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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die Anwendung des Lasers in der Medizin hat im Verlauf der letzten Jahre mehr und mehr
an Bedeutung gewonnen: derzeit kommt der Laser in zahlreichen medizinischen
Fachbereichen in unterschiedlichster Art zur Anwendung und hat somit in der modernen
Medizin einen nicht mehr wegzudenkenden Stellenwert erlangt.

Im Folgenden werden wichtige und grundlegende Anwendungsmdglichkeiten vorgestellt
um im Anschluss aus diesen das Konzept der selektiven, farbstoffgestitzten

Photothermotherapie, die Kerninhalt dieser Dissertationsarbeit ist, zu entwickeln.
1.1 Photodynamische Therapie (PDT)

1.1.1 Grundlagen der photodynamischen Therapie

Die photodynamische Therapie ist die am langsten bekannte Einsatzmdglichkeit von Licht
in der Behandlung von maligne entartetem oder entziindlich verdandertem Gewebe.

Bereits vor etwa 3000 Jahren erkannten die Agypter und Chinesen, dass bestimmte
Substanzen zusammen mit starkem Lichteinfall therapeutisch in der Behandlung der

Vitiligo genutzt werden kénnen (Spikes, 1985).

Um malignes oder entziindlich verandertes Gewebe behandeln zu kénnen, wird in der
photodynamischen Therapie der zytotoxische Synergismus zwischen einem
Photosensibilisator und Licht ausgenutzt. Wie bereits weiter oben angeklungen, ist der
Photosensibilisator ein Farbstoff, der dem Patienten lokal oder systemisch appliziert wird.
Idealerweise sollte er dabei von dem entziindlich oder maligne verdnderten Gewebe
besser aufgenommen oder langer retiniert werden, um im Gegensatz zum umliegenden,
nicht veranderten Gewebe eine héhere Konzentration zu erreichen. Nach Applikation des
Farbstoffes folgt eine Bestrahlung der verénderten Region mit Licht im sichtbaren
Wellenlangenbereich, um damit eine Folge photochemischer Reaktionen auszuldsen,
deren Produkte letztendlich zytotoxisch sind.

Die Wellenldnge des eingesetzten Lichtes wird dabei dem Absorptionsspektrum des
Photosensibilisators angepasst, d.h. die Wellenldnge des Lichtes entspricht der
Wellenldnge eines Absorptionsmaximums des Photosensibilisators. Durch die Absorption
eines Photons geht die Elektronenkonfiguration des Molekdls in einen energiereicheren,
d.h. angeregten Zustand (Uber (erst Singulett- dann Tripplettzustand). Aus dem relativ
langlebigen Triplettzustand (> 10 us fir Hamatoporphyrinderivate, McGarvey und

Truscott, 1990) kann das Photosensibilisatormolekil tGber unterschiedliche Reaktionen in
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den Grundzustand zuruckkehren. Zum einen kann der Photosensibilisator durch
Elektronenlbertragung mit Substraten in der Zelle (z.B. Sauerstoff, Wasser, Membranen
und Proteine) reagieren. In der Folge einer solchen Reaktion kommt es zur Bildung von
freien Radikalen, die selbst oder wiederum Uber Folgereaktionen wichtige Zellfunktionen
stéren bzw. zerstéren (sog. Typ | —Reaktion). Auf der anderen Seite kann das
Photosensibilisatormolekil auch die aufgenommene Energie direkt auf molekularen
Sauerstoff Ubertragen, der dadurch vom Grundzustand — beim Sauerstoff ist dies der
Triplettzustand — in den hochreaktiven Singulettzustand Ubergeht (sog. Typ Il —Reaktion,
Boulnois, 1986; Henderson und Dougherty, 1992). Diese angeregten Sauerstoffmolekile
kénnen nun Uber Oxidation von zellularen Molekilen photosensibilisierte Zellen schadigen
(Moan et al., 1989). Nach diesen Typ Il -Reaktionen steht der Photosensibilisator wieder
unverandert fur eine weitere Anregung zur Verfligung, sofern nicht eine der genannten
Folgereaktionen den Photosensibilisator selber chemisch modifiziert (siehe auch Abb.
1.1.2a).

Energie-
niveau
S2
2
Wi nter-System-Crossing
Tca 5ns T
A i oot
Absorption Fluoreszenz Tca 100us . Typ il-Rkt.
(A =630nm) “.._ (Energietransfer) 1
02
VS, = 02
Photosensibilisator Sauerstoff

Abb. 1.1.2a: Vereinfachtes Schema der Energiezustande des Photosensibilisators (Jablonski-
Diagramm); nicht eingezeichnet ist die Typ | — Reaktion, bei der das
Photosensibilisatormolekiil von T, ausgehend iiber Elektronentransfer zur
Radikalbildung in der Zelle fihren kann. (t: mittlere Lebensdauer des jeweiligen

energetischen Zustandes im Gewebe).
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Neben der direkten letalen Wirkung der photodynamischen Therapie auf z.B. Tumorzellen
beruht die Wirkung bei Verwendung bestimmter Photosensibilisatoren (z.B.
Hamatoporphyrinderivaten) zuséatzlich auch auf Schaden an der GefaBversorgung von
Karzinomen (sog. Sekundareffekte). Durch die photodynamische Therapie kommt es zu
einer wesentlichen Minderperfusion mit partiellem vollstdndigen Erliegen der
Mikrozirkulation durch eine induzierte Vasokonstriktion, Thrombozytenaggregation sowie
perivasale Einblutungen (Star et al., 1986, Wiemann et al., 1988, Henderson und
Dougherty, 1992).

Ein weiterer Sekundareffekt, der insbesondere in den letzten Jahren in den Fokus
wissenschaftlicher Untersuchungen gekommen ist, ist eine induzierte Immunreaktion auf
Tumorbestandteile nach photodynamischer Therapie. Hierbei kommt es zum einen zu
einer erhéhten Aktivitat von Entzindungszellen gegen Tumorzellen sowie zum anderen zu
einer spezifischen Immunreaktion gegen Tumorbestandteile. Dieser Effekt ist erkléarbar
durch einen phototoxischen Schaden, der nicht notwendigerweise letal ist, aber einen
entztndlichen Reiz darstellt. In diesem Zusammenhang ist bereits die Induktion einer
Immunitat nach photodynamischer Therapie auf zuvor transplantierte und vitale Tumoren
beschrieben worden (Korbelik 1996, Hendrzak-Henion et al., 1999, Korbelik und
Dougherty 1999). In diesen Experimenten wurden als Tumormodell EMT6 Tumoren und
als Tiermodell BALB/c Mause verwendet, wie sie auch in den Versuchen dieser Arbeit
verwendet wurden. Eine neuere Arbeit von Gollnick et al. (2006) untersuchte die anti-
Tumor Immunitat nach PDT auch auf zellularer Ebene und kommt zu Ergebnissen, die die
Theorie der Induktion einer Immunitat gegen Tumoren stutzen.

Einen kompletten Uberblick tber den aktuellen Stand der photodynamischen Therapie

geben beispielweise Dougherty et al. (1998) und Dougherty (2002).

1.1.2 Vor- und Nachteile der PDT

Als Schwachpunkt der photodynamischen Therapie kann man zunéchst die Abhangigkeit
der rein photochemischen Reaktionen von der Anwesenheit von Sauerstoff im zu
behandelndem Gewebe festhalten. Dies ist insbesondere bei Malignomen &uBerst
nachteilhaft, da die Tumoren in der Regel durch ihr zlgelloses Wachstum mit einem
extrem gesteigerten Metabolismus nur geringe Sauerstoffkonzentrationen im Gewebe
aufweisen wodurch die Effektivitait der PDT gerade dort, wo sie wirken sollte,
abgeschwécht wird. Zudem diktiert die Sauerstoffabhéngigkeit der Methode die Hohe der
anwendbaren Bestrahlungsstarke welche bei der PDT generell auf einem niedrigem

Niveau gehalten werden muss, so dass wahrend der Bestrahlung genltigend Zeit verbleibt,
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um im Gewebe den verbrauchten durch nachdiffundierenden Sauerstoff zu ersetzen.
Daher werden bei der PDT relativ geringe Bestrahlungsstérken fir einen relativ langen
Bestrahlungszeitraum angewandt. Typische Behandlungsparameter der PDT wéaren z.B.
die relativ geringe Bestrahlungsstarke von 50 bis 200 mW/cm™ und eine Lichtdosis von 50
bis 200 J/cm™.

