei Bestrah-
lung zu verzeichnen. Aus dem Differenzspektrum von unbestrahlter und bestrahlter

Probe (Abb. 4.5.VII), ist die Entstehung von drei zusitzlichen Banden bei 607nm,

640nm und 705nm erkennbar.

Vie aus der

Abbildung ersichtlich,

dominiert die

ter Probe im roten Spektralbereich

aDak
(rel.E)
1.0
0.8
0.6

04

2.01

A= 642 nm
x— Absorptionspeak
» —Fluoreszenzpeak

640nm-Bande. HNach dem Erreichen eines Maximums andert sich die Extinktion (kor-
‘rigiert) uber einen langerenm Bestrahlungszeitraum nur wenig.
: i
] o
1.2 0.5+
1.0 0.4
081 o 031
0.6 1 |
0.2+ |
0.4 0.14 E
02- |
0 - g !
624 =01 !
-0.b - -0.2 4
600 &0 0 B0 Mom 600 60 0 7% Mom
Abb. 4,5.VII Absorptions— und Differenzspektrum von bestrahlter und unbestrahl-

S0 60 70 bmn

60 70 Hmin

4.5.V111 Kinetisches Verhalten der Absorptionsbande um 640mm und der Flugres-

zenzbande
erfolgte mit dem OVA unter Beibehaltung der Probenposition,

Flucreszenzanregungund FPP-Generation,

um 64Znm.

100mV,

Die alternierende Messung von Absorption undFlucreszenz

Oexe=488nm fur

1ml, Rubrer, korrigierte Spektren).

Demnach erhéalt man eine Bildungsrate von k=¢1,0-2,1)10E-035™"

Yie Abb.4.5.VIII zeigt. existiert 'eine Korrelation zwischen der Genmeration

640nm-Absorptionsbande und dem 642nm-Fluoreszenzverhalten.



4.6, Fluoreszenzverhalten des Photﬁu‘oduhtg_

In der Abb.4.6.1 ist die bzgl. der Untergrund-Fluoreszenz bereinigte PP-Flucres-
zenz dargestellt. Die Korrektur basiert auf Ergebnissen der UKZ-Untersuchungen
{s. Kap.5). Diese belegen, daB im Gegensatz zur 6lZnm-Fluoreszenz, die im we-
sentlichen auf eine Relaxation der X¥cnomere zurickgefihrt werden kann, der Be-
reich um 640nm sowohl der Xonomer—, ale auch der Aggregat- und der PP-Fluores-
zenz zugeordnet werden muf. Da der Beitrag zur Fluoreszenz des Monomeranteils
einer unbestrahlten 10E-04X HpD-Lésung jedoch =%2% bei dieser Wellenlénge be~
trigt Oexe=514nm), wurde niherungsweise die 64Z2nm-Bande als Gemisch der
Monomer- und der PP-Fluoreszenz betrachtet und entsprechend dem Abfall der
612nm-Fluoreszenz die Korrektur durchgefihrt. Die Abbildung zeigt die Zunahme

der TFluoreszenzintensitét, das Erreichen eines Maximums und eine folgende

...J

angsame Abnahme.

Die Abnahme der Fluoreszenz kann bedingt sein durch die Reduzierusg der Anzahbl

Zunahme konkurrierander Deakiivierunge-

»"- . 3 3 e P 3 3 5 355
re Tage nach der Bestrahlung belegen, daB
T

O V. U 3% 3 S O Ty L TiT) il 2 o
vnd damit ein relativ siabiles PP generiert wird.
- ~ S - <4 — k) “+
viten, wo die Flunres int tit des Photoproduktes abnimmt,

Da sich das Absorptionsband des PP und die HpD-Monomerfluoree-

iberlappen, wurds geprift, ob die Annahme eines Firster-Transfers fTEY

zwischen Photoprodukt (Akzeptor) uné ausbleichendem Monomer (Donor) gerecht-

~ N S T
fordist deb. Mit:
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erhalt man fir den Foérsterradiue Re maximale Werte wvon 2,5nm und bei einer

¥opomorkonzentration von 10E-04M einen intermolekularen Donor—szeptcr*Aostand
Ron vOon minim 10um

Mit: kr=1/70(Ro/Rond® T (¥oncmerabkliangzeit) =llmns

ergibt smich eipe Energietransfarrate ke+ von ~10E04s™', die im Ve ch zur
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Um dieses Ergebnis zu stiitzen, wurde geprift, ob eine Fluoreszenzanregung des PP
bei Einstfahlung in die generierte 640nmBande moglich ist. Die Aufnahme des
Fluoreszenzanregungespektrums mit Hilfe eines cw-Farbstofflasers (Schrittweite:
Som), ergab bei Einstrahlung in die 640nm-Absorptionsbande eine Fluoreszenzbande
bei ca. 643nm mit einer HVB~25nm, die ibre grofte Intensitadt bei Verwendung ei-
ner Anregungsstrahlung bei ca.635nm aufwies. Fir die unbestrahlte Prcbe lag die
giinstigste Anregungswellenldnge bei 605am-610nm.

Es kann somit geschluBfolgert werden, daB die beobachtete 642nm-Fluoreszenz der
strahlenden Relaxation des angeregten Photoproduktes zugeordnet werden kann und
ein strahlungsloser Energietransfer (Férster-Transfer zum PP oder Transfer der
Anregung des PP zu anderen Partnern) chme Annahme zusdtzlicher Voraussetzungen,
z.B. Verringerung von Roa iiber van-der-Vaals-Bindungen, unwahrscheinlich ist.
Msglicherweise ist die Konstanz des 64Cnm-Extinktionswertes nicht mit der
konstanten Anzahl fluoreszierender PP-Molekiile gleichzusetzen, sondern einem Ge-
misch verschiedener, teilweise fluoreszierender Produkte, zumal chromatographi-
sche Untersuchungen'belegen (s.Kap.5), dal mehrere HpD;Bestandteile photochemi-

schen Verdnderungen unterliegen.

! |
(rE. / X — 02 ;
0.2 s — Luft l
. —Ar { ‘
X Abb. 4.6.1 PP-Fluoreszenz (korrigiert)
in Abhzngigkeit vom Sauerstoffgehalt
0.1
- L ) L] Ll 7 i
0 2 &0 60 80 t (min) |
4.7. Saverstoff-Abhdngigkeit

Vie aus denm Abb. 4.5.I11 und 4.6.1 ersichtlich, besteht ein Zusammenhang zwi-
schen Bleaching- und Bildungsrate und dem Sauerstoffgehalt der Probe. Insbeson-
dere verlauft in Argon-gesaittigten Lisungen die Generation des PP wenig effektiv
und bedarf hoherer Bestrahlungsdosen. Der Einflu8 von Sauerstoff ohne Bestrah-
lung (Dunkelreaktion) konnte experimentell ausgeschlossen werden.

Evakuierte Proben (~1Pa) geben selbst bei hoher Dosis (=2kJ, HBO 200) im Absorp-
tions- und Fluoreszenzspektrum keinen Hinweis hinsichtlich einer FPP-Bildung.
Nach anschlieBender Beliiftung kann diese bei gleicher PhotonenfluBdichte inmer-

halb weniger Sekunden beobachtet werden. Die -Abb. 4.7.1 zeigt die Abhi3ngigkeit



_38_

von PP-Bildung und Sauerstoffkonzentration, die unter Normalbedingungen (luftge-
sattigt) in wiBrigen Losungen 0,3x10E-03X betragt /75/. Danach kann das PP noch
bei Sauerstoffkonzentrationen um 10E-05X sicher nachgewiesen werden. Fir Konzen-
trationen von c>10E-04¥ tritt ein Sattigungseffekt ein (verwendete HpD-Konzen-
tration: 10E-04X). Die PP-Bildung ist somit empfindlich vom 0=-Gehalt abhingig
/76%,77%/. Dieses Resultat steht im Widerspruch zu der. kiirzlich erschienenen Pu-
bllkation einer sowjetisch— iederlandischen Arbeitsgruppe /79/.

“;2{ Abb. 4.7.1 Maximale Fluoreszenzintensi-
tét des PP in Abhingigkeit von der Sau-
ersﬁoffkonzentratidn. Die Proben wurden

0.5+ : auf ca. 1Pa evakuiert und dann reiner
Sauerstoff eingelacszen.
(I, masx{101kP2 bzw. 1,5x10E-03M) wurde
e T o e gleich 1 gesetzt)
001 01 05 COZI mM |

Um zu prifen, welche aktivierten Sauerctc fopezies Rezktionspartner sind, wurde
die PP-Generation bei Anwesenheit von HzO:, sowie den Quenchern PD-Mamaitol, Ni-
troblautetrazolium ¥TB, NaK¥s, DABCO und Metronidazol becbachtet, Abb. 4.7.I1I.
Dabei zeigt die Zugabe des Hydroxylradikal (OB~)fZngers D-Maonitol

ionradikal (Oz")fdngers NTB keinen wesentlichen Effekt. Mit H=0sz versetzte Probden
zeigen keine Dunkelreaktionen, die zu eizar PP-Entstel
heit des Singulettsauerstoff-Quenchers Na¥u und die Zugadbe von Metronidazcl
hemmt dagegen die PP-Bildung. Wird HpD in D=0 gelést, verlduft die Bildung am
effektivsten (Lebensdauer von 'Oz in Dz0: S8ps, in HzOv 4,
¥etronidazol verringern auch die Bleachingraten {(im Vergleich zu HpD in PBS ge-
ringere Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei 612nm und 640mnm, bei Verwendun

von D=0 schnellere Abnahme bei gleichen Bestrahlungszeiten).

I

i) sl Delmds, Abb. 4.7.1II Einfluf von D-Mannitol

4000 0,0 (10E-02X), ¥TB (10E-04X), ¥a¥:

3000- (10E-02X) und Metronidazol, 0,5% {je

WL X P G 0,16ml) auf die PP-Bildung von iml

s 10E-04X HpD-PBS-L&sung (488nm, 100m¥)
x Metronidazol sowie Bildung (10E-C4X HpD) in D=0

10 2 0 t/min
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5. Veiterfiihrende Untersuchungen zum Photoprodukt
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Die.wdahrend der Bestrahlung von HpD auftrets

=]
ooy
P

sorptionsmaximums und die Erhdhung der integralen Extinktion im roten Spektral-
bereich wirft die Frage zuf, inwieweit das Photoproduki fir den Einsatz in def
Photochemotherapie geeignet erscheint.
In Zell- und Tierversuchen wurde die photodynamische Virkung zuvor bestrahlter
(PP-haltiger) und unbestrahlter HpD-Ldsungen verglichen. Insbesondere dienten
als Untersuchungsobjekte HpD-inkubierte humane Erythrozyten, die bei Bestrahlung
mittels durchstimmbarer Farbstofflaser in Lyse iibergingen. Die Kinetik dieser
Zellzerstorung wurde dabei mit der Methode der Kleinwinkelstreuung untersucht.
Die zellkernlosen Erytbrozyten nehmen in intaktem Zustand annshernd die Form
eiper Hantel ein (Abstand der Kugelmittelpunkte ~6pm und Kugelradius =1,2pm> und
. weisen damit Streuparameter von o = wr/) {(r:Teilchengréfe) =10-50 fir X~ 600nn
auf. Bei der Himolyse finden Forminderungen unter Volumenabnabme (Ubergang zu

Kugelform) und BrechzahlZnderungen (1,38--21,23) statt, die eine theoretische

Beschreibung au altens schweren. Experimentell wird das Auftreten
bevorzugter &ireurichtungen € im Klelnwinkelbereick 0-15= bechachtet, wobei die
Lage der Extr ich unzch /807 nZherungoweise aus der Fraunhofer Beugung mit:

Bescelfunktion 1. Ordnung
ergibt. Fir die Anwendung dieser einfachen Beziehung missen jedoch bestimmte
Forderungen an den relativen Brechungsindex m gestellt werden. Insbesondere kon-

nen die Abweichungen fir einige diskrete, «a-abhiéngige m-Verte sehr grof werdan.

Eine ausfibrliche Diskussion des Streuverhaltens izt /80/ zu entnehmen.

Bei geeignet gewahltern Beobachtungswinkeln kann die Phase des ibergangs in die
Kugelform (Schwellphbase) becbachiet werden. Der nachfolgende Zelltod ("Platzen“)
fihrt peben der Abnahme des Streusignals zu-einer Anderung der Abs orpt1on des

Lésungemittels infolge Himoglobinzufihrurng., Dem wird durch die Wahl eines He-¥e-
Lasers (Strahlung im Bereich geringer Absorptiocn) als Streulichtquelle begegnet.

Im Anhang 4 (bzw. /81%#/) sind die Ergebnisse ausfihrlich dargestellt. Sie bele-
gen, da8 eine photodynamische Wirksamkeit des PP vorliegt und diese mit dem Ab-
sorptionsverbalten korreliert. Im Vergleich zum vorher unbestrahlten HpD ist sie
jedoch deutlich geringer. HpD (vorher unbestrahlt) zeigt im Akt)QnGGch rum eine

maximale Virksamkeit bei 630nm-Einstrahlung.



Bei Zugabe der Substanz Metronidazol, die ‘eine Suppression der '0z-Generaticn

bewirkt /28/, wird die Virksamkeit des HpD nur geringfiigig herabgesetzt (Ver-

o+

ringerung der Zeitkonstanie der Hamclyse) und bestitigt damit die in-vivo-Resul-
tate (s. 3.4.2.). Die Applikation eines HpD-Metronidazol-Gemisches verhindert
PP-Generation durch die Therapiestrahlung {(s. Abb.4.7.1ID).

Vie Tab. 5.1.1 belegt, ist eine zytotoxische Virkung nicht nur bei 'Oz-Formation
gegeben, sondern kann auch durch Typ-I-Prozesse hervorgerufen werden. Gem#B die-
sen Daten werden bei der Erythrozyten-Bestrahlung ip der Gegenwart von HpD und
dem PP verschiedene aktivierte Sauerstoff-Spezies (HzO0z, '0z, 0z~) gemeriert.
Interessanterweise erhsht sich die photodynamisché Virksamkeit bei 488/514nm-
Bestrahlung der HpD-haltigen Zellsuspension zwar im Vergleich Zum 630nm—Resul—
tat, jedoch nicht in dem MaBe, wie es das Absorptionsvermbgen erwarten lieB (we-
sentlich hoherer molarer HpD-Extinktionskoeffizient (s. Abb. 4.1.1I)). Im Fluo-
reczenzspektrum kann bei dieser Einstrahlung (bei iblichen Bestrahlungsdosen)
der dem FP zuzuordnende Fluoreszenzpeak beobachtet werden. Untersuchungen an HpD
in waBriger Losung belegen, daf die Eleaching-Rate und die Rate der PP-Bildung
eine Abhdngigkeit von der Einstrahlwellenlange entsprechend dem Absorptionzspek-
trum von HpD zeigen. Sie erreichen somit bei der Einstrabhlung in den UV-Bereich
maximale und bei Strahlung in den roten Spektralbereich minimale VWerte. Die be-
vorzugte Verwendung von 630nm-Strahlumng bei der HpD-PCT findet damit neben der
erhéhten Eindringtiefe in Gewebe eine zusdtzliche Begrindung.