Als weiterer Nachteil der PDT ist die begrenzte Tiefenwirkung im Gewebe (maximal
6 mm) festzuhalten, welche die Einsatzmdglichkeiten auf oberflachliche Lé&sionen
begrenzt. Weiterhin kann es bei einigen Photosensibilisatoren noch Tage bis Wochen
nach Applikation bei UbermaBiger Sonnenbestrahlung zu phototoxischen Reaktionen
kommen. Dies bedeutet, dass sich die Patienten bei entsprechendem Photosensibilisator
Uber einen langen Zeitraum vor direkter Sonneneinstrahlung schutzen missen.

Starken der photodynamischen Therapie sind hingegen die Selektivitdt des induzierten
photochemischen Schadens sowie die mdgliche Induktion einer Immunitat bzw. einer

immunologischen Reaktion auf Tumorbestandteile.

1.2 Laserinduzierte interstitielle Thermotherapie (LITT)

Wie bereits der Name dieser thermischen Behandlungsmethode beschreibt, muss eine
Laserlichtfaser (bzw. —fasern) direkt in dem zu behandelnden Tumor bzw. Gewebe
positioniert werden. Die LITT ist somit eine Lasertherapie mit direktem Kontakt im
Gegensatz zur PDT, bei der kein direkter Kontakt eines Lichtleiters (auBer bei der
interstitiellen PDT) mit dem Gewebe stattfindet.

Das Prinzip der LITT beruht auf der Induktion eines unspezifischen letalen thermischen
Schadens im Tumorgewebe bzw. dem Gewebe, welches den interstitiell eingebrachten
Lichtleiter umgibt. Das Erwarmen von Tumorzellen auf eine ausreichend hohe Temperatur
fir einen ausreichend langen Zeitraum flihrt zu einem irreversiblen Zellschaden und —tod
durch Denaturation von Proteinen, Inhibition der Proteinsynthese, DNA- und RNA-
Strangbriche sowie durch einen Integritatsverlust von Lipiddoppelmembranen. Die
Anwendung einer LITT mit Bestrahlungsstarken von 5 bis 30 W fir bis zu 30 Minuten
induziert im Gewebe, welches den Laserlichtleiter bzw. die Laserlichtleiter umgibt, ein
bestandig durch Warmekonduktion gréBer werdendes, spharisches Areal, in dem eine
unspezifische Gewebserwdrmung stattfindet (siehe Abb. 1.2a und 1.2b). Eingesetzt
werden dabei z.B. Neodym dotierte Yitrium-Aluminium-Granat-Laser (kurz Nd:YAG-Laser)
mit einer Wellenlange von 1064 nm oder auch Diodenlaser mit Wellenldngen zwischen

800 bis 1000 nm. Irreversible zytotoxische Schaden treten dabei in Zellen auf, die fir eine
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bestimmte Zeit auf eine bestimmte Temperatur erwarmt wurden. So kbénnen irreversible
thermische Schaden bereits mit relativ geringen Temperaturerhéhungen (auf z.B. 50 °C)
erreicht werden, wenn diese Temperatur Uber einen relativ langen Zeitraum von ca. 5 —
10 Minuten aufrecht erhalten wird und vice versa - eine starke Temperaturerhéhung (auf
z.B. 90°C) im Gewebe kann in verhaltnismaBig kurzer Zeit (Millisekunden) einen
irreversiblen Schaden induzieren.

Die physikalischen und chemischen Vorgénge, die letztendlich zu einer Schadigung des
Gewebes mit der beschriebenen Kinetik in Abhé&ngigkeit von Zeit und
Temperaturerh6hung fihren, lassen sich mathematisch mit Hilfe einer Ratengleichung,
dem so genannten Arrhenius-Formalismus, beschreiben.

Da die direkte Messung des Schadigungsstatus von Gewebe nicht mdglich ist, hat sich
zur Beschreibung der Gewebezerstérung durch Warmeeinwirkung die Benutzung von
Ratengleichungen etabliert (Henriques, 1947; Welch, 1984; Agah et al., 1994). Hierbei
wird die Gewebezerstérung dadurch quantifiziert, dass man den Anteil des durch Wéarme
zerstorten (koagulierten) Gewebes im Vergleich zu dem noch nicht koagulierten Gewebe
betrachtet. Die Koagulation von Gewebe ist eine Folge der Denaturierung der einzelnen
Proteine, aus denen das Gewebe zusammengesetzt ist. Die Denaturierung ist bedingt
durch das Aufbrechen von Disulfid-Bindungen, durch das es zu einer irreversiblen
chemischen Veranderung der rdumlichen Molekilketten kommt. Die Beschreibung der
Proteindenaturierung in Abhéangigkeit der Temperatur baut auf der
Reaktionsgeschwindigkeit auf. Die Abhangigkeit wiederum der Reaktionsgeschwindigkeit
von der Temperatur wurde urspriinglich von Arrhenius beschrieben (Arrhenius, 1889), so
dass die Berechnung der Proteindenaturierung in Abhangigkeit von Zeit und Temperatur

nach ihm benannt wurde — der sog. Arrhenius-Formalismus.
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Abb.1.2a: Schematische Darstellung der Applikation einer LITT. Uber einen Trokar wird der
Lichtwellenleiter mit dem Applikator (CT-gesteuert) in das Zielgewebe (z.B. eine
Metastase) eingebracht. Wahrend der Behandlung wird gleichermaBen gesundes wie
auch pathologisches Gewebe um den Applikator herum geschadigt.

Abb. 1.2b: In-vitro Darstellung der Effekte der LITT am Beispiel einer Schweineleber. Der Lichtleiter
wird nach der Applikation von einer homogenen, hier weiBlich gefarbten,
Koagulationsnekrose umgeben, die pathologisches wie auch gesundes Gewebe

undifferenziert erfasst (aus: Internet; http://www.Imtb.de/themen/thera_de.html).

Die LITT induziert eine unspezifische lokale Erwdrmung von Gewebe, in dem die
Photonen des Laserlichtes mit naturlich vorkommenden, endogenen Absorbern (wie
Wasser und (Oxy-) Hamoglobin) interagieren (Germer et al., 1998a).

Abhéngig von der Wellenldnge des Laserlichtes, der benutzen Bestrahlungsstarke, der
Spezifikationen des Lichtapplikators und den spezifischen optischen Eigenschaften des
Gewebes wird das Laserlicht bei Anwendung der LITT in unterschiedlicher Ausprédgung
gestreut, reflektiert und absorbiert. Basierend auf der Gewebezusammensetzung, der
Gewebevaskularisierung, einer Fibrose oder einer Nekrose kdnnen dabei die spezifischen
optischen Eigenschaften bedeutend von einem Areal zum anderen in einem Tumor oder
auch im Normalgewebe schwanken. Allgemein gilt allerdings, dass (wie bereits im
Abschnitt Uber die photodynamische Therapie angeklungen) die optische Eindringtiefe
des Lichtes bis zu einer Grenze bei ca. 1000 nm mit der Gr6Be der Wellenldnge zunimmt.
Im nahen Infrarot absorbieren die beiden Hauptfarbstoffe Hadmoglobin und Melanin sowie
das Wasser relativ schwach. Somit besteht im Bereich von ca. 700 bis 1000 nm ein so
genanntes ,optisches Fenster”, in dem die Eindringtiefe des Lichtes maximiert ist. Daher
werden in der LITT Diodenlaser (Wellenlange 800 bis 1000 nm) oder h&ufiger Nd:YAG-
Laser (Wellenlange 1064 nm) verwandt (Germer et al., 1998; Muralidharan und
Christophi, 2001) (siehe auch Abb. 1.2c).
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Abb.1.2c: Relative Absorptionen der beiden Hauptpigmente des Gewebes (Melanin und
Hémoglobin) und des Wassers. Zwischen ca. 800 bis 1000nm besteht ein ,,optisches
Fenster” in dem die Chromophore und das Wasser nur relativ schwach absorbieren und
damit Licht besonders tief in das Gewebe eindringen kann. Unter Beriicksichtigung
weiterer physiologischer Pigmente (hier nicht abgebildet) ergibt sich eine maximale

Eindringtiefe des Lichtes zwischen 700 bis 900 nm.

Das Laserlicht mit einer Wellenldnge von 1064 nm welches vom Nd:YAG-Laser generiert
wird hat eine optische Gewebeeindringtiefe von bis zu 10 bis 12 mm (Jacques 1992). Im
Gegensatz zu anderen medizinischen Laseranwendungen bei denen Laserlicht hoher
Bestrahlungsstéarke in kurzen Pulsen appliziert wird um eine schnelle Photokoagulation zu
erreichen, wird in der LITT Laserlicht niedriger Bestrahlungsstarke (5 bis 30 Watt) im
Dauerstrichmodus (continous wave, cw) fur bis zu 30 Minuten eingesetzt. Eine langsame
Erwérmung des Gewebes muss in der LITT erreicht werden um eine Verkohlung und
Verdampfung des Gewebes in der Nahe des Lichtapplikators zu vermeiden. Die schnelle
Bildung eines Gewebekoagulums durch Verkohlung reduziert die optische Eindringtiefe
des Lichtes in das Gewebe und schrankt die Ausbreitung des erhitzten Gewebebereiches
ein, in dem Temperaturen vorherrschen, die ausreichend hoch sind, um einen letalen
Schaden an Tumorzellen zu induzieren. Eine schnell induzierte Koagulationsnekrose
reduziert die optische Eindringtiefe um ca. 25% im Normal- wie im Tumorgewebe (Germer

et al., 1998b).
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1.2.1 Vor- und Nachteile der LITT

Die Vor- und Nachteile der LITT ergeben sich aus den oben besprochenen
Charakteristika dieser Technik. Vor allem muss die komplizierte Anwendung der Methode
als nachteilig angemerkt werden. Am Beispiel von Lebermetastasen muss die Lage der
Lichtleiter im Gewebe vor und wahrend der Behandlung exakt bestimmt und festgehalten
werden. Dies gelingt z.Zt. nur mit ausreichender Prézision unter einer
magnetresonanztomographischen Fuihrung bzw. Lagekontrolle, was einen hohen
apparativen, zeitlichen und undékonomischen Aufwand zur Durchfihrung der LITT
bedeutet.

Ein weiterer sehr wichtiger Nachteil der LITT im Gegensatz auch zur PDT ist der nicht
selektive Schaden der Behandlung. Das die Laserfaser oder den Applikator umgebende
Gewebe wird unspezifisch auf Grund der Gewebeabsorption (s.0.) koaguliert, d.h. auch
gesundes, nicht entartetes Gewebe wird geschédigt.

Ein Vorteil der LITT im Gegensatz zur PDT ist die sauerstoffunabhéngige
photothermische Reaktion. Ein Sauerstoffmangel, wie er hdufig in Tumoren vorherrscht
(s.0.) beeintrachtigt somit nicht das Behandlungsergebnis der LITT. Des Weiteren ist die
hohe Eindringtiefe des verwendeten infraroten Lichtes vorteilhaft, da so groBe

Gewebevolumina koaguliert werden kénnen.

1.3 Selektive Photothermolyse (SPT)

Im Gegensatz zur LITT handelt es sich bei der selektiven Photothermolyse (SPT) um eine
Behandlungsmethode ohne direkten Kontakt der Laserfaser mit dem zu behandelndem
Gewebe. Die Laserstrahlung bei Anwendung der SPT wird perkutan unter externer
Kihlung der obersten Hautschichten appliziert. Typische Anwendungsgebiete der SPT
sind z.B. die Behandlung von Besenreiservarizen, also erworbene GefaBmalformationen
der Haut und Unterhaut, sowie die Reduktion von Kérperhaaren z.B. bei der Behandlung
des Hirsutismus (Sanchez et al.,, 2002) oder aus anderen kosmetischen Grinden.
Zielstrukturen der SPT bei der Behandlung von Besenreiservarizen sind die Blutgefaie,
bei der Reduktion von Kérperhaaren sind es Melanozyten in den Haarfollikeln, welche
durch einen thermischen Schaden letal geschadigt werden und somit zu einem Absterben
des Haares fihren. Dabei ist die besondere Eigenschaft der SPT, dass sie durch Wahl
einer der raumlichen Ausdehnung der Zielstruktur angepassten Bestrahlungsdauer den

thermisch vermittelten Strahlungsschaden auf ausgewéhlte pigmentierte Ziele auf der



EINLEITUNG 9

ultrastrukturellen, zellularen oder auch Gewebestrukturebene begrenzt. Die Begrenzung
des thermischen Schadens ist &hnlich prézise wie bei Anwendung von
Mikrostrahltechniken, allerdings mit dem immensen Vorteil, dass Millionen der anvisierten
Strukturen in vivo gleichzeitig geschéadigt werden, ohne ein prazises Fokussieren auf die
einzelnen Strukturen durchfihren zu muissen. Dies ist besonders vorteilhaft in
unubersichtlichen Geweben die, im Gegensatz zum Auge, die Mdglichkeit der genauen
Exposition von einzelnen Zielstrukturen gegenuber dem Laserlicht nicht zulassen. Die
gering pigmentierten Gewebe zwischen den Zielstrukturen, inklusive der Uberlagernden
und direkt benachbarten Zellen, werden durch den thermischen Schaden nicht erfasst.
Dies reduziert eine ausgedehnte, ansonsten bei Laseranwendungen an der Haut
beobachtete, groB3flachige Zerstérung und Vernarbung des Bestrahlungsareals. Zudem
ermoglicht diese Eigenschaft ein duBerst effektives, 6konomisches Arbeiten z.B. bei der
Haarentfernung. Ohne jeden Haarbalg einzeln anvisieren zu missen (um beim Beispiel
der Haarentfernung zu bleiben) kénnen mit der SPT hunderte Haarbélge in kirzester Zeit
selektiv thermisch koaguliert werden.

Das Prinzip der SPT wurde grundlegend und erstmalig von Anderson und Parrish (1983)
beschrieben.

Die Methode der SPT beruht auf der selektiven Absorption eines kurzen Laserpulses
(bzw. auch von mehreren aufeinander folgenden Laserpulsen), der in den pigmentierten
Zielen einen Hitzeschaden induziert sowie - durch Wahl einer entsprechenden Pulsdauer -
den Schaden auf die Zielstrukturen begrenzt. Eine absolute Vorraussetzung zur
Anwendung der SPT ist, dass die anvisierten pigmentierten Ziele eine gréBere optische
Absorption bei einer bestimmten Wellenlange als das umgebende Gewebe haben. Diese
Vorraussetzung kann uUber die Nutzung von endogenen, physiologisch vorhandenen,
pigmentierten Zielen erfolgen (wie es fur die SPT typisch ist). Wahrend der Exposition der
Zielstrukturen gegeniber dem Laserlicht wird Uber eine Anregung der Pigmentmolekile
durch Absorption der Photonen mit anschlieBender strahlungsloser Deexzitation im
gesamten Behandlungsfeld die Strahlungsenergie des Laserlichtes in jeder pigmentierten
Zielstruktur in Warme umgewandelt. In der Folge geben die erhitzten Ziele die Warme
hauptsachlich Uber thermische Diffusion an die Umgebung ab. Dieser Prozess der
Warmeabgabe benétigt aber einige Zeit, so dass die Warme initial, wéhrend der
Bestrahlung, auf die Zielstrukturen begrenzt bleibt. Am Ende eines angemessen kurzen
Laserpulses hat dadurch die Temperatur in den Zielstrukturen die benétigte Temperatur
fir eine thermische Denaturation deutlich Gberschritten, wohingegen die Temperatur in
der Umgebung deutlich unter diesem Wert bleibt. Direkt nach der Exposition gegenuber

dem Laserlicht sinkt die Temperatur in den Zielstrukturen unter Erwarmung der
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Umgebungsstrukturen wieder ab. Allerdings werden die Umgebungsstrukturen dabei nicht
notwendigerweise auf Denaturierungstemperaturen erwarmt.

Ein physikalisches MaB dafur, wie schnell an einem bestimmten Ort nach Erwarmung,
z.B. durch einen Laserstrahl, die Temperatur wieder abnimmt, ist die sogenannte
thermische Relaxationszeit. Die Zielstruktur gibt die aufgenommene Wéarme Uber eine
einsetzende Wéarmediffusion an das umliegende Gewebe ab, so dass eine Verteilung der
Warmeenergie in die Umgebung stattfindet. Mit welcher Geschwindigkeit dieser Prozess
der ,Warmeumverteilung® ablduft hangt im Wesentlichen von der Dichte, der
Warmekapazitat und der Warmeleitfahigkeit des umgebenden Gewebes ab. Sie Iasst sich
mathematisch berechnen und wird dann allgemein als thermische Relaxationszeit

bezeichnet.