Die Zugabe von Substanzen, die eine PP-Bildung ohne Suppression der photodynami-

)

schen VWirksawvkeit des HpD verhindern, kanpn deshalb fir eine effektive PCT, ins-

¢

besondere bei Einstrahlung mit kurzwelliger Strahlung von Interesse sein /76%/.

Hpb Kontrelle Na¥ax DABCO Kztalase NTB Thiourea
(10E-03M) (J0E-03M) (0,2-mg/ml) (2x10E-06M)
Tee/min 22 29,5 29 40,3 38 =
tew/min 6,5 8,5 1045 12 6,8 =
% :
Tse/min 32 40 40 = - 48 41

=o/WiD 9, 10,5 18,2 = 8,6 16,5

4
Tab.5.1.1. Schwellzeit t.. (Zeit bis Erreichen des max. Streusignals) und Tso-
Zeit einer HpD- und PP- inkubierten Erythrozyten-Suspension (Inkubationszeit:
20min, 633nm, 2m¥). Na¥= und DABCO: '0Oz—Quencher, Katalase: H:0.—Quencher,
NTB: 0Oz~Quencher, Thiourea: OH -Quencher
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2.2. Messungen zur Triplett-Lebensdauer

Da der T.-Zustand Ausgangspunkt der Photooxydationsprozesse ist, wurde unter-
sucht, ob die geringere photodynamische Wirksamkeit des PP mit einer (im Ver-
gleich zum unbestrahltern HpD) geringeren Triplett-Lebendauer korreliert.

Die Triplettlebensdauern wurden mit der Methode der Teststrahlspektroskopie be-
stimmt, bei der die 2. Harmonische eines Rubinlasers (347nm, 20ns, 20mJ, sattig-
barer Absorber) als Amregungsstrahlung diente und ein 1060nmTeststrahl (T:-Ta-
Absorption) verwendet wurde. Die Aufissungsgrenze der verwendeten Apparatur
betrug 0,Bus; die Heséungen erfolgten bei Zimmertemperatur.

Unter atmosphirischen Bedingungen zeigte HpD infolge Oz-Quenching eine Triplett-
Lebensdauef von 71 {10us, -wahrend - die evakuierte Probe ein biexponentielles
Verhalten der Form I(t)=A.exp(-t/7:)+Azexp(-t/7z) mit . =70ps und 7z =700us
Zeigte,” Abb. 5.2, L.

Die langlebige Komponente (tvz) charakterisiert die Deaktivierung des Triplettzu-

1 s

standes (Rate kv, 31=2) der Monomerbestandteile gemiR T1)e=[T loexpi-thkr, 12e),
i

21 293K /83/. Die kurzlebige Komponente (1.} Xkann den HpD-Aggragaten
g

zugeordnet werden. Diese Zuordnung fimdet sich in Ubereinstimmung mit denm

M P (350 L. =i AT AR~ o PO e n R 1 - ] 2
21t Kiaer =1/Bps 2x10E05s und k=x =1/700p =1,5%10E03e™ 148t sich die
= N T - Vi o = oy 7% A v QW Y PR TP, S e

Quenchingrate zu ko= (Miuse-k:2/002] 26x10E08¥-*=—"' abochi‘zen.

&
in HpD-lésungen mit einem hohen Anteil an dem Photoprodukt erfolgte eine

{

cchnellere Deaktivierung des Triplett-Niveaus (4bb. 5.2.1).

200 400 600 800 tps
1 1 |

1=6 .5, A==35%

-1.0 1




Mit der gleichen Apparatur wurde die '0-Lumi neszenz nachgewiesen (Empfangef:
Germaniumdiode PD-106, *re3=1270nm). Die HpD-D O-Lésungen mit hohem FP-Anteil

zeigten in Ubereinstimmung mit obigen Ergebnissen eine geringere Lumineszenz-In-
tensitat,

Beide Ergebisse belegen, daf durch die HpD-Bestrahlung Photoprddukte geringef
Triplett;ebensdéuer und geringer Singulettsauerstoff—Bildungsrate entstehen und
damit eine gegentber HpD vermiﬁderte photodynamische Virksamkeit zu erwarten

ist.

s is 2n
Kittels Dﬁnnschichtchromatographie (HPTLC RP-18, Fa. Merck, Laufmittel: Metbanol
/¥asser) und SaULenchromutograDhle (Sephadéx G25) wurden bestrahlte und umbe-
strahlte HpD-Proben wverglichen. Der Fachweis erfolgte durch Fluoreszenzmessung
‘mit der in 4.2. beschriebenen Anlage., Es konnten mehrere verschiedene fluores-
zierende Diinnschichtfraktionen (typisch 8-10) deutlich unterschieden werden, wo-

bei dies Chromatogramme der FPP-halfigen

wiesen. Eine Seperaticn des PP mittels Dinnschichtchromatographie war nicht még-

-
\.I
Y¥rakliocnen ermittelt werden, die durch eirpe stark ausgepriagte G42am-Fluoreszenz
» o Q

und eine nur geringe Monomerfluoreszenz charakterisiert warem. Die kurze Durch-
laufzeit dieser Teil-LSsungen, die bevorzugt den Photoprodukten zugeordnet wer-
den kénnen, deutet auf die Exictenz von polymolekularen Verbindungen hin.

Diese Resultat belegen, daB zum einen, mehrere HpD-Bestandteile photochemischen
Versnderungen unterliegen, zum anderen, die Photoprodukte héhermolekulare Ver-
bindungen, moglicherweise stabile Dimere, darstellen.

Kirzlich berichteten Vertreter der Photofr1n—Herstellerfirma von beobachteten
photochemischen Verdnderungen einzelner Bestandteile des HpD-Praparates infolge

intensiver Bestrahlung /84/. Obige SchluBfolgerungen werden somit bestatigt.

*Die Chromatogramme wurden durch die Sektion Chemie der Univercitdt Jena und

durch die HNO-Universitatsklinik Halle erstellt.

\
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5.4. UKZ-Untersuchungen

bidily Expg:jmgnggllg Anordpung

Um Aussagen zum Anlagerungeverhalten der Bestandteils von HpD in biclogischen
Systemen und insbesondere weitere Informationen zur Generation der Photopredukte
zu erhalten, wurden zeitaufgeliste Fluoreszenzmessungen im ns- und subns-

sis der zeitkorrelierten

p.J
8}
e
b
fo N
[
=
tad
¥
i

Bereich an einem MeBplatz der Sektion Physik
Einzelphotcnenzéhlung (TCSPC) durchgefibrt
Als Anregnngsquelle dient eirn meodensynchronisierter Argonionenlaser (x=514nm,
P=400mV¥, Impulsbreite +100ps, Impulsfolgefrequenz: 123,2MHz -entspricht Impuls-
abstand von 8,12né),.A18 Héchweissystem wird das SPC 100 (ZOS Berlin) verwendet.
Raumlich- (=0,6pm, Scanning-Mikroskop), zeitlich- und spektral— (Spekol Ax=11nm)
aufgeléste Fluoreszenzmessungen sind méglich. Detailliertere Informatlonen sind
shang 5 bzw. /85%/ oder /86,87%/ zu entnehmen.

o

Die Entfaltung der registrierten BpD-Fluoreszenzkurven I(t):

1) = GUI#F(H L) = FC(L)¥R(L)
mit L{t): Anregungsimpuls, G(t): Geratefunktion, R(t): Arregungsimpuls-Response,
R{£I=G(L)*L{t), F(t): Fluoreszenz,
erfolgte, basierend auf dem Verfahren der iterativen Rickfaltung, unter der Vor-
aucsetzung eines mehrfach exponentiellen Abklingenverhaltens mit:
F(£)y = LAiexp(~t/7:). Die Parameter Fl uoreszenzabkllnbaoit'T; und Amplitude 4
dem Programm: "Global Deconvolution of Fluorescence Kinetics" /88/
bestimmi. Dieses Frogramm erlaubt auBer der Entfaltung von Einzelkurven, die
obale Entfaltung (Entfaltung mehrerer Fluores zenzkurven unter Beibehbaltung von
“:, Ay wird variiert) vom bis zu 4 Abklingzeiten. Dabei werden durch eine Multi-
:lekorrektur auch solche Falle beriicksichtigt, bei denen die Fluoreszenz zwi-
schen zwel Impulsen nicht vollsténdig abklingt (hier: 128,12 ns), sowie eine
migliche zeitliche Verschiebung zwischen Anregung und Fluoreszenz {(Delay) und
spektrale Abhingigkeiten (color shift). Eine umfangreiche statistische Untersu-
chung (x*-Test, Durbin-Vatson-Test und F-Test (Signifikanz der Existenz mehrerer
Abklingzeiten) ist zudem Bestandteil der soft-ware.
In Abb.5.4.1. sind die Ergebnisse der Entfaltung einer HpD-Fluoreszenzkurve
dafgesﬁellt, die ein dreifach exponentielles Abklingverhalten aufweist. Oftmals
wurde bei der Fittung zundchst die lange Abklingzeit begtimmt <(Fittung im
Bereich 6ns-8ns) und diese dann bei der Entfaltung der gesamten LAbklingkurve

konstant gebaltem. Die Eingangsparameter wurden schrittweise erweitert. -
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Abb.5.4.1 Ergebnisse der Entfaltung der
Fluoreszenz einer 3x10E-03¥ HpD-PBES-
Lisung, Ae=042nm, normiert (ZA:=100%)

Die Ergebnisse des F-Testes und die

Residuenverteilung (untere Grafik) be-
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Parameters and standard deviations

J Parameter Curve Startvalue Optimal value Stand.dev.
O DecayTime ! 1.17257E+01 1.17312E+01 3. 956E-01
1 DecayTime 2 2.20230E+00 2. 20099E+00 4.063E-02
2 DecayTime 3 2.23777€-01 2.23709€-01 2.574E-02
3 Amplitude 1 1 1.12929E+05 1.1295SE+05 3.373E+02
4  Amplitude 2 1 7.S4947E404 7.547596+04 7.321E+02
S  Amplitude 3 1 1.11115E+04 1.11024E+04 1.462E+02
Number of cycles: 3 Max.N.C.: 10
Weigthed least squares: 2.40211E+03 SE-0UT: 1,0E-02
Degree of determination: 0.99851 Prec.s 0.0E+00
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5.4.2. Untersu 1zen bei schwacher Auregun rahlung
R e, t ¥ 3 2 mitTirh— . NP ok SR, [ e g A B ~ 3
Zunachst wurde das zeitlich- und spektralaufgeliste Fluoreszenzverhalien einer

10E-04M HpD-PBS-Losung bei sehr schwacher Lichtanregung (100uW/5mm®) untersucht.
Dabei zeigen sich Unterschiede des Abkliangverbaltens hinsichtlichk der untersuch-
ten Fluoreszenzwellenlange, Abb. 5.4.11.

So weist der kurzwellige rote Spektralbereich (600nm-620nm>, insbesondere der
Fluoreszenzpeak bei ~612nm mit einer Restfluoreszenz bei Eintreffen des nach-
folgenden Anregungsimpulses von Iedlas./e auf die Existenz einer langlebigen
Fluoreszenzkomponente hin, Vahrend der Bereich 530nm-6%0nm ein schnelles Ab-
klingverhalten zeigt, ist die zweite, langwellige Fluoreszenzbande durch eine

langsamere, von der 612nmBande jedoch verschiedenen Kinetik gekennzeichnet.
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Abb. 5.4.11 Abgzingvéfhglten in Aéﬂéngig%éit von derrFluoreszenzwellenlange

Kurven normiert

Vie die globale Entfaltung (verschiedena Fluoreszenzwellenléngen) belegt, muf

von der Existenz von mindestens drei verschiedenen, fluoreszierenden Spezies mit

Abklingzeiten von 7,=(11-13)ns, 72=(2-3)ns und 7= (100-300)ps aucgegangen werden

Fur die relativen Amplituden A: erhslt man bei dem verwendeten HpD-Préaparat

folgende VWerte (rel. Standardabweichungen: <0,014,):

61Z2nm: A= 0,098 Az= - As= ¢, 01
64 0nm: 0,69 0,25 0, 08
672nm: 0,84 0,10 0,04
Die Komponente 1 ist mit einem Amplitudenanteil wvan A,>69% am stiarksten.

vertreten und tragt mit:

0
Shrexp(-t/T,dt/
o

>

Aiexp(~t/frididt = « 0, 8;

.

™

rit mindestens 90% zur Fluoreszenz (fir alle Fluoreszenzwellenladngen) bei. Die

Residuenverteilung und die Ergebisse des F-Testes berechtigen die Annahme der

subns-Komponente, obwohl der Amplitudenanteil nur gering ist.

Vie konzentrationsabhdngige Messungen belegen, Abb. 5.4.11I, erhsht sich der re-
lative Anteil der kurzlebigen Komponenten mit zunehmender Konzentration. Dagegen

’
sich bei Zugabe wvon Deaggreagation hervorrufenden Medien, wie

erniedrigt er
‘Et0OH, HSA, CTAB odér SDS, wird jedoch nicht vernachlassigbar. Nachfolgend wur@gn
zwel HpD/Halle-Praparate (c=10E-04X, X\==640nm) verglichen, die wie chromatogra-

phische Untersuchungen (Sephadex) zeigten, sich in ihrem Aggregatgehalt unter-
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echieden (Fraktion I des Sephadex-E&: ulen—fhromatcgramms, die nach /35/ incbescon-

>

dere auc DHE-Dimeren gebildet wird, ist im Préparat Halle II stiarker vertreten):

Halle 1 A:= 0,84 A== 0,10 Az=
Halle 11 0,70 0]
Photofrin II 0,78 0,15

Diese Resultate lassen den SchluR zu, daR die lange Abklingzeit 7. den Monomeren
zugeordnet werden kann, die beiden anderen Abklingzeiter den stabilen und den
konzentrationsabhingigen Aggregaten. Moglicherweise stellt die subns-Komponente
Dligomere dar. .