Die wesentlichen Punkte der SPT sollen abschlieBend noch einmal zusammengefasst
werden. Um bei der SPT einen Schaden zu induzieren, der auf das Zielgewebe begrenzt
bleibt, missen die folgenden Punkte beachtet werden:

- Das anvisierte Zielgewebe muss eine héhere Absorption als das umgebende
Gewebe aufweisen.

- Die Deexzitation, d.h. die Energieabgabe nach Anregung der Chromophore,
erfolgt dabei Uber die Abgabe von Wéarme.

- Es muss eine ausreichende Bestrahlungsstarke gewahlt werden, so dass im
Zielgewebe eine ausreichend hohe Temperatur induziert werden kann.

- Die Lange des Laserpulses bzw. die Bestrahlungsdauer ist von entscheidender
Bedeutung. Sie muss ausreichend lang sein, so dass es auf Grund der
Temperaturerhbhung fir eine bestimmte Zeit zu einer irreversiblen
thermischen Schadigung des Zielgewebes kommt. Hierbei ist wiederum der
Arrhenius-Formalismus, d.h. die Temperatur- und Zeitabhangigkeit einer
thermischen Gewebeschadigung, (siehe auch Kapitel 1.2) wesentlich.

- Allerdings darf die Dauer des Laserpulses (bzw. die Bestrahlungsdauer) die
thermische Relaxationszeit des Zielgewebes nicht Uberschreiten, da es sonst
auf Grund von Warmediffusion zu einer Schédigung des umliegenden
(benachbarten) Gewebes kommt. Fir das umliegende Gewebe ist dabei
wiederum der Arrhenius-Formalismus bedeutend, um abschéatzen zu kénnen,

wann hier ein thermischer Schaden durch Warmediffusion auftreten kénnte.

Um die thermischen Vorgange in Abhé&ngigkeit von der Zeit zu veranschaulichen, dient

Abbildung 1.3a. Dabei wird von drei nebeneinander liegenden, starker pigmentierten
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Zielen ausgegangen, die mit der SPT, also einem Laserpuls angemessener
Bestrahlungsstarke und Dauer, behandelt werden. Wiedergegeben wird nun die
Temperaturerhbhung in den Zielen bzw. die darauf folgende Miterwdrmung des
umliegenden Gewebes durch Warmediffusion.

Von den Zeiten T, bis T, erfolgt eine rapide Erwarmung ausschlieBlich der Zielgewebe,
welche bei T, eine Temperatur von ca. 90 °C aufweisen. Diese Temperatur wird (in
Anlehnung an den Arrhenius-Formalismus) ausreichend lange in den Zielstrukturen
aufrecht erhalten, so dass ein irreversibler thermischer Schaden auftritt.

Die folgenden Kurven von T3 bis Tg geben nun die Warmediffusion von den Zielgeweben
in das umliegende Gewebe mit Bezug auf die thermische Relaxationszeit wieder. Die
Warmeenergie verteilt sich im gesamten umgebenden Gewebevolumen. Dabei ist
besonders wichtig, dass hierbei im umliegenden Gewebe die Temperaturen nicht so hoch
steigen, dass ein thermischer Schaden induziert wird. Zwar steigt die Temperatur
allgemein (bei T¢) an, dieser Temperaturbereich wird allerdings nicht lange genug
gehalten, um Schaden anrichten zu kénnen. Nach dem Arrhenius-Formalismus musste
diese Temperatur von ca. 47 °C fir die Dauer von uber 30 Minuten gehalten werden, um
schadlich zu sein — ein Zeitraum der in vivo durch weitere Warmediffusion, Blutfluss und
niedrigere Raumtemperaturen bei ausbleibender weiterer Warmezufuhr nicht auftritt.
Ebenfalls wird die Bedeutung der thermischen Relaxationszeit fir die Selektivitat der SPT
durch die Abbildung verdeutlicht. Erfolgt eine Warmezufuhr in den Zielgeweben fur einen
langeren Zeitraum als die thermische Relaxationszeit des Gewebes, wird zwangslaufig —
zunéchst in kleinen Bereichen des Umgebungsgewebes, bei weiterer Warmezufuhr in
immer gréBeren Bereichen — ein thermischer Schaden durch die Wéarmediffusion im
Umgebungsgewebe auftreten. Hierbei erreicht das Umgebungsgewebe kritische
Temperaturen fur einen ausreichend langen Zeitraum, (Arrhenius-Formalismus) so dass

ein irreversibler Schaden auftritt.



EINLEITUNG 12

100 —~..........Vaporization. .. -.-.......
T2

| [ - A

Coagulation necrosis

Temperature (°C)
DE.
1D >

To
37 —
Target Target Target
| . o]
Damage Damage Damage

Tissue cross section

Abb. 1.3a: Schematische Darstellung der Temperaturprofile wahrend der selektiven
Photothermolyse (aus: Anderson, R.R., Parrish, J.A., 1983).
To: Temperatur vor Laserexposition (Kérpertemperatur)
Ti: Temperatur wahrend der Laserbestrahlung (selektive rapide Zielerwarmung)
T,: Temperatur am Ende der Laserexposition (Ziele irreversibel geschéadigt)
T;: Temperatur eine thermische Relaxationszeit nach dem Laserpuls (Ziele kiihlen ab,
das umgebende Gewebe erwérmt sich)
T,: Temperatur zwei thermische Relaxationszeiten nach dem Laserpuls
Ts: Temperatur fiinf thermische Relaxationszeiten nach dem Laserpuls

Ts: die Temperatur im Gewebe kehrt langsam zum Ausgangszustand zuriick

1.3.1 Vor- und Nachteile der SPT

Die SPT wird bereits vielféltig in der Klinik eingesetzt. Wie bereits angesprochen, sind
typische Einsatzbereiche die Reduktion von Kérperhaaren und die Behandlung von
Besenreiservarizen oder anderen GefdBmissbildungen wie z.B. ein Navus flammeus.
Vorteile der SPT sind dabei die relativ einfache perkutane Handhabung ohne eine
vorherige Applikation eines Farbstoffes sowie der selektive und sauerstoffunabhéngige
thermische Schaden, welcher wahrend der Behandlung induziert wird.

Ein Nachteil der SPT ist die Notwendigkeit des Vorhandenseins einer stérker
pigmentierten Zielstruktur, welche durch die SPT selektiv geschadigt werden soll.
Zielstrukturen, die nicht starker als die Umgebung pigmentiert sind, kdnnen somit nicht mit
dem Verfahren der SPT behandelt werden. Das Behandlungsspektrum schlieBt somit
onkologische Patienten mit nicht pigmentierten Tumoren aus, wobei die meisten malignen

und benignen Tumoren nicht pigmentiert sind. Andererseits sollten natirlich auch
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pigmentierte maligne Tumoren primér chirurgisch behandelt werden, da die Mdglichkeit
der Tumorstreuung bei Anwendung der SPT durchaus besteht und die Radikalitat eines
chirurgischen Eingriffes durch die SPT nicht erreicht werden kann. Insbesondere beim
malignen Melanom, welches ansonsten die Voraussetzungen zur Anwendung der SPT -
abgesehen vom amelanotischen Melanom - perfekt erfillt, sollte diese Methode auf Grund
der hohen Malignitat dieses Tumors naturlich primé&r nicht zur Anwendung kommen und
sollte nur bei palliativen Eingriffen bei diesem Tumor (multiple Hautmetastaten) in Betracht
gezogen werden.

Typische Behandlungsparameter der SPT z.B. bei der Entfernung von Besenreiservarizen
mit einem Nd:YAG Laser mit einer Wellenldnge von 1064 nm liegen bei einer Lichtdosis

von 100 bis 200 Jcm und einer Pulsdauer von 10 bis 100 ms.

1.4 Nanoshell-assistierte Photothermotherapie (NAPT)

Um solide Tumoren auch durch andere, gesunde Gewebeschichten hindurch selektiv
thermisch sché&digen zu kdénnen, muss das Laserlicht zum einen die gesunden
Gewebeschichten zu einem hohen Prozentsatz durchdringen kénnen. Zum anderen
haben einfache thermische Therapien wie z.B. die SPT Probleme, erkranktes Gewebe
selektiv zu schadigen, wenn das zu behandelnde Gewebe nicht starker als das
umgebende gesunde Gewebe absorbiert, d.h. pigmentiert ist (s.0.). Dabei kommt es
h&ufig zu einer unspezifischen Erwdrmung und damit zu einem unspezifischen Schaden
auch des gesunden Gewebes in der Umgebung des Zielgewebes. Bereits mehrere
Forschungsgruppen untersuchten die Behandlung von soliden Tumoren Uber eine
induzierte Hyperthermie unter Einsatz von tief penetrierendem Laserlicht im Bereich des
nahen Infrarots mit oder auch ohne den Einsatz von absorptionsverstarkenden
Substanzen wie z.B. Indocyanin-Grin (welches auch photochemische Reaktionen
auslést), allerdings bisher mit nur maBigem Erfolg (Chen et al., 1996; Prudhomme et al.,
1996; Chen et al., 1997).

Die Nanoshell-assistierte Photothermotherapie (NAPT) ist eine neuer Ansatz fir eine
laserinduzierte thermische Therapie unter Einsatz von systemisch applizierten, im nahen
Infrarot absorbierenden Nanopartikeln, genannt ,Nanoshells®. Dabei befindet sich die
Entwicklung dieser Methode noch im experimentellen Stadium.

Nanoshells sind eine neue Klasse von Nanopartikeln mit verdnderbaren optischen
Eigenschaften. Sie bestehen aus einem dielektrischen Kern (Silikat) welcher mit einer
ultradiinnen metallischen Schicht (Gold) Uberzogen ist (Oldenburg et al., 1999). Durch

Veranderung der relativen Kern- und Schalendicke kénnen Nanoshells hergestellt werden,
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die bei der benétigten Wellenlange Licht hauptsachlich streuen oder absorbieren. Das
Spektrum der ,einstellbaren® Wellenldngen erstreckt sich dabei Uber den sichtbaren
Bereich sowie Uber die Wellenlangen des nahen Infrarots. Diese Veranderbarkeit der
optischen Eigenschaften ermdglicht die Herstellung von Nanoshells mit einer hdchsten
optischen Absorption im Bereich des nahen Infrarots, einem Bereich, in dem die optische
Penetration in das Gewebe optimal ist (Weissleder 2001). Des Weiteren konvertiert die
metallische Schale der Nanoshells das absorbierte Licht mit einer hohen Effektivitat und
Stabilitat in Warme. Durch ihren besonderen Aufbau sind die Nanoshells in hohem Masse
unempfindlich gegen das sogenannte ,Ausbleichen® durch die Lichtbestrahlung — ein
Effekt, der oft bei herkbmmlichen Farbstoffen beobachtet wurde.

Zur Anwendung der Nanoshells in einer laserinduzierten Photothermotherapie in vivo gibt
es bisher zwei unterschiedliche Ansatze welche in Kapitel 4.6 ausfihrlich besprochen und
diskutiert werden. Diese ersten Ergebnisse weisen darauf hin, dass die NAPT einen
sauerstoffunabhéngigen, photothermischen Schaden in Tumoren bei Bestrahlung
induzieren kann. Dabei wurden, je nach Ansatz der Arbeitsgruppen, die
Nanoshelllbsungen entweder direkt in das Tumorgewebe injiziert oder systemisch in eine
Schwanzvene appliziert. Bei der ersten Arbeitsgruppe erfolgte die Bestrahlung 5 bis 30
Minuten nach Injektion mit einer Bestrahlungsstarke von 4 Wcm? und einer
Bestrahlungszeit von unter 6 Minuten. Die zweite Arbeitsgruppe bestrahlte 6 Stunden
nach Applikation mit einer Bestrahlungsstarke von ebenfalls 4 Wem® und einer

Bestrahlungszeit von 3 Minuten.

1.4.1 Vor- und Nachteile der NAPT

Im Vergleich zu den bereits besprochenen Anwendungsmdglichkeiten des Lasers in der
Medizin scheint die NAPT einige interessante Eigenschaften aufzuweisen. Vorteilig
scheint zu sein, dass der induzierte Schaden sauerstoffunabhéangig (wie bei der LITT und
der SPT) ist und gleichzeitig scheint die NAPT — wenn sich die bisherigen Ergebnisse
bestatigen — nicht auf endogene Absorber (wie die SPT) angewiesen zu sein. Es bleiben
aber zum jetzigen Zeitpunkt noch viele Fragen zur NAPT offen: Wie selektiv ist der
induzierte Schaden? Welche Auswirkungen haben Nanoshells auf den Organismus? Auf

diese und viele andere Fragen wird in Kapitel 4.6 noch einmal eingegangen.
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1.5 Farbstoffgestiitzte Photothermotherapie (PTT)

Ziel dieser Arbeit ist es, ein neues Konzept zur lokalisierten thermischen Tumorzerstérung
bei weitgehender Schonung des umgebenden, gesunden Gewebes zu entwickeln. Im
Hinblick auf einen klinischen Einsatz dieser Methode soll hierfir ein einfach zu
bedienender, kostenglnstiger Diodenlaser verwendet werden.

Die Begrenzung der laserinduzierten Gewebeeffekte auf ein bestimmtes Gewebe kann
nur Uber eine stérkere Absorption des Lichtes durch die Zielstruktur im Vergleich zum
umgebenden Gewebe erzielt werden. Bei der Applikation von Licht ausreichender
Bestrahlungsstéarke in ausreichend kurzer Zeit bleibt die erzeugte Temperaturerhbhung
und damit der induzierte Schaden auf das Zielgewebe begrenzt (siehe auch Kapitel 1.3
zur SPT). Zur Zeit ist der Anwendungsbereich der selektiven Photothermotherapie auf
Zielstrukturen mit endogenen Absorbern, wie z.B. Hamoglobin oder Melanin, begrenzt.

In der vorliegenden Arbeit wird ein exogener, sich préferentiell in dem von uns benutzten
subkutanen Modelltumor anreichender Absorber in Kombination mit einem cw
Diodenlaser fir die selektive Schadigung dieser naturlicherweise nicht pigmentierten
Zielstruktur eingesetzt. Als Absorber wird das Naphthalocyanin-Derivat Palladium (ll) 5, 9,
14, 18, 23, 27, 32, 36 - Octabutoxynaphthalocyanin (PdNc(OBu)g) verwendet, das sich
durch ein starkes Absorptionsmaximum im nahen Infrarot bei 828 nm mit einem hohen
Extinktionskoeffizienten von 2,8 x 10° (Rihter et al., 1993) auszeichnet. Weiterhin ist der
Absorber sehr photostabil d.h. er wird durch die anregenden Photonen nicht zerstort.
Nach Anregung mit Licht wird die absorbierte Energie durch den Absorber hauptséchlich
strahlungslos in Form von Vibration (Warme) wieder abgegeben. Dies gewéhrleistet eine
Unabhéngigkeit von der Anwesenheit von Sauerstoff im Tumorgewebe, was einen
limitierenden Faktor der PDT darstellt (s.0.). Die chemische Struktur des Sensibilisators
zeigt Abbildung 1.5a.
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Abb. 1.5a: Chemische Strukturformel des verwendeten Photosensibilisators
Palladium(ll)Octabutoxynaphthalocyanin (PdNc(OBu)s) (aus: Bucking et al., 2000).

Die Lage des Absorptionsmaximums der Substanz im nahen Infrarot gewéhrleistet eine
maximale Eindringtiefe der verwendeten Lichtwellenldnge durch die intakte Haut in das
Gewebe (siehe auch Kapitel 1.2 sowie Abb. 1.5b).
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Abb. 1.5b: Eindringtiefen unterschiedlicher Lichtwellenléngen in die intakte Haut. Eine maximale

Eindringtiefe besteht um 800nm.

Das pharmakokinetische Verhalten von PdNc(OBu)s wurde von Bucking et al. (2000)
ausgiebig untersucht, wobei in der Studie Balb/c Mause mit EMT6 Mammacarcinomen als

Tiermodell verwendet wurden.
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Die fur die PTT wichtigsten Ergebnisse der Studie sind in der Abbildung 1.5b dargestellt.
Demnach findet sich die beste Tumorselektivitdt fur das Anreicherungsverhéltnis
zwischen Tumor/Muskel zwischen 48 und 175 Stunden nach i.p. Injektion, in denen eine
durchschnittliche Tumorselektivitdt von 20+9 erreicht wird. Die beste Tumor/Haut
Selektivitat mit 18 tritt <24 Stunden nach Injektion auf.

In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde ein Zeitintervall von 96 Stunden nach i.p.
Injektion zur Durchflhrung der Bestrahlung gewéhlt. In diesem Zeitabschnitt ist zum einen
die Konzentration des Sensibilisators im Muskelgewebe minimal. Dies ist besonders
wichtig, da aufgrund des gewahlten Tiermodells das transplantierte Tumorgewebe direkt
auf Muskelgewebe liegt und somit das Muskelgewebe bestmdglich vor eventuellen
Schaden bei der Bestrahlung geschutzt werden muss. Durch eine geringe Konzentration
des Sensibilisators im Muskel 96 Stunden nach i.p. Injektion wird dies erreicht.