Yamashita et al. /12/ ordnet dagegen die 22ns-Fluoreszenz den Monomeren zu, wah-
rend Andreoni et al. /89/ aus konzentrationsabhingigen ¥essungen an HP schluB-
folgert, daB die kurze ns-Komponente den Hp-Dimeren zugeordnet werden muB. Eine
Abhangigkeit von der Fluoreszenzwellenliange wurde nicht beachtet. 1988 wurde won
/90/ HP in PBS untersucht und ebenfalls ein dreifach~e¥:enantielles Verhalten
mit den Abklinzeiten 1Z8ns, 2,5ns5 und 0,3ns beobachiet, dis ¥onomeren, Verunrei-

nigungen in der Kivet

Aggrega ~ und Monomerfluoressz

R 1 R MO
Peak stellt eine reine
geringen Te auch eina
1 A 13 e . -~ Ny 4 P ~ ¥ o B el et o vy, 3oy DR P S are D
bei 640nm, dem Berasick der bei hohen Leistungsdichten zu erwartenden PP-Fluores

£
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zenz, wird durch die kurzlebige F1
Bei den bisheriger Betrachtungen wurde ein moglic
lung nicht beachtet. Bei oiner verwendete

mebrfachen Erneuern der HpD-Lésung wi

daB die angeregte Flucreszenz die einer HpD-Ldsung ohme FPhotoprodukt entspricht.
Die Prifung aufeinanderfolgender Aufnahmen von zeitaufgelssten Spektren ergab

keine Anderung der S

Wie in 4.1, erwahnt, gealterten, diéunen HpD-FBS-lécungen ein zusitzli-
cher Fluoreszenzpeak bei 580nm registriert werden. Fir ihn wurde ein monoexpo-
nentielles Verkhalten mit +={(2,48%0,02)ns

efunden. Bei léngerer ZEestrahlung er-

folgte eine rasche Fluoreszenzléschung, die zu einem Verzchwinden des. Peaks
fubrte. Die 580nmFlucreszenz wurde auch von /91/ becbachtet. Als Ursache fir

die Entstehung werden hypoxische Bedingungen vermutet.
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Das Abklingverhalten der 64Znm-Fluoreszenz der bestrahlten Probe 138t sich eben-
falls durch ein dreifach-exponentielles Verhalten beschreiben. Die Annahme einer
vierten Abklingzeit ist entsprechend den Resultaten des F-Testes nicht berech-
tigt. In der Tab. 5.4.V sind die Amplituden der normierten Fluoreszenzabkling—-
kurven (IA;=1) in Abhdngigkeit von der Bestrahlungszeit dargestellt. Bs wird
deutlich, daf der relative Monomeranteil abnimmt (bei einer Bestrablungsdosis
von 10J um ~10% bei gegebenen Versuchsbedingungen), wahrend die 7=—Komponente,
die ebenfalls wieder Werte von (2-3)ns aufweist, den groBten Beitrag stellt. Vie
aus der Abbildung 5.4.VI érsichtlich, wird fir eine 4h (eingestrahlte Energie:
800J, HBO 200) bestrahlte Probe der Anteil der Monomerfluoreszenz infolge Blea-
ching mit A,=6,6% sehr gering (vergleiche Abb. 5.4.1IV), so daR das Fluoreszenz-
verhélten von Losungen mit einem hohen PP-Anteil durch die kurzlebigen Komponénf
ten (hier: Az=65,3% As=28,1%) gepragt wird., Das zeitaufgeldste Spektrum der lang

bestrahlten Probe weist im Intervall I eine breitbandige Fluoreszenz (Maximum um

642nm) auf.
Bestr.—Zeit Ampliitude Wert L% Standardabuweichung
0 min 1 1.038E05 58. 1 2E02
2 7.46E04 36.0 8E02
8 1.22E04 5.6 2E02
2 min 1 1. 037E05 50.1 2802
2 9.31E04 45.0 7502
3 1. 02E04 4.6 ZE02
4 min 1 1.010E05 48.8 2802
2 9.63E04 46.6 7EQ2
3 9.6E03 4.6
6 min 1 9. 35E04 44.4 &
2 1. 080805 50. 4 TRO2
3 1. 080F04 5,2 ® Zmes

Tab. 5.4.V Amplitudenverteilung in Abhiéngigkeit von der Bestrablungsdosis

(514nm, 7mW, V=0,04ml, normierte Fluoreszenzkurven, globale Entfaltung)

Bisher wurden normierte Fluoreszenzkurven (£4:=100%) betrachtet, die die Bestim-
mung des relativen Anteils einer fluoreszierenden Spezies ermsglichen. Aussagen
zu den absoluten Amplitudenwerten {(ohne Formierungsfaktor) sind Tab. 5.4.VIII zu

entnehmen.
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Abb. 5.4.VI Zeitauigeldéste Spektren (I:(0,1-1,20ns, II1:<(1,2-7,00nz, IIl:{0-8)nsz?

0J 2,57 (48Bnm) 2501 (380 Abb. 5.4.¥11 i
A4 1, 0 0,51 0, 07 {(bezogen auf
Ax 1,00 1,81 0,58 Frebed in Abhdngigkeit von der
A 1,00 1,03 8,73 =8

Demnack sinkt der Anteil der langlebigen Komponente infolge Bestrahlung bei el-

ner Bestrahlungsdeosis von 2,55 um 50%, wibhrend die 2Zns-Fluoreszenz “bﬁalwt

ansteigt (30%). Der Anteil der subas-Komponenie bleibt anndbernd konstant.
Abpahme der integralen Fluoreszenzi

¥onomerbleaching =zurickzufibren.

Generation des Photoproduktes mit

gralen Flucreszenzintensitdt wvorliegen. Nach lé&ngeren Bestrahlu gaht
die Fluoreszenz aller drei fluoreszierenden Spezies zurick.
Bisher wurde

die PP-Bildung in wafrigen Lésungen mit zeitaufgeldsten Fluores-
zenzmessungen untersucht. Im folgenden Abschnitt soll soll

gen, ob die photoinduzierte Genperation dieser kurziebigen

Fluoreszenz HpD-markierter Zellen und am lebenden Tier erkems
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2.4.4. Untersuchungen an HpD-inkubierten humapen Lymphozyten und EAC-Zellen,

sowie ip-vivo-Messungen am Tier
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Mit dem in Anhang 5 vorgestellten Scanning-Kik
gen von =0,7um, erfolgten zeitlich- uad ortsaufgelsste Fluoreszenzme 1SSUDEER an
HpD-inkubierten Zellen. Die iiber den roten Spektralbereich und das jeweilige
Zeitintervall (I erfaSt die kurze ns-Komponente, Il die Monomere, III den gesam
ten Bereich zwischen zwei Anregungsimpulsen) gemittelte Fluoreszenzintensitit Ie
wurde zweidimensional oder als Histogramm eines Linienscans als Funktion des
Ortes dargestelit. Zudem wurde ein Zeitparameter 7*(x) mit:
T*X)= T/1nN+/N:1)

T: Intervallgrofe, Ni: Anzahl der.Fluoreszenzphotonen im Zeitintervall i,
beréchnet, der Aussagen zum ortsabhingigen Fluoreszenzabklingverhalten ermég-
licht. Fir den monoexponentiellen Abfall gilt T%=1r,. :

Bei ei HpD-Konzentration in einer Zellsuspension (#5x10% Zellen/ml) von

-

20)pg/ml konnten deutliche, raumlich strukturierte Zellfluoreszenzen beobach-
tet werden, die auf eine HpD-Anlagerung an die Zytomembran und im Zytoplas-
ma/Zellkern zurtckzufibren sind. Mit zunehmender Inkubationszeit wurden Verande-
rungen der Intenistateverteilumg beobachtet, die auf eine verstarkte HpD-Akku-
mulation im Zellinneren nach ausreichernd langer Verweilzeit deute

Der Anteil der Autcfluoreszenz der Zellen und der Anteil des Streulichtes, der
den Teilerspiegel passiert und in den Empfénéer gelangt, ergaben Verte von (1%
der markierten Fluoreszenz und waren somit vernachlassighbar. Fir den Fall der
EAC-Zellen konnte eine Zellfluoreszenz in einem Eereich von (22+42)pum (entspricht
Zellgroke) ip gutem Kontrast (ca. 5:1) zur Fluoreszenz des umgebernden HpD-
haltigen Losungsmittels registriert werden. Das Kontrastverhiltnis konnte durch
zweimaliges Auswaschen (Zentrifugieren) auf VWerte wvon 50:1 gesteigert werden.
Die Anlagerung des PS konnte auch bei humanen Lymphozyten beabachtet werden und

ist damit nicht eine Spezifik der Tumorzellen. Zu diesenm Ergebnis gelangte auch

-

Schpeckenburger /92/, der Osteosarkom- und Xuekelzellen untersuchte.

Die Fluoreszenz der markierten Zellen zeigte ein mehrfach exponentielles
Abklingverhalten, wobei die kurzlebigen Komponenter deutlich dominierten und 1%
dadurch Werte zwischen 2ns und 3ns annahm. Durch den Einfluf der Anregungsstrah-
lung wverkirzt sich v* mit zunehmender Bestrahlungsdauer. Aus diesen Befunden
folgt, da@ bereits wihrend der X¥essung eine PP-Bild dung einsetzt. Die Bestrab-
lungsintensitat betrug mit P= 7pV und Ax= 0,7pm ca. 1,8kW/cm®. Ausfihrliche Er-

gebnisse der Zelluntersuchungen sind dem Anhang 5 zu entnehmen, sowie /93%/.



Fir in-vivo-¥essungen wurden narkotisierte Miuse mit einem soliden EC (freige-
legt) verwendet, denen zuvor 20mg/kg HpD i.p. injiziert wurden. In Abb. 5.4.VIII
sind Abklingkurven der 630nmFluoreszenz (M¥aximum) dargestellt, fir die die Fit-
tung eine {berlagerung fluoreszierender Spazies mit 1.=(1342)ns und
72=(1,0x0,3)ns ergab, sowie die Existenz eine subrs-Zeitkonstante, die jedoch
mit Verten <90ps eher Streulichtanteilen (die die 514nm-Strahlung reflektieren-
‘den dielektrischen Schichten passiert haben) zugeordnet werden kann. Wie den
beiden Xurven zu entnehmen ist, fihrt eine Intens itatserhshung der Anregungs-
strahlung (Fokussierung) zu einer wesentlichen Zunabme der relativen Amplitude
Az. Das gleiche gilt fir die 650nm-Fluoreszenz , nur da® der Anteil der Tz—Kom-
ponente hier héher ist. Dieses Verhalten korreliert mit den Untersuchungen an
HpD-PBS-Losungen. Nur kann bei der verwendeten Intensitit der Anregungsstrahlung
von ?10m¥/cm® in Analogie zu den Zellexperimenten nicht mehr von der Fluoreszenz
eines HpD-haltigen Gewebeareals ohne PP-Anteil ausgegangen werden.

Vie die Messcungen ergaben, liegt in der Tumcrumgebung ein hdherer Monomeranteil
als im Karzinom ver (gleiche Bestrakh gedosis der Fluoreszenzanregungsstrah-
lung). Dies kann einerseits auf eine erhdhte Aggregat-Akkumulation innerhalb des
Tumorgewebes zurickgefiihrt werden (nach 736/ weisen Dimere, insbesondere DHE,
und hohere Aggregate eine bevorzugte Tumcranla erung auf), andererseits kann
en Amplituden A zeigt, eine
hohere HpD-Konzentration in diesem Gewebe im Vergleich zur Umgebung vorliegt.
Pie Untersuchungen zur zeitaufgelésten Fluoreszenz in Zellen und im Tumorgewebe
zeigen mit zunehmender Bestrahlung einen Rickgang der Monomerfluoreszenz und
eine Zunahme kurzlebiger fluoreszierender Komponenten. Diese mit den Ergebnis-
sen der in-vitro Versuche korrelierenden Resultate bectétigen, daB die PP-Gene-

t

ration keine tumor- oder gewebespezifische Erscheinung dars

GLOBAL DECONVOLUTION OF FLUORESCENCE KINETICS

Problem: mouse  Wavelength: 620.00
':f ; .. T <l Abb. 5.4.VIII In-vivo Fluoreszenzab-
L f,2 klingkurve, 630nm, 4h nach Applikation

Obere Kurve (I=10m¥%W/cm=):

’.. »
! =01, 710, 1% A==5, 60, 1% A==2,710,1%
A—— 4 Untere Xurve (I=10mw/mm=): '
e T T A1=72, 120, 1% Az=20,0%0,1% As=7,9+0,2%
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6. Photoakusticcher Nachweis von FPhotosensibilsatoren

6.1. Einleitung

Neben der Fluorészenzspektroekopie bieten AbsorptionsmeRverfahren die Méglich-

keit der Lokalisation und Konzentrationsbestimmung von PS in Gewebe. Eine Reibhe

von Verfahren, die optischen AbsorptionsmeBverfahren, beruhen auf Transmissions-
und Remissionsmessungeh. Absorptionen von 10E-03 sind prinzipiell nachweisbar,
jedoch treten bei der Bestimmung von Absorptionskoeffizienten in biologischem

Gewebe (markiert/unmarkiert) einige wesentliche Schwierigkeiten auf:

1) Gemessen wird prinzipiell die Extinktion. Das Signal beinhaltet also einen
Streulichtanteil, der insbesondere im interessierenden roten Spektralbereich
aufgrund der geringen Gewebeabsorption wesentlich wird.

2) Transmissionsmessungen erfordern optisch dinne Proben und geringe Anregungs—
intensitdten (Gefahr der thermizchen Schddigung und der photochemischen Um~
wandlung).

Demgegeniiber bieten sich photothermische Mefverfahren an. Das HeBsignal bhangt

direkt vom Absorptionsvermdgen ab. Absorptionen von 10E-05 und geringer konnten

nachgewiesen werden /84/.