Des Weiteren erreicht die Konzentration des PdNc(OBu)s 96 h nach Injektion im
Tumorgewebe einen Spitzenwert, welcher sich auch im weiteren Verlauf nicht weiter
steigert. Dabei ist allerdings zu beachten, dass im Zeitraum nach 48 Stunden die
Tumor/Haut Selektivitdt nur noch gering ist (da auch die Haut weiter PdNc(OBu)s
anreichert), so dass die Haut ab diesem Zeitpunkt bei einer Bestrahlung zusétzlich
gekihlt werden muss, wenn thermische Schaden an der Haut vermieden werden sollen.
Ein weiterer Grund fur eine Bestrahlung 96 Stunden nach i.p. Injektion ist die Abnahme
der Konzentration des Sensibilisators im Blutserum ab ca. 80 Stunden nach Injektion
(Bucking et al., 2000). Hohe Sensibilisatorkonzentrationen im Serum kdnnten ebenfalls
unspezifische Bestrahlungsschaden bedingen.

Ein spéaterer Betrahlungszeitpunkt konnte nicht gewahlt werden, da ab ca. 100 Stunden
nach i.p. Injektion die Konzentration des Sensibilisators in der Haut zunimmt. Da die
intakte Haut in unserem Therapiemodell durchstrahlt wird, verbietet sich ein spéterer
Bestrahlungszeitpunkt mit weiterer Abnahme der Tumor/Haut Selektivitat.

In Anbetracht der relativ niedrigen aber akzeptablen Tumor/Haut Selektivitat 96 h nach i.p.
Injektion des PdNc(OBu)s wurde die Hautoberflache wahrend der Bestrahlung mit 4 °C

kaltem Eiswasser gekuhlt (siehe auch 2.7).
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Abb. 1.5¢c: Gewebepharmakokinetik des PdNc(OBu)g im Tumor, in der Haut und im Muskel in EMT6

tumortragenden Balb/c Mausen (aus: Bucking et al., 2000)

In unseren Versuchen verwenden wir dabei das gleiche Tiermodell wie in der
vorausgegangenen Pharmakokinetikstudie (Bucking et al., 2000) mit immunkompetenten

Balb/c - M&usen und einem subkutan transplantierten EMT6-Adenokarzinom.

Von Diddens und Mitarbeitern (Diddens et al., 2000; 2001a; 2001b; Diddens 2001;
Diddens et al., 2002a; 2002b; 2003; Fischer et al., 2000) konnte mit dem gleichen
Tiermodell bereits gezeigt werden, dass sich PdNc(OBu)s-markierte Tumore in vivo unter
groB3flachiger Laserbestrahlung im Vergleich zum umgebenden Gewebe selektiv
erwarmen. Histologische Préparate bestrahlter Gewebeareale wiesen nach Bestrahlung
thermisch induzierte Nekrosen des Tumors ohne Schadigung der den Tumor
bedeckenden Haut auf. Die eingesetzte Bestrahlungsstarke war bislang allerdings durch
die maximale Ausgangsleistung von 5W der seinerzeit zur Verflgung stehenden
Laserdiode eingeschrankt. Daher konnten in den bisherigen Experimenten bei einer
Bestrahlungsstéarke von 5 Wem™ fir die Erzielung irreversibler thermischer Schaden nur
Bestrahlungszeiten (100 s), die die thermische Relaxationszeit der experimentellen
Tumore (10 bis 20 s) Uberschritten, eingesetzt werden. Dies limitierte erwartungsgeman
die rdumliche Prézision der thermischen Schadigung. Histologisch wurde daher neben
einer Schadigung des Tumors eine 0,5 bis 1 mm breite thermisch induzierte
Schadigungszone unterhalb des Tumors im angrenzenden Normalgewebe (Muskel)

beobachtet. Im Vergleich hierzu war bei Kontrolltieren ohne PdNc(OBu)s unter
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Verwendung identischer Bestrahlungsparameter nur eine leichte unspezifische
Erwadrmung des gesamten Bestrahlungsareals zu verzeichnen und thermische Schaden
an der Haut, dem Normalgewebe und dem Tumor wurden histologisch nicht beobachtet.
Zur Verbesserung der lokalen Prazision des thermischen Effektes werden in den von uns
durchgefihrten Versuchen héhere Bestrahlungsstérken bei kirzeren Expositionszeiten
eingesetzt. Die Wahl der Bestrahlungsparameter basierte auf Kalkulationen der
Temperaturverteilung im Tumor- und umgebenden Normalgewebe wéahrend der
Bestrahlung und hieraus resultierenden Abschétzungen der Gewebeschadigung. Benutzt
wurde eine analytische Lésung der Wéarmeleitungsgleichung, in die u.a. Daten aus der
Pharmakokinetikstudie, publizierte Werte fir die optischen Eigenschaften von Gewebe im
nahen Infrarot und publizierte Werte fur die Kinetik der thermischen Schadigung nach dem
Arrheniusformalismus eingingen. Ebenso wurden die Erfahrungen der oben genannten
Pilotstudie fir die Wahl der Bestrahlungsparameter herangezogen.

Somit ergaben sich drei Behandlungsgruppen mit unterschiedlichen
Behandlungsparametern.

Die erste Gruppe sollte bei einer Bestrahlungsstiarke von 30 Wem™ fiir 10 Sekunden
behandelt werden, die zweite Gruppe mit 30 Wem™ fiir 15 Sekunden und die dritte
Behandlungsgruppe mit 30 Wem fiir 20 Sekunden.

Ausgehend von diesen Vorraussetzungen — die hochselektive Anreicherung von
PdNc(OBu)s im Tumorgewebe, die Abgabe der aufgenommenen Energie fast
ausschlieBlich als Warme, die deutlich erhdhte Bestrahlungsstarke bei radikal reduzierter
Bestrahlungszeit sowie nach Abschétzung der erreichbaren Temperatur im Tumor — sollte
die Induktion eines hochselektiven, sauerstoffunabhéngigen, thermischen Schadens im

Tumorgewebe mit Hilfe der PTT méglich sein.



EINLEITUNG 20

1.6 Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die Effektivitit des neuartigen
Therapieansatzes einer farbstoffgestitzten Photothermotherapie am Beispiel eines
subkutanen Tumors im Mausmodell untersucht. Dabei sollte das den Tumor umgebende
gesunde Gewebe (Haut, Muskel, Fettgewebe, GefaBe) mdglichst keinen Schaden durch

die Therapie davontragen. Es sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Ist die farbstoffgestitzte Photothermotherapie in der Lage, einen Tumor bei

transkutaner Bestrahlung komplett zu zerstéren?

2. Wenn ja, gelingt dies unter Schonung des umgebenden gesunden Gewebes?

3. Bei welchen Behandlungsparametern (Bestrahlungsstarke, Oberflachenkihlung)

ist die farbstoffgestiitzte Photothermotherapie besonders effektiv?

4. Kann die farbstoffgestutzte Photothermotherapie eine Tumorfreiheit nach der

Behandlung gewéhrleisten?

5. lIst es von Interesse, die farbstoffgestutzte Photothermotherapie auf den Menschen

zu Ubertragen? Ist dies Uberhaupt mdglich?



MATERIAL UND METHODEN 21

2 Material und Methoden

Bei dem Tiermodell, das fur unsere Untersuchungen gewahlt wurde, handelt es sich um
das gleiche Modell, an dem die Pharmakokinetikstudie mit dem Absorber PdNc(OBu)s
bereits durchgefihrt wurde (Bucking et al., 2000).

2.1 Karzinomtyp

Bei dem verwendeten Tumor handelt es sich um ein strahlungsinduziertes
Mammakarzinom des Mausstammes Balb/c mit der Typenbezeichnung EMT6 (NCI
Frederick Cancer Research and Development Center CDT Tumor Repository).
Histopathologisch kann das Karzinom als geringgradig differenziertes, pleomorphes
Adenokarzinom eingeordnet werden.

Makroskopisch besitzt der Tumor ein weiBlich - homogenes Aussehen, die Konsistenz ist

fest bis derb.