Bei den zu untersuchanden Objekten erfolgt nach Strahlhngaabscrption. infolge

vorwiegend thermischer Deaktivierung eine Probenerwdrmung. Die Erwdrmung kann

aber auch durch Folgeprozesse nichtthermischer Deaktivierungen (z.B. Reabsorp-
tion von Lumineszenzstrablung) hervorgerufen werden. Die Wirmeenergie induziert
sowohl Temperaturgradienten, als auch eine ZAnderung des Deformationszustandes
der Probe. Probenoberflichentemperatur und thermoelastische Deformation sind,
teilweise berithrungslos, meSbar. Daraus kann auf die Absorption geschluifolgert

werden, wobei gilt:

KAQ - pcf - To oenB Bbdiv T = -BI (1)
7. Verschiebungsvektor, 9: Temperaturdifferenz zur Umgebungstemperatur,

C

k: spezifische Virmeleitfahigkeit, p: Dichte, c: spezifische Varmekapazitat,

B: Dehnungskoeffizient, «e.w: linearer thermischer Ausdehnungskoeffizient,

8: Absorptionskonstante, I: Strahlungsintensitat,

Fir den Fall, daf der Durchmesser des Anregungsstrahls grof gegeniibar der
thermischen Diffusionsldnge pen = QLa/wd)'7® mit a=k/(pc) ist,

und das T- und das U-Feld thermoelastisch entkoppelt sind, 14Rt sich (D)

niherungsweise eindimensional beschreiben /95/:
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Qe (x,t) - B/a = 1(x, B /X @

Biere (X, t)= pU(x,t) = aun gradQ 3
Im Fall einer harmonisch modulierten Strahlung beschreiben diese Gleichungen
stark gedémpfte Temperaturwellern, die nur aus einer Tiefe wvon 0<z{g«n 2Zu einer
modulierten Oberfléchentemperaur beitragen sowie ungedampften Schallwellen.
In Tab.6.1.1 sind verschiedene photothermische MeBverfahren aufgelistet und hin-

sichtlich ihrer Eignung zur Bestimmung von Gewebeabsorptionen verglichen worden:

Verfahren Msglichkeit der Anforderungen an MeBtiefe
in-vivo Messung Probe

Laserkalorimetrie X kontaktierbar Hen
Gaszellenmikrophon~ beschrankt keine Hen
Radiometrie X keine Hen
Thermische Linse = plan M
Reflexion - plan . Her
Piegoepmpfingeor X kontaktierbar Mu=1/

Tab.8.1.1 Vergleich photothermischer Mefverfahren (Strahlung moduliert)

die direkteste Methode der X¥essung der Oberflachen-
t Uber kontaktierende Temperaturfihler, wie
und pyroalektrische Empfanger. Bei der Photoakustik

oakustisches Signal innerhalb der Frobe) und indi-

-

badarf eines Zwischenmediums) Verfahren unterschie-

mit einem angeschlossenen Gasrazum in Kontakt, kén-—
ren modulierte Gasdruckschwankungen registriert werden (Gaszelle-Mikrophon-Ver-
fahren). Eel der Deformationsmessing durch piezoelektrischer Schallempfanger
zowie der pyroelektrische Effekt und der
Einfluf der Streustrahlung beachtet werden. Die Radiometrie nutzt die durch Er-

nshung der FProbencherflichentemperatur hervorgerufene Zinderung des emittierten
Strahlungsflusses: SV = 4esT?8T mit ¥: Strahlungsenergie, ¢: Emissionsgrad,

Stefan-Boltzmann-Konstante; der durch den Einsatz rauscharmer IR-Empfénger

"z

regigtriert wird. Der durch die modulierte Oberfléchentemperatur im anschlieBen-
den Gasraum induzierte Brechzahlgradient, bewirkt durch thermische Lipserwirkung

Strahlablenkungen und Divergenz#nderungen eines FaeBstrahles. Die Messung des

=)

@}
{
o
~y
far
= 5
-
~h

Effektes verlangt hohe Anforderungen an die FProbengeometirie une bhrung.
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Abb., 6.1.11 Schematische Dar-

:"*‘3"”‘3331//; stellung der Gaszelle
‘g;:y:;:ﬁgiﬂ,z/}i fi (KeRprobea der Dicke 1 befindet

sich auf Substratws)

(L) Lo Ly

¥it der entsprechend dem Versuchsaufbau berechtigten Annahme: g<b und bzl ver-
einfachen sich die Gleichungen (5) und (6). Die fir das photoakustische Signal
wesentliche GréBe Q, sowie die Frequenzabhingigkeit und die meBbare Absorption
sind fir die zusitzliche Annahme einer vernachléssigbaren Untergrundabsorption

Be in Tab. 6.1.I1I dargestellt.

Fall optisch dick thermisch dick | He/ pen Q f{w f(Ba=)
Usll, HenfL

1 X = X1 ~1/(agaske) 1/ S

2 -3 X <. 21/ (aqasks) 1/ =

3 X x P11 2Bapert Bpasks) 1/0%7F  Bpen
4 = = <1 2Bsl/ (agarlo) 1w 81
5 = = 21 2faul/ (agae ki) 1w Bl
¢} = z 21 2Pafter/(Agheka) 1/0%/%  Buay

Tab. 6.1.IIT Fallunterscheidung bzgl. der Relationen zwischen der therm.
Diffusionslénge pth, der optischen Weglénge us und der Lénge 1 der Probe.
Im Fall 1 und 2 liegt Signalsattigung vor (Signal keine Funktion wvon £.

©.2. Aufbau und Bichung eines photoakustischen Spektrometers

Um eine geniigende Differenzierung von Photosensibilisator-Absorption und Gewebe-
absorption zu erreichen, sowie Aussagen zum Anlagerungsverhalten (Aggregate,
Monomere) zu erhalten, wurde eine Photoakustisches Absorptions- (PAA-)Spektrome-
ter aufgebaut, das photoakustische Signale Urwa in Abbingigkeit von der einge-
strahlten Vellenlénge liefert. Zudem ist eine Tiefenauflésung durch Variation
der Modulationsfrequenz o und damit der thermischen Diffusionslénge mdglich.
Durch periodisches Strahlscanning (mit Kreisfrequenz «) kdnnen zudem laterale
Absorptionsdifferenzen bestimmt werden. Auch sind ¥essungen zum Transmissions-
und Streuverhalten der Proben durch eine geeignete ¥odifizierung des Eintritts-
fensters der photoakustischen Zelle mit diesem Spektrometer méglich. Angaben zum

Aufbau sind Anbang 6 zu entnehmen, bzw., /104%,105%/.
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Empfipdlichkeit. Die Abb.6.2.1 zeigt den Intensitdtsverlauf der Anregungsstrali-
lung in Abhirgigkeit von der Vellenlange. Die Aufnabme erfolgte mit der Refe-
renzzelle {(Xurve 1) im Vergleich zum MeRgerdt LM 2 (Kurve 2). Das photoakusti-
sche Signal Sz zeigt eine erwartete lineare Abhdngigkeit von der einfallenden
Strahlleistung. Da A+l kann die mittlere eiafallende Leistung Po gleich der
absorbierten P. gesetzt und eine Empfindlichkeit: e=S/Pa=5/Pu, S-photoakusti-
sches Signal (V) bestimmt werden, Gem&f Fall 2, Tab. 6.1.1IIT 1ist e dabei eine
Funktion der Hodulationsfrequehz und der thermischen Eigenschaften der Frobe,
sowie der Probengeometrie. Fir die benutzte Zelle ergab sich dabei ein

e (2rnx381s™1)=(0.20£0.023V/V. :

(mé) . Abb. 6.2.1 PAA-Signal in Abhdngig-
10} E keit von der Bestrablungsleistung
| im Fall der Sattigung bzw. Durch-
05t [
| stimmhurve des verwendeten DCM-FSL
|
600 650 e
Anm !
Einfl

£ dec Probenvolumens. Eine Anderung des Casvolumens der Zelle durch
tiechen Signaldanderuang =1/V,

4ufgrund der Eigenfrequenzen der PAA-Zelle (abhdngig von dem Gasraumvolumen V.,
dem Gasvolumen V= vor der Mikrophonmembran und dem Gaskanal) tritt zudem eine
inderung dec Frequenzverhaltens der Zelle auf, die im Bereich der Helmboltzreso-
nanzfrequenz (f=x~V"'73) wesentlich wird. Insbesondere bei der ¥odulation mittels
Chopper muB die Existenz von Oberwellen beachtet werden. Vird der Abstand
Probenoberfliche-Eintrittcfenster so gering, da® er in den Bereich der thermi-
schen Diffucionsldnge des Gases gelangt, kann nicht mehr von adiabatischen Be-
dingungen ausgegangen werden (Rosencwaigsches Kolbenmodell /106/) und Gleichung

(6> wird hinfallig. Bine Volumendnderung der benutzten Gaszelle um den Faktor 2
ergab bei einer Chopperfrequenz von 31 Hz eine Anderung des PAA-Signals um den

Faktor 0,7. Bei den verwendeten Proben geringer Abmessung kann deshaldb der Ein-

fluf der Probenvolumina vernachliassigt werden,

Einfluf der Chopper-¥odulation. Eine Intensitétsmodulation gem#R (4) kann bei
Verwendung von Choppern nur niherungsweise realisiert werden. Vie oben angedeu-

tet, konnen Cberwellen im Bereich der Helmholtz-Reconanz zu Signalverfdlschungen
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vorgeschaltet warden) werden die Oberwellen, die zum Signalverlauf gemi8 Tab.2.
mit S=1l/w,1/w77® beitragen, unterdrickt. Dadurch kommt es aber zu einem Verlust
ng. Die verwendeten Arbeitsfrequenzen sind von der Helm-
holtz-Resonanzfrequenz der benutzten Gaszelle (fr2550Hz) weit genug entfernt.

Im niederfrequenten Arbeitsbereich wird das elektronische Rauschen be-

stimmend. Fiir die probenfreie MeBzelle (BK-7-Fenster) wurden bei f=31Hz und der
am lock-in einstellbaren Zeitkonstante 7=3s folgende normierte Rauschsignale
S/Po erhalten:
ohne Laserstrahlung: (613)x10B-05 V/V mit Laserstrahlung: (814)x10E-05 V/V

Dagegen reagierte die Zelle auf kiinstlich induzierte Luftdruckschwankungen und
akustischen Signalen im niederfrequenten Bereich (Gébﬁudeschwingungen) mit nor-
mierten PAA-Signalen von max.10E-03V/V. Die Einengung des verarbeiteten Fre-
quenzbandes durch die Vorschaltung engbandiger Frequenzfilter ist bei Existenz

derartiger Storquellen angebracht,

aRri ger 1os Sung

Untersucht wurde der PS Methylenblau (co=10g/1=3x10E-02M, Verdiinnung mit PBS),

der mit einer mittleren Schichtdicke von d2200um auf das Probenfenster (Sub-
gtrat) aufgetragen wurde. Abb.2, Anhang © zeigt das PAA-Spektrum einer 3x10E-04X
Mb-Lésung, die ale konzentrationsabhdngiges Monomer (667nm-Bande)-Dimer(612nm-
Bande) -Gemisch vorliegt. Bei vernachléssigbaren nichtthermischen Deaktivierun-
gen (Br1~10E-02) kann die lokale Warmeleistungsdichte emtzprechend (4) mit:

BI(x, £)=1/281cexp(Bx) (1+tcoswt) (7) angenommen werden. Mit der Messung von SO0
ict somit die PS-Konzentration meBSbar. Bei den Proben handelt es sich i.allg.
mit d»per, um thermisch dicke Objekte, fiur die in Adbhangigkeit der untersuchten

Konzentration und der verwendeten VWellenlénge die Falle 2), 3) und 6) gelten.

w/ 2x) /77 pen /pm Crn /XK pp /pm (645nmd
¥b Gewebe
‘ 10 67 47 3x10—% 23000
31 39 24 3xl0~« = 300
100 21 15 3x10-= =~ 20

Tab.6.3.1 Thermische Diffusionslédngen pen und optische Abzmrpfionslangen He
von Methylenblau in PBS (zum Vergleich gen von Gewebe)

cma=1, 444x10E-03cm?®/s /107/, dowwetw=0,7x10E-03cw®/35; trockene Hornhaut /108/
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Abb., 6.3.II verdeutlicht die Signalabhdngigkeit von der XKonzentration der unter-
suchten Lésung. Es besteht ein annidhernd linearer Zusammenhang Uraas/c=const
{infolge Aggregation ist keine exakte Proportionalitit zu erwarten). Far c>10E-
03X tritt eipne Abweichung infolge Sittigung auf. So kann fir unverdiinnte
Lésungen (co) eine ™ '-Abhéngigkeit, fiir dinne Lsungen dagegen eine @ ®/%-
Abhéngigkeit in guter Ubereinstimmung mit der Theorie gemessen werden. Aus der
Abbildung sind ebenfalls die PAA-Signale des Losungsmittels und das Rauschsignal
der probenfreien Me8zelle ersichtlich. Demnach kénnen 5x10E-06X ¥b-Lisungen bzw.
eine Absorption von‘=4xloE—04'gut nachgewiesen werden. Diecer Vert stimmt mit in
der Literatur angegebenen Nachweisgrenzen fiir photoakustisch untersuchte

Fliscigkeiten tberein /7103/.

Upvi
Sattigung |
b, j
103 RN Abb. 6.3.71 Abhingigkeit des PAA-
\*\ 3 Signals von der Konzentration
1 A S, PBS 5 (645pm, w=Zn x 35¢')
104 Wy ‘
_____ Untergrund
T L
- =4
10° 107 10 xCo

o

In Abhangigkeit von der absorbierten Wirmeenergie erfolgt in der geschlossenen
Hefzelle eine Temperaturerhdhung. Dadurch kann es zur Ausbildung von Kondens-
wasser am Eingangsfenster (Streuung des Anregungsstrahlesz), zu einer Anderung
der thermischen Eigenschaften und der Gasdichte und damit zu verinderten
Druckverb@ltnissen sowie zu einer Konzentrationsabnahme der zu untersuchenden
Lésungen kommen, Abb. 6.3.1II. Bei der Untersuchung von Gewebeproben kommt es zu

Austrocknungen und damit auch zu verdnderten Streuchsrakterictiken.

Ujuv
1000
| Abby 6:3. 1171 PAA‘SigDal in Abhan-
600+ gigkeit von der Bestrahlungsdosis
&18 g
200

40 80 120 160 P/mW



€.4. Uptercuchungen von markiertem Gewebe

Um die Farbstoffe zu lokalisieren, muf beachtet werden, daf der ¥achweis nur bis
zu einer Tiefe von pth erfolgen kann. Im Fall der lokalen Applikation (PS lagert
cich auBen an und diffundiert in das Gewebe), kann der diffy sionskontrollierte
Stoffiransport auch zeitlich- und tiefenaufgeldst nachgewiesen und die PS-Kon-
zentration bestimmt werden. Bei systemischer oder s.c. Applikation kann die An-
1age*unb, speziell an Tumorgewebe, prinzipiell besbachtet werden, da die Mehr—
zzhl der Tumoren oberflichige Geschwiilste darstellen. In groferen Tiefen kann

der Sensibilsator durch die Anfertigung von Gewebsschnitten vermessen werden.

Photosepsibiligcator als Farbetoffilm auf Gewabe

ser Fall kann bei lokal applizierten Sensibilisatoren vorliegen, beispiels-

)
oy
O
4}

weise bei der Instillatiocn von Mb in die Harnblase und anschliefender Anlagerung

an das Urothelgewebe, s, 3.4.3.

die PAA-Untersuchungen wurde GCewebe des soliden Ehrlichcarcinoms mit einer

,
=
|
C

Fliche von ca.25mm™ werwendet, auf das S5ul Mathylenblau gleichmdRig aufgebracht
t fir zum Applikationszeitpunkt eine mittlere Schichtdicke von
d=200pm und damit der Fall der thermisch dicken Probe vor. Entsprechend Tab.
6.1.1I1 sind der saturierte Fall 2 fiir bohe Filmkonzentrationen und die vom
Cewebe (Substrat) unabhingigen Signale gemd8 Fall 3 und 6 zu erwarten.

Die Abb.Z. von Anhang 6 zeigt das goemessene PAA-Spektrum eines 3x10E-04K ¥b-Fil-
leich mit der Ldsung gleicher XKonzentration (Abb.2.) mit etwa glei-
chem Probenvolumen 148t eine Signalerh3hung um den Faktor 1,2 erkennen, die
durch das Streuverbalten des Substrates er klérbar wird. Bei gegebenen Probenbe-
dingungen ergibt sich eine Filmtransmission von I(d)/I=>0,8. Die verwendeten
Gewebeproben weisen Remissionswerte von ca. 0,3 auf (s.6.5.). Dadurch erhsht
sdichte innerhalb der photoakustisch nachweisbaren

T < Ed ~ Qianm? A 3 P
incuziert eine Signalerhdhung.

In Gewebe eingelagerter Senzibilicator

Die Abb.3. zeigt ebenfalls das gemessene PAA-Spektrum des Tumorgewebes. Die er-
wartete Abnahme des Signals in Richtung zunehmender Vellenléngen ist erkennbar.
Pie Signalamplitude hangt in starkem Maf vom Feuchtigkeitsgehalt des Gewebes ab
(Zunahme um Faktor 2 bei abnehmenden Vacser rgekalt). Bei der Austrockaung &ndern

sich die spezifische Virme und die Dichte, sowie die Streucharakterisik.




von Mb-haltigem Gewsbe bis zu dem Maximum 2615nm (gleiche
Abb.) deutet auf eine Kenzentratiozserhshung bzw. auf eine erhdhte Dimerakkumu-
lation innerhalb der oberem Gewebsocchicht. Um Aucsagen zur selektiven Anlagerung
zu erhalten, wurde Gewebe einec Harnblasentumors und peritumorales Urothelgewebe

tigen Mb-Inkubation und anschlieBen-

cchnitten mit Mb-Akkumulation ergaben
iocnzlésung. Fir geringere Konzentratio-
mehr gemessen werden., Als Ursache muf

enten angesehen werden. In Abschnitt

P8 in Gewebe zu treffen, wurde das

einer Arbeit wvomn /101/ dahingehend
t, daf cine Modulation der Strahlrichtung msglich wurde. Zu diesem Zweck
wurde der Anrcegungsstrahl unter einem Einfallswinkel von 45 auf einen Umlenk-
der an einer durch einen RC-Generator getriebenen Lautsprecher-

membran befestigt wurde, Abb. 6.4.1. Das Eingangsfenster der Referenzzelle wurde

L

abei auBlen bhalbseitig schwarz mattiert (A=1). Durch Vahl der Arbeitsspannung
kann die Auslenkung Ax variiert werden, wobei sich der Bestrahlungsort nach:
(L) =x-tax(U-dexp(iot) darstellen 138t. In der MeBzelle wird das Differenzsig-
nal zwischen benachbarten{(ax) Gewebepartien gebildet. Bestehen Unterschiede im
Gehalt des PS ldngs des Veges Ax, so werden periodische Gasdruckschwankungen

induziert.

R - Referenz fur Lock-in }

M - Membran - ‘
- Spiegel e ;
St - Strahlteiler 3 £(2) Prem g
2, - Referenzzelle
- Mefizelle

|
Abb. €.4.1 Schema des periodischen Strahl-Scanning, links und Darstellung einmer
Absorptionskante, rechts. (U/P.=0,13V/V fir den {bergang Glastréger/Absorber)
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Die Abb. 6.4.1I zeigt Differenzspektren von markierten und unmarkiertenm Gewebe
cowie von Gewebepartien innerhalb eines ¥b-markierten Gewebes. Da fiir den tber—
gang Glas/Glas (probenfreier ¥efraum) S/P<0,0001V/V gilt, ist der Fachweis von
Methylenblau bei den gegebenen Yonzentrationen fir den gesamten roten Spektral-

bereich gegeben und die Messung von Konzentrationsunterschieden innerhalb eines

markierten Gewebestiicks msglich.

Yo | |
VWH N 3 |
L 1'GeWEbe+Mb(3"1é3em/be Abb.6.4.11 Durch periodisches
PN 2-Gewebe + Mb(3x10"M)/ Strahl-Scanning erhaltende
RN Gewebe
o _3-innerhalb Gewebe o i
o St S Mb3xIT*M) PAA-Differenz-spektren
5'10 2 \~\ S ( -
N ) ‘: Ax=4mm)
e 4
— |
h f
116° \3\ |
600 650 Anm |

©.5. Einfluf der Mehrfachstreuuns vop Gewebe auf das PAA-Signal

Obwohl das PAA-Signal direkt und linear von dem Absorptionsvermégen der Probe
adbhangt, kann der EinfluR des Streulichtes zu Fehlinterpretationen bzgl. B fih-
ren. Strenggenommen gelten die Cleichungen (5) und (6) nur fir streufreie Pro-
ban. Die Strahlintensitiat I(x) wurde mit Ix)=1gexp(Bx) berechnet, wobei der
Streukoeffizient = unberiicksichtigt blieb. Insbesondere erfolgt eine Beeinflus-
sung des PAA-Signals durch folgende Effekte: '

1. Absorption von Streustrahlung durch den Empfénger

2. Absorption durch die MeBzellwande

3. Mehrfachstreuung in der Probe fiihrt zu einer Erhéhung von I innerhalb der
photoakustisch erfaften Schicht der Dicke Hen

Durch die durch Streuung induzierte Anderung der Photonenflufdichte in alle

o

Richtungen, kann I nicht mehr nur eindimensinal beschrieben werden,

(S

Einfluf 1 ist durch die Verwendung von Gaszellen mit diinnem Gaskanal vernachlis-

ighar. Um eine Abschétzung bzgl. des Effektes 2 vorzunehmen, wurde die Zellkam-

(=]

0

mer diffus bestrahlt (Anregung mit Lichtleiter hoher Apertur und stark riick-
streuendem Medium unterhalb des Probenfensters). Eine Brhthung des Rauschsignals
um lediglich Faktor 2 wurde festgestellt. ‘

Die Erhohung der FPhotonenflufdichte nahe der Strahlumgebung innerhaldb der

Grenzfléche des streuenden ¥ediums ist von dem Verhaltnis s/B abhéngig und kann




na:h 7109/ fir Quotienten >10 wesentlich gréBer als die einfallende Strahlungé—
intensitat sein. Dabei tritt ebenfalls eine "laterale Verschmierung" (Effekt 4)
auf. Befindet sich keine weitere Schicht der Dicke ddpen iiber dem streuenden
Medlum, tragt die gesamte (erh8hte) Photonenflufdichte innerhalb der Oberfls-

chenschicht (Kpen) zum Signal bei, wobei laterale Streustrahlung innerbalb die-

0

er Schicht auch fir Wege >uth wesentliche Signalbeitrige stellt. Fir groge
Streukceffizienten wird das PAA-Spektrum letzlich dem Streuspektrum &hneln.

Fir den Fall des Filmes, der sich liber einer streuenden Schicht befindet, kann
zudem eine Verfdlschung der spektralen Charakteristik eintretem, da die
rickgesireute Strahlung I+=Iuexp{(B1)R eine Funktion von () ist und somit eine
Fivellierung des Spektrums eintritt (schwache Absorptionsbanden erfahren eine
Gegensatz zu Bereichen hoher Absorption).

Um Aussagen zum Streuverhalten von biologischem Gewebe zu gewinnen, wurden mit

O

dem gileichen Spekirometer Messungen zur Absorption A, zur Transmission T und zur
Strevung (Remission R und Vorwdrtssireuung VS) durchgefiihrt. Eptsprechend einem

Valther, Sektion Physik der FSU, wurde zu diesem Zweck ein

Gffnungsfenster der Zelle durch einen Oberflichenabsorber mit A=1, R=0, der
Abcorptionzflicke Fo und kleiner transparenter &ffnung (Strableingang) der
Flache Fo ersetzt. Der Absorber liefert ein PAA-Signal Ses, wobei gilt:
S e lw) =ere (W) Prs mit essf@): Ewpfindlichkeit, Pes: auf Fe auftreffende
3
Strahlungsleictung, TFw stellt damit eine wellenlidngenunabhingige Empfiangerfléche
Q (5] (] o

fir auftreffende Streustrahlung dar. Das photoakustische Gesamtsignal S« setzt
cich aus Se (EBignal durch Probenabsorption) und Sre zusammen, wobei zwel ver-

ichkeiten e infolge unterschiedlichen thermischen Verhaltens

0
0
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03
¥
r4]
I
0
&5}
£
o)
h
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=]
o
fasn)
et

eingeben: Se=AenaPoea(W)ters(WPrs, Aran steht fir die Absorption in der photo-
akustisch erfa8ten Schicht.

Fir die Streumesszung befestigt man giinstigerweise die Probe auBerhalb der HQB—
zelle (Aran~0), Abb. 6.5.1. Fir R, VS und T soll im folgenden gelten: g
T-fl/PmdD/dQ dQ, R= fl/PodP/dQ daQ, VSﬁflandP/dQ dQ+/1/P$dP/dQ dqQ.

Inpden Tabellen 6. 5 IT sind die Ergebnisse dargestellt die mit den verschiede-
nen MeRanordnungen fir das Gewebe des soliden EC-Tumors gewonnen wurden.

Demnach betrdgt der Anteil VS+T der 200um-Probe mehr als 70% und nimmt mit zu-
nebmender Schichtdicke d zugunsten der Remission R ab. R-R. =30% vergsfert sich

mit ... der Zunabme von d nicht mehr wesentlich.
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Sg= S+ SFs S1=VS . % ‘g Sz(q=0)=(VS~gJ%hFS %‘

S,:R-Rﬁ

(R—Ié— F g e
Abb. 6.5.1 Schema der MeBzelle, Fe=n/4(dz-d.), 4z=17mm, d, und h variierbar,
i.allg. 2a{d+,h)~1,7x sr und 2B¢d.,h)=~0,2x sr , links

und realisierte MeBanordnungen zur Erfassung der Streustrahlung, rechts

Gewebe, d=(200%20)um Gewebe, d=(400x20)um
Signal chne Probe —mit Probe Ergebnis ohne Probe ~mit Probe Ergebnis
S 0, 030, 01 2,8+0,2 V8=0,41 0, 030, 01 2,540,2 VS=0,37
Sz 6,8 20,1 5; 04£0;3 T~0,32 6,8 £0,1 4,110,2 T=0,23
D 0,030, 01 1:340.2 R-R.=0 16 0,03+0, 01 2,010,2 R-R.=0,30

Tab:. 6.5.IT Streuergebnisse von Tumorgewebe unterschiedlicher Dicke d; Po=34mv,

A=650nm, ©=2x 28s7, ers=0,20V/V, Mittelwerte wvon 3 Messungen

R beinhaltet auch den Anteil direkter Reflexion an der Grenzschicht Luft/Gewebe
bzw. Gewebe/Glas., Xit den Brechzahlen 1,33¢nswwern«$1,55 (je nach Feuchtigkeits-
gehalt), bleibt der Einfluf jedoch gering.

Die 400pmProbe wurde vergleichend am Streulicht(TIS-)meRplatz der Sektion
Physik, FSU, vermessen. Dis ¥e8anordnung besteht im wesentlichen aus einem modu-
lierten He-Fe-laserstrahl (633nm> und einer Ulbrichtkugel, in die das in den
rickwirtigen Halbraum gestreute Licht (=Remission) der Probe mittels Coblentz-
kugel abgebildet und dort durch SEV und lock-in registriert wird. Als Ver-
gleichsstandard dient MgQ. Fur R ergab sich der Wert 0,33%0,02, wobei der Fehler
aus der Ortsabhéngigkeit von R innerhalb der Probe resultiert, und stimmt damit
ndherungsweise mit dem PAA-Spektrometer gemessenen Wert unter Beriicksichtigung
der erfaBten Raumwinkel iiberein.

Das Remissionsspektrum ergab im Bereich 600nm-680nm einen monotonen langsamen
Abfall in Richtung kiirzerer Wellenléngen. Vergleichsmessungen am specord M40
(Reflexionseinsatz) bestitigen diese Abhéngigkeit und zeigen zudem, da8 dieser
Abfall ein Kinimum bei 570nm bis 580nm, ein weiteres bei 540nm bis 550nm er-

reicht, die dern Absorptionsbanden des Hamoglobin entsprechen (s. Abb.2.2.I).



FCT wnd der Diagno-

den Kriterien

Inshesondere zeigh sich hier diz Eignung
der inzwischen zur PCT von Patisntsn wit Harnblasentumoren ai gesetzt wird,

- - 3 * - - - A
In den Kapllsln 4 un

=
£
o
£
i1
3
L
Y
=i
<
1
ey
0
"‘J
C
™
a2
L
= |
151
i
s |
.“.I
]
i-l
'T
jall
e
i
-3
m
{u]
I}J
‘L
p
i
i)
b}
1]
H
:1'
'[
c‘"
:i

B

4..!':'.!

Priot puta b T

= e
DR A AT S B H T

verminderte Tri-

Ladian Vg
steht im Widerspruch zu /727, Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Nessun-

gen an 10E-04i HpD-FES-L

FP-Bildung fdr ODz—Werte

)]

kleiner 10E-04M sehr empfindlich von geringen Anteilen von Sausrstoff abhingi,

ar HopD-Honzsntratiod

...I

hat disss Aphingigkeit mdgli-
biologischem Ge-

varmnuten lassan,




kann di=2 Bi1Znm-Bands von

HpD in waBriger Lisung (im G },ooallein den HobD-Monomne-

ren Zugeordnet werden, Das ! ing der Monomerse fdhrit demnach zu einer

iuor enenantaalin

flunress

T mey e | i ST ——
i sumnss g ns-Beve

e 3 b
PR e

somit

g

werdsn in

nrabklingesiten

zins mogliche photooheamisc)

£
=

HlagErung an

urd Zudenm angenommnen $ird, dak

i g
in-vive SPC-

fRutit




genden PCT herabsetzen, Auch bei der Fluoress enzdiagrnostik von Tumoren mub das
Phiotobleaching und die PP-Bildung beachtet warden, insbesondere wenn  aus
stationdren oder zaitaufgeldsten Messungen auf die HpD-Konzentration |, bzw, auf
Honzentrationsunterschiade geschluBfolgert werdsn soll,

Eine andere Méglichkeit des Nachweises von PS in biologischem . Gewebe, wird in
Kapitel & vorgestellt, Mit sinem photoakustischen Absorptionsspektrometer, das
auf dem Gaszelle-Mikrophon—Verfahren berubt, wurde der PS Msthylenblau in Tumor-—
geweba untersuchi,

Dar Einsatz der photoakustische Absarptiénsspektroskopie eignet sich dort, wo
die Anlagerung von Pholosensibilisatoren geringer Fluoreszenzquantenausbeute
(HpD-Aggregate, Phdophorbid a ,,,} in biologischem Gewsbe untersucht und/oder
Ausségen zum Absorptionsverhalten getroffen werden sollen, Gegeniber der opti-
schen Absorptionsmessung kommen auch optisch opake (d,h, BL<1, B:Absorptidnsko-
effizient, L. Gewsbedicke) Gewsbssiiicke als Untersuchungs: sbiskt in Frage, solan-
ge sie thermisch dick sind, d,h, solange penil gilt und die BEdlnnung dend il
Cpen:  thermische DRiffusionsléangs, ge: optische Eindfingtzefe) erfallt  ist
(nichisaturisrter Fall), Zudem entfdllt =ins Besch antuﬂg auf bestimmie Froben—
konfigurationen, Das bedesutet, Untersuchungen verschisdensr Gowsbsschnitts sowie
von PSoin wdBriger Lésung sind wdglich, Die mit dem PS Methylenblau durchgefihr-
ten Messungan belegen, daE der Farbstoff in den Eonzentrationsbereichen
5x107°®M{citemee mit dem vorgestellten PAA-Spekirometer meBiechnisch erfaEbar
wobhel feaee @ine von der Modulationsfraguenz und der Bestrahlungswsllen—
lange abhangige Grdke ist, fOr die der Fall der SAttigung eintritt,