2.2 Mausstamm

Bei dem verwendeten Mausstamm Balb/cAnNCrl handelt es sich um weibliche,
homozygote, immunkompetente Albino-Inzuchtmause, die von der Firma Charles River,
Deutschland, bezogen wurden. Die Nomenklatur Balb/cAnNCrl geht auf den Erstzlichter
H.J. Bagg zurlck, der diesen Mausstamm 1913 aus dem Bestand eines Tierhandlers in
Ohio entwickelte. Der Stamm wurde in der Folge ,Bagg Albino“ mit der Kurzform ,Balb“
benannt. Die darauf folgenden Buchstaben geben die ,Entwicklungsgeschichte des
Mausstammes von 1913 bis zum heutigen Tag wieder (Inzucht des Mausstammes 1923
durch McDowell, Wechsel des Stammes 1932 zu Snell und 1935 zu Andervont, 1951 zum
National Institute of Health und 1974 zu Charles River).

Zum Zeitpunkt der Lieferung betrug das Alter der Mause 6-8 Wochen bei einem Gewicht

von 18-20 g. Das Nahrungs- und Trinkwasseraufnahme erfolgte ad libitum.

2.3 Anasthesie

Die Anéasthesie wurde mit Esketamin (150 mg/kg Kdrpergewicht, Ketanest®, Analgetikum

und Anésthetikum, Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe) und Xylazin (10 mg/kg
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Koérpergewicht, Rompun®, Sedativum, Analgetikum, Anasthetikum und Muskelrelaxans,
Bayer Vital GmbH, Leverkusen) durchgefiihrt. Die Anésthetika wurden als Stoffgemisch
intraperitoneal injiziert. Bis zur vollen Wirkungsentfaltung vergingen ca. 90 bis 120
Sekunden und die Wirkdauer betrug 30 bis 50 Minuten.

Da die Anasthesie in der Regel etwa 30 Minuten langer anhielt als die Transplantation
dauerte, wurde zur Vermeidung einer Unterkihlung der Tiere eine Wéarmelampe
eingesetzt, unter der die Tiere bis zum Aufwachen platziert wurden. Um
Hyperthermieschaden der frisch transplantierten Tumorstliicke zu vermeiden, wurde
darauf geachtet, dass die operierte Seite von der Warmequelle abgewandt platziert

wurde.

2.4 Tumortransplantation

2.4.1 Serielle Passagen

Die Weitergabe der Tumoren erfolgte seriell, d.h. ein Tier der jeweils aktuell
tumortragenden Gruppe wurde als Donor fir die Weitergabe des Tumormaterials auf die
nachste Tiergruppe geopfert.

Die Anwendung von Kkurzeren seriellen Passagen fur die Versuche, d.h. die
Transplantation von Tumorgewebe von einem konservierten Ursprungstumor auf alle
weiteren Tiere wahrend des gesamten Versuches, war leider nicht méglich.

Das urspriinglich zur Verfligung stehende Tumormaterial entstammte einer Zellkultur und
wies somit zum einen keine solide Konsistenz auf, zum anderen war dieses Gewebe an
den ,neuen” Wirtsorganismus der Maus mit intaktem Immunsystem nicht hinreichend
adaptiert. Zu Beginn der Transplantationen traten damit sehr unvorhersehbare,
unsymmetrische Wachstumsmuster der Tumoren auf. Des Weiteren war das
Wachstumsverhalten groBen Schwankungen unterworfen, was eine vergleichende
Behandlung einer Tiergruppe wahrend einer Behandlungssitzung unter den gleichen
Bedingungen unmdglich machte.

Die Transplantationen erfolgten deshalb in weiteren Passagen seriell (s.0.), so dass sich
der Tumor an den neuen Wirtsorganismus adaptieren konnte. Nach kurzer Zeit stellte sich

nun das Wachstumsverhalten und -muster relativ einheitlich dar (siehe auch 3.1).
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2.4.2 Explantation

Die Tumortransplantation erfolgte seriell, das heiBt ein tumortragendes Tier wurde
euthanisiert (Euthanisierung durch CO,), das entnhommene Tumorgewebe in Stiicke
definierter GréBe zerteilt und auf die folgenden Empféangertiere transplantiert.

Zunachst wurden die Haare im Operationsareal groBzigig mit Pilca-med®
Enthaarungscreme (Kalziumthioglycolat, Keratolytikum, Asid Bonz, Bdblingen) entfernt,
welche ca. 10 Minuten einwirken musste um dann mit kérperwarmem Wasser ausgespuilt
zu werden. Die Hautirritationen lieBen sich durch dieses Verfahren im Gegensatz zum
Rasieren des Felles minimieren und das endgultige Enthaarungsergebnis - besonders bei
prominenten Tumoren mit unebener Hautoberfladche - war kompletter.

Nach sorgfaltiger Trocknung der Maus wurde die Haut auf dem und um den Tumor herum
mit Ethanol desinfiziert. Unter sterilen Bedingungen wurde nun der im subcutanen
Fettgewebe liegende Tumor mitsamt seiner Pseudokapsel aus dem Gewebe
herausprapariert. Das eigentliche Karzinomgewebe wurde hiernach von der
Pseudokapsel befreit und in 3-5 mm?® (dies entspricht ungefahr einer Kantenlange von
2x2x1 mm) groBe Sticke geschnitten, die bis zur anschlieBenden Transplantation in
physiologischer Kochsalzlésung zwischengelagert wurden.

Dabei wurde die Ischdmiezeit des Transplantattumors, also die Zeit von der Tétung des
Donors bis zur Transplantation der angefertigten Tumorsticke auf die Empféangertiere,

mdglichst kurz gehalten und betrug im Mittel 15 bis 25 Minuten.

2.4.3 Implantation

Nachdem die anésthetische Wirkung voll eingetreten war, wurde mit einer Schere ein ca.
0,5 cm langer Hautschnitt dorsocaudal neben dem Schwanz senkrecht zur Langsachse
des Tieres auf der zuvor desinfizierten Haut gesetzt. AnschlieBend wurde mit der
stumpfen Préparierschere ein streng im subcutanen Bindegewebe gelegener Kanal nach
craniolateral bis Uber die muskelstarke Region des Oberschenkels prapariert. Am Ende
dieses Kanals wurde sodann eines der vorbereiteten Tumorsticke mit einer Pinzette
platziert.

Um ein Verrutschen des Tumorstlickes direkt nach der Operation zu verhindern, wurde im
Anschluss ein Steri-Strip® (sterile, elastische Wundverschlusspflaster, 3M Deutschland
GmbH, Neuss) quer zum Verlauf des subcutanen Kanals geklebt.

Der Wundverschluss erfolgte ebenfalls mit einem Steri-Strip®.
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Die postoperative Phase gestaltete sich durchweg problemlos - es kam zu keinen
Wundinfektionen und die Narbenbildung war gering - obwohl sich die Tiere die

angebrachten Pflaster bald nach der Operation gegenseitig oder auch selber entfernten.

2.5 TumorgroBe am Behandlungstag

Das Wachstum der Tumoren wurde vom Tag der Implantation an taglich Gberwacht. Die
GroBe der Tumoren wurde mit einer elektronischen Schiebelehre bestimmt (L&nge, Breite
und Hoéhe). Aus diesen Werten wurde sodann das Tumorvolumen errechnet (s.u.). Nach
ca. 2 Wochen Wachstum hatten die Tumoren Volumen zwischen 50 bis 250 mm?® erreicht.

In diesem GréBenbereich erfolgte sodann die Behandlung der Tiere.

2.6 Photosensibilisator

Der von uns verwendete Photosensibilisator Palladium (Il) 5, 9, 14, 18, 23, 27, 32, 36 -
Octabutoxynaphthalocyanin (PdNc(OBu)s) wurde freundlicherweise von Malcolm Kenney,
Institut fur Chemie, Case Western Reserve University, Cleveland, Ohio, USA, zur
Verfugung gestellt (Rihter et al., 1993).

Den Versuchstieren wurde 48 Stunden vor der Bestrahlung PdNc(OBu)s (0,5 mg
PdNc(OBu)s/lkg Kérpergewicht) intraperitoneal mit Hilfe einer Cremophor-EL haltigen
Tragerldsung (siehe 2.6.1) injiziert. Die Konzentration der Injektionslésung betrug dabei
0,025 mg/ml. Schwankungen der Konzentration, die durch laufende Uberpriifung mit
einem Absorptionsspektrometer festgestellt wurden, konnten durch Veradnderung des
injizierten Flussigkeitsvolumens ausgeglichen werden. Ein 20 g schweres Tier erhielt
beispielsweise 400 ul der Lésung (dies entspricht 10 yg PdNc(OBu)g). Nach Injektion des
Sensibilisators wurden die Tiere vor Lichtquellen, die eine unspezifische phototoxische

Reaktion hervorrufen kénnten (wie z.B. Sonnenlicht), isoliert.