Lagert sich Mb von aukBen an das Gewebs an, dieser Fall tritt z,B, bei dar
Instiliation des PE in die Harnblase zum Zweck einer PCT- Behandlung auf /50%/,
kann das Objskt zundchst als Zweischichtsystem mit Mb als Farbstoffilm bzw, als
Mekprobe und das Gewebe zls Substrat aufgefaBt werden, Mit esiner genigend hohen
Modislationsfrequenz o 18Bt sich der nichisaturierte Fall einstallen, so daE ant-
sprechend der Theorie von Rosencwaig 7101/, das photoakustische Signal lediglich
eine Funkiion des Absorptionskosffizienten Bewm ist, nicht aber Gewebeparameter
einflieBen, Infolge der im Gewebe vorhandenen Mehrfachstreuung des durch den Mb-
Film transmittierten Lichistromes muB jedoch der Anteil der Remission beachtet
werden, der zu Signalerhéhungen wnd spektralen Verfdlschungen fdhren kann,
Frinzipiell 188t sich durch o-Variation die Diffusion das PS in das Gewsbe ver-—
folgen, Die Messung von Differenzen im Mb-Gehalt benachbarter Gewebepartien 13Bt

sich wmit der Methods des periodischen Strahl-Scanning realisieren, Bei der
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Photochemotherapy of animal tumors with the photosensitizer

Methylene Blue using 2 krypton laser |

K. Konig ', V. Bockhorn?, W, Dietel ', and H. Schubert?

! Department of Physics,  Clirge of Urology, * Centre for Experiments on Laboratory Animals,

Fricdrich-Schiller University, Jena, German Democratic Republic

- Summary. The cytotoxic effect of the photosensitizer
Mecthylene Blue activated with long wavelength laser

radiation has becn investigated using mice with solid-

Ehrlichcarcinomas. A krypton laser was used as a
light source emitting laser radiation at 647 nm and
676 nm. The red spectral range is important for photo-
chemotherapy because it is easily transmitted through
“tissue. A significant tumor reduction. including com-
plete tumor destruction, has been achicved.

Key words: Photochemotherapy — Photosensitizer —
Methylene Blue — Laser

Introduction

The development of laser and fiber techniques has
provided new possibilitics for tumor therapy. On the
onc hand high-power lasers act as an * optical scalpel”
by thermal and ablative effects, on the other hand low-
power lasers are better used for photochemotherapy.
In this case, laser radiation activalcs special dyes
(photosensitizers) which can cause cytotoxic reac-
tions. If the dye accumulates in malign:int tissues more
than in normal ones, sclective therapy is then possible.
Photosensitizers of greater importanc: are dyes with a
strong absorption in the red or the ‘nfrared region
(range of high tissue penetration). In this way it is also
possible to treat more deeply lying tunors. The most
widely used photosensitizer with t1mor-localizing
properties is a mixture of different norphyrins and
their aggregates called hematoporphyrin, HpD (Kessel
1984). Selective destruction of tumors * ‘a photochemo-
therapy with HpD and lasers has been demonstrated by
several clinical groups (Dougherty et « 1. 1978; Hayata
et al. 1982). '

Offprint requests to: K. Kénig, Friedrich-Schill :r University, Jena,
Department of Physics, Max-Wicn-Platz 1, DD -Jena 6900, GDR

HpD has some disadvantages, however. It poorly
absorbs red light and consists of an active component
which has not yet been synthesized in a pure form.
Furthermore, HpD stays in the body over a long pe-
riod of time and causes skin photosensitivity. There-
fore the search for alternative photosensitizers is of
great interest (Doiron and Gomer 1983).

This paper deals with investigations on the photo-
chemical action of Methylene Blue, which strongly ab-
sorbs longer wavelength red light. Its cytotoxicity in
connection with light was verified in 1966 (Berg and
Jungstand 1966). The cytotoxic effect of Methylene
Blue was noticed in animal tumors following intratu-
moral application and excitation with a high-pressure
xenonlamp. Because a correlation between the stain-
ing of tissue with Methylene Blue and the histological
grading was found (Fukui et al. 1983) the question
arises, in what respect does Methylene Blue act as a
photosensitizer in photochemotherapy by radiation
with red light. ‘

The aim of these investigations was to examine the
cytotoxic effects of Methylene Blue activated with
long wavelenght laser radiation. The solid Ehrlichcar-
cinoma has been used as an animal tumor model in
these experiments.

Materials and methods

Chemicals. The Methylene Blue used in this investigation was a com-
ponent of the drug Coloxyd™ produced by SPOFA United Phar-
maceutic Plants Prague. The drug was diluted with isotonic NaCl
solution and injected by intratumoral (into and around the tumor
mass) administration (0.25 ml). In order to get a better dye diffusion,
dimethyl sulfoxide was added.

Animals and tumor model. The tumors were solid s. c. Ehrlichcarcino-
mas in male ICRmice, induced by injeclion of 0.2 ml Ehrlichascites
cells (5 x 10° cells/ml). The treatment followed 4 days after adminis-
tration of the tumor cell suspension. Tumors were macroscopically
noticed at this time on the shaved skin of the mice and were in the
carly stage of expansion.
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Fig.1. Invivo absorption spectrum of dermal tissuc obtained by measurement of the 0.1-mm thick car of a white mouse
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Fig.2. Absorption spectrum of Methyler+ Blue (concentration ¢ =
3x107% M~"; diluted with phosphate-bi. . fered saline, pH 7.2)

The mice were fed ad libitum with st..ndard pellets R 13 (VEB
Versuchsticrproduktion Schénwalde, GD 1) and had permanent ac-
cess Lo waler. They were housed in plastic ;ages, iemperature 22° (o
25°C. During treatment the mice were ane-thetized (Rampoon®, Ur-
sotamin®, NaCl).

Laser. The light source was selected taking into consideration the ab-
sorption spectrum of the dye and the tiss:ic {ransmission. Figure 1
shows the absorption spectrum of dermal tissuc. Because of the ab-
sorption of hemoglobin and pigments, theic is only a small penetra-
tion of short-wave visible light into blood- ‘ontaining tissue. In order
to treat largely and deeply lying (millimete - range) malignant tissues,
penetration of the light is a necessity. Thzrefore, the longer wave-
length red and near infrared region is especially suitable for light pen-
etration into the tumor tissue. i

Methylene Blue shows a strong absory:tion band in the red spec-
tral range (Fig. 2). A krypton laser was chesen asa light source emit-
ling radiation at 647 nm and 676 nm. The ratio of the intensitics of
the lines was 4:1. The laser beam was coup'd toa 200 pm step-index

i

single optical fiber. The ficber tip was fixed so that the laser light il-
luminated the tumor completely. The beam had an intensity of 100
10 200 mW and a diameter of approximately 1 cm.

Treatment. At 30 min after intratumoral injection of Methylene Blue
the tumors were irradiated for 10 to 30 min at intervals of 24 h. The
animals were divided into different groups kept under the same con-
ditions. The first group consisted of animals without drug adminis-
tration and without laser irradiation, the sccond group received in-
tratumoral drug therapy without irradiation, and the third group re-
ccived both drug administration and laser treatment (sec Table2).
With laser irradiation alone (P=200 mW, irradiation time: 30 min,
A=647 nm, 676 nm) no detectable influence on the growth of the tu-
mors was observed.

According to other authors (Berg and Jungstand 1966) and our
own investigations, an appropriate time for beginning the treatment
should be after the first macroscopical appearance of the tumor and
before the necrotic stage. The mice were killed 10 daysalter treatment
and the weights of the tumors determined.

Results

At first the lethal rate 10 days after treatment was de-
termined, dependent on the applied dose of Methylene
Blue and lascr irradiation (see Table 1). The radiation
power used was 100 mW (80 mW at 647 nm and
20 mW at 676 nm), irradiation time was 10 min, 4 ir-
radiations being applied in a period of 24 h. The drug
was injected s.c. 30 min before irradiation of animals
which had tumors. Response typical of a photosensi-
tizer was observed. :

In the following inveptigations, a drug dosc of
25 mg/kg body weight was used. The sensitizer was
now used in the treatment of solid Ehrlichcarcinoma.
Table 2 shows the tumor masses after 4 laser irradi-
ations (P=150 mW, 7=30 min in a period of 24 h).
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Table 1. Lethal rate dependent on the drug dose administered and
irradiation

Lethal rate (%) after
drug administration
and irradiation

Lethal rate (%) alter
drug administration
without irradiation

Injected dose of
Methylene blue

n=10 n=10
250 mg/kg BW 0 90
125 mg/kg BW 0 50
25mg/kg BW 0 0

BW: body weight (around 20 g), #: number of animals

Table 2. Tumor masses after laser irradiation

Group MB IR & Tumor Avcerage a/mg

mass/mg tumor
mass/mg
1 - - 6 930; 690; 900; 923 156
840; 1140; 1040;
2 X - 6 560; 420; 490; 460 114
400; 600; 290; iy
3 X X 8 170; 200; 120; 100 118 80

150: 200; 0; 0;

MB: Methylene Blue administration, o: st:ndard deviation, IR:
irradiation with krypton laser, n: number of animals, tumor mass 0:
not detectable by preparation (in groups 2 an! 3 onc animal showed
tumor infiltration into the peritoncum. Becau : of no clear limitation
with respeet to the normal surrounding tissuc :hese animals were not
included in the table) ‘

There were two drug administratior s only, one before
the first irradiation, the other beft:re the third one.
Methylene Blue therapy without l:ser treatment re-

duced the tumor mass (group-2) ¢nd this reduction

depended on the drug dose and the number of
administrations. The results obtaincd are in agreement
with investigations of other authors (Berg and
Jungstand 1966). Photochemother:ipy using a kryp-
ton laser (with lascr radiation of 647 nm and 676 nm)
increased these cffects significantly (group-3). In the
present investigation, a tumor reduc’ion of about 90%
was achicved. As a side effect ¢ the irradiation,
edema, erythema, and partial i1{lammation were
observed for a time of 1 to 2 wezks. The animals
without exposure (group-2) show-d no visible side
effects.

The tumors were ewamined histologically and the
‘treated animals (group-3) showed necroses and cell
destruction. Temperature measurements by means of
thermocouples inside the tumor mass indicated a tem-
perature increase smaller than 4°C during the irra-

=\
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diation period. Thus thermally induced nccroses
should be exctuded. :

Discussion

The cytotoxic clfect of the photosensitizer Methylene
Blue in connection with the radiation of a kryptonion
laser was shown in mice with s.c. Ehrlichcarcinoma.
The tumor model was chosen in accordance with
former experiments with Mcthylene |Blue (Berg and
Jungstand 1966). Because of high Lissxle penetration in
the long wavelength spectral range, photosensitizers
with absorption in the red and infrared range arc of
importance in photochemotherapy. (Methylene Blue
has a particularly strong absorption in the red range).
A significant tumor reduction, and in some cases com-
plete tumor destruction, were achieved using red laser
radiaton (krypton laser with 647 nm and 676 nm). A
cytotoxic cffect caused by- administration of the
photosensitizer alone without any irradiation has been
noted by other authors (Berg and Jungstand 1966).
The photochemotherapy with Methylene Blue acti-
vated with long wavelength laser light can be of clinical
importance mainly for the treatment of bladder tumors.
Fukui et al. reported -on the instillation of Meth-
ylene Blue in the bladder of 129 patients with bladder
carcinoma and found a correlation between the extent
of staining and the histological grading (Fukui et al.
1983). Selective photochemotherapy is then possible.
In addition, the instillation of photosensitizers into the
bladder can considerably reduce side effects due to
sensitivity of the skin to light. Furthermore, laser light

“can be directed into the bladder via light fibers and en-

doscopes. We have initiated treatment with the photo-
sensitizer Methylene Blue on patients with bladder tu-
mors, the results of which will be published in the fu-
ture,
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LichtleitereinkOpplungsgerdt zur Fluoreszenzdia-
gnostik, Phototherapie und Photochemotherapie

.

Von Karsten KONIG und Wieland DIETEL

Aus der Sektion Physik der Friedrich-Schiller-Universitiit

Jena

Dic Fluoreszenzdiagnostik und Photochemotherapie von Tu-
moren hatl sich in den letzten Jahren vor allem durch die Ent-
wicklung der Laser- und Lichileittechnik als neue aussichts-
reiche Methode der Erkennung maligner Geschwiilste und de-
ren Behandlung erwiesen. Durch die tumorselektive Anlage-
rung pholodynamisch wirksamer und fluoreszierender Sub-
stanzen, 2. 3. des Pholosensibilisators Hiimatoporphyrinderivat
(HpD), ist es moglich, Tumoren im Frithstadium zu erkennen,
ihre Ausdehnung zu erfassen und durch lichtinduzierte che-
mische Reaktionen zu behandeln /17,

Flir die Anregung der Fluoreszenz als auch fiir die Durch-
[tihrung der Photochemotherapie wird Laserstrahlung ge-
cigneler Wellenliinge und Leistung in Lichtleiter eingekoppell
und im allgemeinen {iber Endoskope den interessierenden
Gewebepartien, z 3. im Bronchial- oder Urogenitaltrakt, zu-
sellihrt.

Die Tumorfluoreszenz ist wegen der geringen Fluoreszenz-
uantenausbeute der verwendeten Pholosensibilisatoren rela-
iv schwach. Diese schwache Tumorfluoreszenz wird von der
Untergrundstrahlung des Lasers {iberlagert, Untergrundstrah-
ung entslteht bei den Edelgasionenlasern durch die spontanc
omission des angereglen Plasmas. Sie muf} bei den empfind-
ichen Tluoreszenzuntersuchungen berticksichtigt werden.

An der Friedrich-Schiller-Universitiit wurde ein Lichtleiter-
inkopplungsgerit (LLEG) entwickelt, das es gestattet, die

3ild 1: Prinzipskizze des
(LLEG)

Lichtleitercinkopplungsgeriites

g3 ] Lt

'(,\_-

2dizintechnik 28 (1988), H, 1

Fluoreszenz ohne verfilschenden Untergrund anzuregen und
zu registrieren. Zudem kann es fiir die Durchfithrung der
Pholochemotherapie und Phototherapie verwendet werden.

Geriiteaufbau

Das LLEG Dbesitzt neben einer Linse geeigneler Brennweite
und einer Justiereinheit fiir den Lichtleiter eine einfache Vor-
richtung mit spektraler Winkeldispersion zur Abtrennung des
storenden Untergrundes. Bild 1 zeigt die Prinzipskizze.

Die Verbindung Laser—LLEG erfolgt mit einem handelsiib-
lichen Universaladapler (1), dessen Maoglichkeit der x,y-Ver-
stellung und Verkippung eine Zentrierung des Geriites ge-
stattet. Der Laserstrahl (2) passiert die beiden Prismen (3 und
4), die aus Quarzglas SQ, gefertigt und so geschnitlen sind, da3
der Strahl sie moglichst unter dem Brewsterwinkel durchsetzt.
Damit werden die Verlusle infolge Reflexion gering gehallen.
Die Basisbreite betrdgt etwa 10 mm.

Durch die Winkeldispersion der Prismen wird die un-
erwiinschie, zur Laserstrahlung langwellig verschobene spon-
tane Strahlung (5) von der Lasersirahlung abgetrennt. Der in
einer Buchse (8) gehalterte und durch einen X,y-Versteller (9)
und einen z-Versteller (10) justierbare Lichtleiter (7) befindet
sich im Fokus der Linse (6) (Fokus fiir Arbeitswellenliinge).
Durch die Ablenkung der langwelligen spontanen Strahlung
wird diese nicht auf die Eingangsfliiche des Lichtleiters fo-
kussiert und somit nicht cingekoppelt. Die abgelenkie Unler-
grundstrahlung des Lasers kann auch mit einer entsprechen-
den Lochblende abgetrennt werden.

Die Elemente (3 und 4) sind zweckmaiBigerweise auf einer
magnetgehalterten Dreipunktauflage (11) befestigt, die bei
Entfernung eine anderweitige Verwendung der Laserstrahlung
— z. B. den Einsatz als Pumpstrahlung fiir einen mit der An-
lage kombinierten Farbstofflaser — gestattet, Die Dreipunkt-
aullage ermdoglicht einen schnellen, reproduzierbaren Ein- und
Ausbau der Prismeneinheit mit Mikrometergenauigkeit.

Die Laserstrahlung passiert in diesem Fall die Offnung (12).
Um eine Modulierung der Laserstrahlung zum Zweck einer
empfindlichen lock-in-Nachweistechnik der Fluoreszenzstrah-
lung oder auch einer Impuls-Therapie-Strahlung zu gewiihu-
leisten, ist der Einsalz eines mechanischen Modulators (chop-
per) vorgesehen. Er wird in den Schlitz (13) eingefiihrt.
Spontane Strahlung oder Nebenreflexe von den Laserspiegeln,
dic ebenfalls durch den chopper moduliert werden, kinnen als
Referenzsignal und zur Leistungsmessung verwendel werden.

. Zu diesem Zweck ist eine Photodiode (14) angeordnet.

Die Bereitstellung einer Pilotstrahlung fiir die Lichtleiter-
justierung sowie eines Ein-Aus-Schalters wird zweckméBiger-
weise durch eine Mechanik realisiert, die innerhalb des Laser-
resonators angeordnet ist. Dieses intracavity-Element kann
auch als Schalter fiir einen mit der Anlage kombinierten Farb-
stofflaser verwendel werden,

Ergebnisse

Das Geriit wird bei uns zur Fluoreszenzmessung von tumori-
sem Gewebe und zur Photochemotherapie genutzt. Als Tumor-

1
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Bild 2: Fluoreszenzspekirum von biologischem Gewebe nach
Anreicherung mit dem Photosensibilisator HpD bei
Anregung mit Strahlung der Wellenldnge 514 nm

1 — Fluoreszenzspektrum mit Abtrennung der
spontanen Plasmastrahlung (Einsatz des
LLEG)

2 — Spektrum ohne Abtrennung

— — — Messung der spektralen Zusammensetzung
der spontanen Plasmastrahlung des Lasers

modell dient das solide Ehrlich-Carcinom, das subcutan Méu-
sen induziert wird. Nach HpD-Applikation wird die Zeit- und
Ortsabhéingigkeit der Fluoreszenz gemessen und das Spektrum
bestimmt, Als Anregungsstrahlung dient die modulierte Strah-
lung eines Argonionenlasers ILA-120 bei 514 nm, die dem zu
untersuchenden Gewebe mit einer 200-pm-Stufenindexfaser
aus dem KWO Berlin zugefiihrt wird. Die langwellige spon-
fane Strahlung wird mit dem beschriebenen LLEG abge-
trennt.

Die Nachweisanordnung besteht aus einem Lichtleiter hoher
Apertur (KWO Berlin) zur Ubertragung des modulierten Fluo-
reszenzsignals, einem Prismenmonochromator, einem rot-
empfindlichen Sekundérelektronenvervielfacher und dem lock-
in-Verstidrker unipan aus der VR Polen.

Bild 2 zeigt gemessene Fluoreszenzspektren von HpD-sensibi-
lisiertem Gewebe 24 Stunden nach der Applikation des Photo-
sensibilisators. Im Vergleich ist das Spektrum der gleichen
Gewebepartie ohne Einsatz des LLEG und damit ohne Ab-
trennung der Untergrundstrahlung des Lasers dargestellt.
Mit dem gleichen Geriit wird die Photochemotherapte durch-
goltihrt. Dabei wird die Strahlung der Wellenlinge 514 nm
als Pumpstrahlung fiir den Einsatz eines Rhodamin-B-Farb-
stolflasers (ZWG der AdW) genutzt. Die Umstellung erfolgt
durch Entfernen der Dreipunktauflage. Die erneute Montage

ermoglichl eine reversible Einstellung des Strahlenweges zum

7Zwecke der Fluoreszenzdiagnose.

Die Pholochemotherapie mit dem Photosensibilisator HpD
fihrt zu einer signifikanten Reduktion der Tumorfeucht-
gewichte gegeniiber Kontrolltumoren /2/.
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Ilpexacrasaen npubop AJA BROAA JAa3€PHOTO M3NYy4YEHUA B
CBETOBOJ/LI, KOTOPbI NPEAYCMOTPEH AJA NPMMEHeHUA B dayo-
PEeCLIeHTHOY AuarHocTuke, cororepanum u PoToxumMuorepa-
nuu onyxcneit. OH BKJAIOHaeT B ceba ONTHYECKOE YCTPONCTBO
CcO CreKTpaNbHOM YIJIOBOI JAucriepcuelt, KOTOpPOE MO3BONAET
ofecrieuuTk OTAeJEHHE Mewalouero (OHOBOrO MINAYHEHUA
Ja3epa ¥ BBOJ CHEKTPANLIIO WUCTOTO JIa3ePHOro M3NYHeHuA
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B CBETOBOALI IIpIMeHeHHeM npidopa MOMKHO OU{YTHMO YIyu-
LWIHTL HM3MEPHTENLHYIO - HYBCTBITEALHOCTE (PIyOPeCUeHTHO:
IMATHOCTHHYECKHNX YCTPOTficTB. JI3/103eHkI BO3MONKHOCTIL NP1
MeHenua npubopa npi YCTAHOBJICHIMIL AUAri03a i choroxit-
MHOTEpanHis CONAHBIX KapuitHoM Jpanxa.

Summary

A device for coupling lascr beams into light guides s
described which has been designed for use in the fluorescen
diagnostics, phototherapy and photochemotherapy of tumours
It comprises an optical component that permits a spectra.
angular dispersion. This makes it possible to split off thc
interfering background radiation of the laser and to couple
the spectrally pure laser radiation into the light guide. It
will substantially improve the measuring sensitivity o
fluorescent diagnostics facilities. Applications in the dia-
gnostics and photochemotherapy of solid-cell Ehrlich carcino
mata are pointed out. h
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Investigation of Cells by Fluorescence
Laser Scanning Microscopy with
Subnanosecond Time Resolution

I. BUGIEL, K. KONIG, and H. WABNITZ ;

Friedrich-Schiller-Universitiit Jena, Sektion Physik, Max-Wien-Platz 1, Jena, 6900, German
Democratic Republic

(Received November 16, 1988; January 23, 1989)

The spatial distribution of the fluorescence decay time 7 (“7-image™) together with that of the mean fluorescence
intensity /- is obtained in fluorescing cell objects using an experimental arrangement consisting of a mode-locked
argon ion laser, a microscope equipped with a scanning stage, and a time-correlated single photon counting system.
As an cxample, Ehrlich ascites carcinoma cells incubated with Photofrin 11 were investigated. One- and two-
dimensional scans of the Nuorescence intensity as well as the luorescence decay time are presented which show
significant variations of the decay process as a function of the position within the cell.

KEYWORDS: laser scanning microscopy, fluorescence decay time, hematoporphyrin derivative, photodynamic
tumor therapy

INTRODUCTION

Fluorescence microscopy is widely used in biology and medicine for the study of auto-
fluorescence or fluorescence of attached probe molecules in cells and tissues in order to get
information on morphological and functional propertics of the object.

Another source of information on the molecular level can be opened if relaxation
processes (e.g., the fluorescence decay) arc investigated with high time resolution [1].
Parameters of the fluorescence decay are sensitive to the configuration of molecular specics,
their mobility, and various interactions with the environment.

A combination of high spatial and temporal resolution can be achicved if the excitation is
performed by a focused spot of a pulsed lascr source and the fluorescence is measured by a
time-resolving detection system. Because of the high required sensitivity, time-corrclated
singlc photon counting (TCSPC) [2} is advantageously applied. This method usually allows
a time resolution of a few 100 ps and offers rather short measuring times if a mode-locked
continuous-wave laser is used as high repetition rate excitation source.

Docchio et al. [3] as well as Schneckenburger (4], Rodgers et al. [5, 6], and Minami et al.
[7] equipped subnanosecond fluorometers with a microscopc and studied the fluorescence
decay in a fixed small object region selectcd by the focused laser spot. '
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The approach of the present paper is to use primarily the concept of laser scanning
microscopy: The object is illuminated point by point by a focused laser beam and the
corresponding response is detected at cach pdint. Not only reflected, transmitted, or
fluorescence intensities, but also other physical parameters derived from the detected signal
can be used for the construction of an image after data processing. Obviously, an image can
be formed from parameters of the fluorescence decay (e.g., “7-image"™). So the aim of this
work was to display the decay time 7 together with the mean fluorescence intensity /- as a
function of the position of the object with respect to the laser spot. This should allow to
compare the information contained in /,- and 7 and to get a survey of the spatial extension of
variations of these two quantities.

EXPERIMENTAL ARRANGEMENT AND METHOD

A scheme of the setup is shown in Figure 1. A mode-locked argon ion laser (ILA 120 from
Kombinat VEB Carl Zeiss Jena equipped with an acousteptic modelocker) is used as
excitation source which provides a continuous train of picosecond pulses (pulse duration, 1,
= 100 ps; pulse separation, 7 = 8.1 ns, A = 514.5 nm). y

After attenuation the laser beam is focused onto the object by the objective of an
cpimicroscope JENALUMAR. A single additional negative lens at the entrance of the beam
into the microscope is used to focus the laser in the object plane and to obtain a rather flat
intensity distribution in the objective pupil which yields high spatial resolution. The
resolving power as derived from the scan across a straight edge was found to be 0.6-0.7 wm
for a high aperture objective (Apochromat 50X /0.95 /0.17-A),

The fluorescence originating from the object is collected in backward direction by the
objective and passes through a dichroic plate and color filters for eliminating scattered light.
In the image plane a pinhole which is larger than the image of the laser spot removes
background and scattered light.

The setup for time-resolving detection of fluorescence by the method of TCSPC consists
of the electronic system SPC 100 (ZOS Berlin) and the photomultiplier FEU-77 (U.S.S.R.).

| [—

" synchronization T~ .77 1]

) Lo Signal 7 SPC 100
== p- {
F ML =+ |F, ]
f DM [
I
oo :
g 0 h -
> =)

T
microscope ax, ay, 62
Ar'-Laser  [AOM ' N

FIGURE | Experimentul arrangement. AOM = acoustooptic modelocker; PD = photodiode; F, = attenuator;
ML = mutching lens; DM = dichroic mirror; O = objective; § = scanning stage; F, = block filters; P = pinhole;
PM = photomultiplicr; SPC 100 = clectronic system for TCSPC
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For a more detailed description see [8]. Single photon events are accumulated in a multi-
channel meriory (256 channels per curve, maximum 65535 counts per channel, channel
width usually 48.3 ps or 20.1 ps) yielding a histogram which represents the fluorescence
decay. The time resolution of the whole system as given by the halfwidth of the response to
scattered excitation light amounts to about 300 ps. Tuking advantage of the high repetition
rate of the excitation of =120 MHz, a rather high count rate up to 2 X 10%/s can be processed
which renders possible short measuring times. On the other hand, this corresponds to the
detection of one photon per more than 600 excitation pulses. This elucidates the high
sensitivity of the method.

For object scanning an x-y stage with a minimum step width of 0.5 pm is supplicd to the
microscope. The synchronization of step motion and measurement is realized by programs
for the microprocessor of the system SPC 100.

This éxperimental arrangement allows two operation modes; X

1) Recording of decay curves at fixed object position in a usual TCSPC measurement. For
measuring times in the order of a few minutes decay curves with an excellent signal-to-noise
ratio and a large dynamic range can be accumulated which are suited for a very accurate and
detailed analysis of the time course of the relaxation process.

2) Much faster recording of one- and two-dimensional plots of the mean fluorescence
intensity /- and the fluorescence decay time T while scanning the object. This is achieved by
an interval method (cf. [9]) which gives a rather accurate estimate of  (under the assumption
of a single exponential decay law) within a measuring time per object step of about I s,

Three time intervals are chosen in the following way (cf. Fig. 2): Interval I begins after the

’3'3 07 36 65 |80 Mns
o S e m - R

FIGURE2 Fluorescence decay curve for an Ehrlich Ascites carcinoma cell with Photofrin I1. The intervals for the
following spatial scans are indicated,
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end of the excitation pulse in order to suppress scattered excitation light and to be sure of free
decay. Interval II of equal width AT begins just after the end of interval I. Interval III covers
the whole excitation pulse period.

With these assumptions the parameter 7 of the decay law

iF(f) = iF(0) X exp(—t/7) )

and the stationary fluorescence intensity /- (mean value over the whole excitation period)
can be obtained by

_ _AT
"= In(/Ny) &
Ip = N; (3)

from the sums of counts within the three intervals. After each object step only these sums
have to be evaluated and stored instead of the whole decay curve.

The information content of the measurements can still be increased by additional spectral
analysis of the fluorescence whereby a reduction of about 10 nm can be already sufficient, or
by spatial depth discrimination with the help of a pinhole in the image plane with a size near
the extension of the imaged laser focus which allows optical sectioning with a depth

_ resolution comparable to the lateral resolution [10, 11].

APPLICATION IN THE INVESTIGATION
OF INTRACELLULAR HPD FLUORESCENCE

Fluorescence diagnostics and photodynamic therapy of tumors is a field of intense work of
many research groups. Particular attention is paid to the elucidation of the tumor localizing
and destructing mechanisms of various photosensitizers, especially hematoporphyrin deriv-
ative (HpD). To this aim investigations on solutions, ccll suspensions, and tumor models arc
performed. For the study of processes on the cellular and subcellular level time-resolved
microfluorometric measurements are valuable [3, 4, 6, 12-14].

In the following first results of one- and two-dimensional time-resolved micro-
fluorometric investigations of Ehrlich ascites carcinoma (EAC) cells with HpD are pre-
sented. EAC suspensions (5 X 109/ml) were incubated in a Photofrin Il solution for one hour.

The recording of decay curves at several positions in cells revealed that the decay is rather
complicated (cf. Fig. 2) and consists of a short-living component (below | ns) and a slower
decay (several ns) which in turn is not simply exponential. The decay time + determined
according to the interval method described above is therefore only a mean value that cannot
fully characterize the decay but give evidence with respect to variations.

The scans shown below were obtained with lateral spatial resolution (spot size) of about
0.7 wm and a mean excitation power at the object of =7 wW. The width of the intervals I and
IT for the determination of the fluorescence decacy time 7 was chosen to be 2.9 ns, the
beginning of the first interval 0.7 ns after the maximum of the excitation pulse (cf. Fig. 2).

Figure 3 represents a line scan across a single EAC ccll (five times the same cell). The
intensities corresponding to the intervals I and II of the decay curve as well as the mean
intensity (interval IIl—whole excitation pulse period) are given together with 7. The
repeated scans demonstrate that the accuracy and reproducibility of the measurement is
satisfying. Within the cell there is a region of lower intensity which can be protably
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FIGURE3 Line scan of an EAC cell (S times the same cell), step width 0,5 wm. The intensities in the intervals I,
11, and IIT are depicted together with Fennils 46 )

identified with the nucleus. The differences between successive scans are due to photoin-
duced processes. Whereas the intensity in the intervals I and 11 decreases, 1A is
increasing which can be explained by an increase in the amplitude of a short-living
component not covered by the intervals I and II. The decay time 7 also offersTeproducible
structures not simply correlated with those in the intensity but with a tendency to increase at
the cell boundary. Similar relations can be scen in a two-dimensional scan of another cell
(Fig. 4).

CONCLUSIONS

These preliminary results demonstrate first of all that the method and its experimental
realization described above are suited for obtaining distinct one- and two-dimensional
pictures of /,- and 7 for relevant cell objects. Conclusions concerning the spatial distribution
of photosensitizers, components of them or other molecular species giving further insight
into mechanisms of their uptake and photodynamic action should be possible.

However these measurements also revealed that individual cells of the same suspension

behaved differently with respect to the value and spatial distribution of I and 7. Therefore

reliable conclusions can only be drawn after the investigation of a greater number of cells of
an as much as homogeneous suspension.

——
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FIGURE4 Two-dimensional scan of a p;;rt of an EAC cell, step width 1 wm. Upper part: 7(x, y) and Ie(x. y), lower
part: histograms along the lines indicated in the upper part.
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Fotoakustisches

Absorptionsspektrometer

Von Karsten KONIG, Eberhard WELSCH und Heinz-Giinter WALTER

¢ Aus der Sektion Physik der Friedrich-  salors 8-MOP (PUVA-Therapie der Pso-

!

¢ Schiller-Universitiit Jena

Um Aussagen zu Ortsabhiingigkeit,
Konzentration und Diffusionsverhalten

i von Farbsioffen in Gewebe zu erhalten,

. bieten sich mit Vorteil fotoakustische

MeBmethoden an, Bei diesen Methoden

'lfﬁhrt die Absorption von  intensitédts-
, modulierter elektromagnetischer Strah-
!T lung zu lokalen, zeitabhingigen Tempe-

! raturschwankungen, die die Entstehung
§von Temperatur- und Schallwellen in-
| duzieren. Diesc sind an der Probenober-
! fliiche der Messung zugiinglich /1/.

I'Steht das absorbierende Priiparat mil
ceinem Gasvolumen in  thermischem
Koniakt, so bewirken die induzierten
Temperatur- und Schallwellen die Er-

" zeugung von korrelierten Schwankun-

gen des Gasdruckes, die mit empfind-
lichen Schallwellenempfingern nachge-

_ wiesen werden konnen. Dieses soge-

! nannte

Gaszelle-Mikrophon-Verfahren

" ermoglicht neben dem Nachweis gerin-
- ger Mengen des Farbstoffes auch Aus-
. sagen zur lateralen und Tiefenvertei-

lung innerhalb der thermischen Diffu-
sionsldnge w1, des Stoffes im Gewebe
Dabei gilt

i = (2 flw)os,

wobei [} die thermische Diffusionskon-
stante und w die Chopperkreisfrequenz
sind. ’ -
Bevorzugt lassen sich Farbstoffilme (lo-
kale Applikation) untersuchen. Dazu ge-

. hort das Eindringverhalten von Sonnen-

schutzcreme /2/ oder des Fotosensibili-

riasis).

In neuerer Zeit gewinnt auch die Un-
tersuchung der tumorselektiven Anlage-
rung verschiedener fotodynamisch wirk-
samer Farbstoffe an Bedeutung /3/. Ne-
ben der Fluoreszenzspektroskopie bie-
tet die Fotoakustik glinstige Madglich-
keiten der Messung des Konzentrations-
gradienten des Farbstoffes im Tumor-
gewebe zu umgebenden Normal-
gewebe.

Dartliber hinaus kann bei Variation der
Anregungswellenliinge ein annihernd
streuflreies Extinktionsspektrum erhal-
ten werden, das eine einfache Difleren-
zierung von FS- und Gewebeabsorption
und oftmals eine Knn'qenlmtionsbeslim-
mung erlaubt. Zudem koénnen Aussagen
zur Bindungslihigkeil des IFarbstofles
mit Bluiproteinen und die Gewebe-
anlagerung von Aggregaten im Ver-
gleich zu Monomeren des Stoffes an-
hand der Spekirenverschiebung unter-
sucht werden.

Im folgenden wird ein Gaszelle-Mikro-
phon-Mefplatz der Sektion Physik der
TFriedrich-Schiller-Universitit Jena vor-
gestellt, und dessen Funktionsweise an
Untersuchungen milt dem Fotosensibili-
sator Methylblau /4/ demonstriert,

Experimenteller Aufbau des MeBiplaizes

Bild 1 zeigt-den schematischen Aufbau
des verwendeten fotoakustischen Ab-

.sorplions(PAA)-meflplatzes. Als Laser-

lichtquelle dient ein Argonionenlaser
(1) — gepumpter Farbstofflaser (2).

. Bild 1: Prinzipskizze des fotoakustischen Absorptionsspekirometers

medizintechnik 29 (1989), H. 1
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Bild 2: PAA-Spekirum des Folosensibilisators Methylenblau

(LM: NaCl, ¢ = 3 X 107* M, [ = 31 Hz)

Das aklive Medium DCM (LM: Ethy-
lenglykol) gestattet die Durchstimmbar-
keit im Wellenliingenbereich von 600
bis 700 nm. Als Durchstimmelement
dient ein Lyoifilter, das von einem
Schrittmotor angetrieben wird,

Die maximale Laserleistung betriigt
300 mW Dbei einer Wellenlinge von
645 nm und einem Wirkungsgrad von 15
bis 20 Prozent. Die Intensitiitsmodula-
tion der Strahlung erfolgt iiber einen
spannungsregulierbaren  Chopper (10
bis 1 000 Hz) (4).

Uaa/Fuy
|

[v/w] ; /_\
y

s i e, o
> Alnm]

Bild 3: PAA-Spekiren von Tumorge-
webe (solides Ehrlichcarcinom) mit Me-
thylenblauakkumulation (f = 31 Hz)

1. Gewebe ohne Methylenblau

2. Gewebe mit Methylenblaufilm

3. Methylenblauanreicherung in Gewebe

Die schwingungsfrei aufgestellten PAA-
Zellen (7) und (10) beslehen aus einem
Aluminiumblock, der auch das Konden-
satormikrophon MK 201/MV 201 (VEB
Mikrophontechnik Gefell) aufnimmt.

Der Gasraum (Lénge 2 oder 4mm,
Durchmesser 32 mm) wird durch das
Eintrittsfenster und Probenhalterung
fest verschlossen. Durch eine diinne

medizintechnik 29 (1989), H. 1

Bohrung von 1,5mm Durchmesser und
g mm Linge ist das Gasvolumen mit
dem Mikrophon verbunden. Als Gas
wird einfacherweise Luft verwendet,

Das fotoakustische Signal hidngt von den
thermischen und optischen Parametern
der untersuchten Probe sowie von der
Chopperfrequenz und der Phasenver-
schiebung zur modulierten eingestrahl-
ten Lichtwelle ab /1/, wobei der zu mes-
sende Absorptionskoeffizient linear ein-
geht.

Die Zelle (10) dient als Referenzzelle.
Sie enthilt ein Pridparat hoher Absorp-
tion (optische Wellenldinge po = l/a <

" uu, u-Absorptionskoeffizient), arbeilet

somit im S#ttigungsbereich und weist
damit eine der Eingangsleistung propor-
tionale Signalamplitude S, auf. S, dient
der Leistungsmessung und erlaubt
durch Quotientenbildung (13) der mit
den Lock-in-Nanovoltmetern (UNIPAN,
VRP) (10) und (12) aufbereiteten Mikro-
phonausgangssignale die Bereitstellung
von korrigierten PAA-Spektren, die mit
dem xy-Schreiber (14) registriert wer-
den. Die Probendicke d kann grofler als
die optische Weglénge wu sein.

Die TFotodiode SP 103 (8) dient der Be-
reitstellung der lock-in-Referenzspan-

nung und der Messung der Arbeitsfre-
quenz (9).

Ergebnisse

Die Anlage wird zur Lokalisation und
zur Konzentrationsbestimmung von Fo-
tosensibilisatoren in Tumorgewebe ge-
nutzt. Bild 2 zeigt ein PAA-Spektrum des
Fotosensibilisators Methylenblau, der
in wissriger Losung als konzentrations-
abhéngiges Monomer-Dimer-Gemisch
vorliegt. Sowohl aus der Intensitdt als
auch aus dem Spektrenverlauf (Banden-
maximum der Monomere: 667 nm, Ma-
ximum der Dimere: 612 nm) kann auf
die Sensibilisatorkonzentration  ge-
schluffolgert werden.

Die Nachweisgrenze liegt bei ¢ =
5% 10" M bei einer thermischen Diffu-
sionsldnge von 30um. Das entspricht
einer nachgewiesenen Absorption von
etwa 9 X 1074,

Bild 3 zeigt PAA-Spekiren von Tumor-
gewebe des soliden Ehrlichcarcinoms
der Maus. Fiir den Fall des unmarkier-
ten Préaparates (Kurvel) kann die er-
warlete Verringerung der Gewebeex-
tinktion in Richtung zunehmender Wel-
lenliinge gezeigt werden. ‘

Liegt Methylenblau als Fliissigkeitsfilm
mit einer Dicke groBer der thermischen
Diffusionslinge (Kurve2) auf dem Ge-
webe, werden dem Bildl dhnliche
Spektren erhalten. Die Gewebeabsorp-
tion triagt dann nicht zum Signal bei, je-
doch fiihrt die Riickstreuung des Ge-
webes (etwa 30 Prozent im roten Spek-
tralbereich bei den verwendeten Priipa-
raten) zu einer Signalerhdéhung.

Kurve 3 zeigt methylenblauhaltiges Ge-
webe (Konzentration der Injektions-
16sung: 1,7 X 1074 M. Die Spekiren- und
Intensititsinderung deutet auf eine
Konzentrationszunahme innerhalb der
obersten Gewebeschicht hin.

Ein weiteres Unlersuchungsobjekt ist
die Anlagerung des Fotosensibilisators
an Tumore der humanen Harnblase
nach dreiBigminiitiger Instillation einer

Bild 4: PAA-Spektrum eines methylenblaugefidrbten Harnblasentumors. Fiir den
kurzwelligen roten Spekiralbereich tritt infolge einer hohen Farbstoffkonzentration

Sattigung ein.

(— — — normiert auf Maximum der 37-Hz-Kurve)
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hochprozentigen MethylenblaulGsung
und anschlielender aqua-dest-Spiilung.
Eine japanische Arbeitsgruppe /5/ fand
nach einer derartigen Methylenblau-
Applikation bei Patienten eine Korrela-
tion der Fidrbung der Tumore und dem
Grading, so dal auf eine konzentra-
tionsabhingige Anlagerung geschluflfol-
gert werden kann. ¢

Bild 4 zeigt das PAA-Spektrum eines
Methylenblau gefédrbten Harnblasen-
tumors eines sechzigjdhrigen Patienten,
Die Farbstoffkonzentration ist so hoch
(¢ > 107 M), daB fiir den kurzwelligen
Teil des roten Spektralbereiches Sitti-
gung eintritt. Der Séttigungsbereich
(zw < wn) kann durch die Wahl gerin-
ger thermischer Diffusionslingen (ho-
here Chopperfrequenz) eingeengt wer-
den.
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Pesiome

Omuca’Ho WU3IMEpPUTENLHOE YCTPOMCTBO,
KOTOPOE MO3BOJIAET PErUCTPaLNI0 CHeK-
TPOB TMOINIOLIEHUA C NpuMeHeHueMm ho-
TOAKYCTUHECKON  TeXHMKM  «rasosafd
Aa4geitka» — «MUKpodoH». Vcnoas3osa-
HHE YCTPONICTBA ITPOREMOHCTPMPOBAHO
Ha npuMepe MNpucoeRuHeHUsa poTocen-
cnbuausarTopa «METHUJIEHOBBIN CHHMI» K
onyxoJsieBoy TKaHu. IIoka3zaHa BO3MOXK-
HOCTE OMNPEeAEJIEHUA MECTOMOJIOKEHUA U
KOHLIEHTPAaLMK JIEKAPCTB Ha ONTUYECKH
TOJICTON TKaHu (MJeHKa Kpacuread) M
BHYTPM Hee B Npefesiax AJMHBI Tenjo-
Boit audbbysun. B Hacrosauee BpeMs Be-
AYTCA MCCAEAOBaHUA M0 ONTyXoJie-cesexK-
TUBHOMY TNPHUCOEAMHEHMIO RaNbHENIINX
choroceHCHBUNM3ATOPOB.

Summary

A measuring arrangement is described
which allows to record absorption
specira, using the photoacoustic gas cell
— microphone technique. Its applica-

18

=XXVil=-
tion is demonstrated on the example of

adding the photosensitizer “methylene
blue* to tumour tissues, It is shown
that it is possible to determine the po-
sition and the concentration of phar-
maca on (film of methylene blue) and
inside optically thick tissues within the
thermal diffusion length. The possibil-
ity of a tumour-selective addition of
further photosensitizers is at present
examined,
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