2.6.1 Injektionslésung PdNc(OBu)g

PdNc(OBu)g ist braun und solide, l6slich in Toluen, Dichlormethan, Benzen und
Tetrahydrofuran (THF).

Bei der Herstellung der Injektionslésung war zu beachten, das PdNc(OBu)s eine nur
begrenzte Loslichkeit in den meisten potentiellen Injektionslésungen aufweist, da es unter

anderem ausgepréagt lipophil ist. Zur Verbesserung der Léslichkeit wurde, wie bereits in
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der Pharmakokinetikstudie von Bucking et al (2000), Cremophor EL (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen) in der Injektionslésung verwendet.

Die Herstellung der Losung folgte den Angaben von Bucking et al., die im Folgenden kurz
dargestellt wird.

5 ml Cremophor EL wurden auf 55°C erhitzt und 1,65 ml Propylene-Glycol tropfenweise
hinzugefligt. Die erforderliche Menge PdNc(OBu)s fir eine Konzentration von 2,5 mg/ml
wurde in Tetrahydrofuran (THF) gelést. Zu der insgesamt benétigten Menge des
Cremophor EL / Propylen-Glycol Gemisches wurde nun ein Volumen der THF-L&sung
hinzugefugt, welches ein Verdinnungsverhéltnis der THF-Losung von 1:50 ergab.

Die aus diesem Arbeitsschritt hervorgegangene Cremophor EL Lésung wurde gewogen
und danach in einem offenen Behéltnis auf 55°C unter langsamem RuUhren erwérmt,
wodurch das hinzugefigte THF langsam verdampfte. Der Prozess des Verdampfens
wurde durch konstantes Wiegen der Lésung Uberwacht, um abschétzen zu kénnen, wann
der Verdampfungsprozess abgeschlossen war.

Nachdem das gesamte THF verdampft war wurde die zurtickgebliebene Lésung 1:1 mit
gefilterter, steriler, normaler Salinenlésung verdinnt.

Die jeweils aktuelle Konzentration des PdNc(OBu)s in der Injektionslésung war variabel
(0,030+0,008 mg/ml) und wurde durch spektralphotometrische Bestimmung Uber den
Extinktionskoeffizienten abschliessend festgestellt und die applizierte Menge dem

Ergebnis angepasst.

2.7 Laser, Versuchsaufbau und -durchfihrung

Als kontinuierlich strahlender Laser wurde ein industrieller Hochleistungsdiodenlaser der
Firma LISA laser products OHG, Katlenburg-Lindau, Deutschland, mit einer Nennleistung
von 60W und einer Wellenlange von 830,3 (£2,7) nm eingesetzt. Das Licht des Lasers
wurde in eine 600 ym Glasfaser eingekoppelt und Uber diese in den Versuchsaufbau
eingebracht. Mit Hilfe einer plankonvexen Linse wurde das Faserende auf die Ebene des
Tumors der Maus abgebildet, was eine homogene und scharf begrenzte Ausleuchtung
des Behandlungsareals ermdglichte (siehe Abb. 2.7b). Als Kuhimittel verwendeten wir
Leitungswasser, welches mit Hilfe von Eiswirfeln auf eine Ausflusstemperatur von ca.
4°C gekuhlt wurde.
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Kihlmittelreservoir

CCD-Kamera

Sammellinse

Lichtleiter

Versuchstisch

Abb. 2.7a: Versuchsaufbau. Mit Hilfe der Sammellinse wurde das iiber den Lichtleiter eingebrachte

Laserlicht homogen auf das Behandlungsareal abgebildet. Der Versuchstisch ist in allen
Ebenen frei einstellbar.

Abb. 2.7b: Mausmodell in Bestrahlungsposition bei aktiviertem Pilotlaser
(rot). Das Bestrahlungsareal ist immer gréBer als der zu bestrahlende
Tumor. Weiterhin regelrechte Fixierung der Extremitaten sowie im vorderen

Bereich sichtbarer Aspirationsschutz unter dem Kopf des Mausmodelis.
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Zur Bestimmung der optimalen Flussgeschwindigkeit des Kuhimittels erfolgten eine Reihe
von empirischen Vorversuchen an Rinderlebern und Hihnerbristen. Diese ergaben einen
maximalen Kuhleffekt mit Schonung der oberen Gewebslagen bei mdglichst geringer
Verwirbelung der Flussigkeitsoberflache im Bestrahlungsfeld (eine gréBere Verwirbelung
wiurde mehr Streustrahlung und damit einen geringen Effekt der Behandlung bedingen)
und bestmdglichem Behandlungsergebnis bei einer Flussgeschwindigkeit von ca. 500
ml/min.

Zur Durchfihrung der Bestrahlung wurden die Mause wiederum mit einer i.p. Injektion
analog zur Beschreibung in Kapitel 2.3 anasthesiert. Nach dem vollstdndigen Eintreten
der anasthetischen Wirkung wurden die Mause auf dem Versuchstisch mit Hilfe von
Leukosilk® Klebeband (BSN medical GmbH, Hamburg, Deutschland) an allen
Extremitaten fixiert und die Augen mit Bepanthen Augen- und Nasensalbe® (Bayer Vital
GmbH, KéIn, Deutschland) gegen Austrocknung geschiitzt.

Die Einstellung des Tumors in das Bestrahlungsfeld des Lasers erfolgte mit Hilfe eines
rotfarbigen Helium-Neon (HeNe) Pilotlasers, der die GréBe des tatsachlichen
Bestrahlungsfeldes des Diodenlasers sichtbar machte. Das Bestrahlungsfeld hatte dabei
in der Bestrahlungsebene einen definierten Durchmesser von 15mm und war damit immer
deutlich gréBer als die zu bestrahlenden Tumoren. Dies gewdhrleistete eine homogene
Bestrahlungsstarke auch in den Randbereichen des Tumorgewebes.

Der verwendete Versuchstisch war in allen Ebenen verstellbar, so dass das
Behandlungsareal mit dem Tumor optimal zum Bestrahlungsfeld und zum Strahlengang
ausgerichtet werden konnte. Um mdglichst weitestgehend Streustrahlung zu vermeiden,
wurden der Tumor und die Hautoberflache senkrecht zum Strahlengang eingestellt.

Zur Vermeidung einer Klhlwasseraspiration seitens der Maus wurde der Kopf der Maus
auf ein Schaumkissen gelagert, welches eine ungestdrte Atmung der Maus wahrend des
Versuches garantierte.

Wahrend der Versuchsdurchfuhrung erfolgte die Kihimittelapplikation in der angegebenen
Flussgeschwindigkeit mit einem biegsamen Plastikschlauch. Dabei wurde darauf
geachtet, dass der Schlauch nicht in den Strahlengang geréat, da dies zu einer Reduktion
der Bestrahlungsstarke im Behandlungsareal gefuhrt hatte. Des Weiteren wurde auf eine
mdglichst ebene und ruhige Flissigkeitsoberflache geachtet, um die Streustrahlung zu
minimieren.

Die einzelnen Schritte des Versuches (Tumormorphologie vor der Bestrahlung,
Einstellung des Tumors in das Bestrahlungsfeld und Tumormorphologie nach der

Bestrahlung) wurden mit einer in den Versuchsaufbau integrierten CCD-Kamera
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festgehalten. Beispielhafte Aufnahmen der einzelnen Schritte sind Kapitel 3

wiedergegeben.

2.8 Dosimetrie

Der Durchmesser des Bestrahlungsfeldes betrug konstant 15mm und war damit immer
deutlich gréBer, als der zu bestrahlende Tumor. Dies gewdhrleistete eine vollstandige
Ausleuchtung auch der Randbereiche.

Die Tiere wurden drei Behandlungsgruppen und sieben Kontrollgruppen zugeteilt (siehe
Kapitel 3 und Anhang). Behandlungsgruppe 1 wurde 96h nach Sensibilisierung mit 30
Wem™ fiir 10 Sekunden, Behandlungsgruppe 2 mit 30 Wem™ fiir 15 Sekunden und
Behandlungsgruppe 3 mit 30 Wem™ fiir 20 Sekunden bestrahlt. Diese Bestrahlungswerte
umfassen den von uns erwarteten, mathematisch bestimmten therapeutischen Bereich.

In den Kontrollgruppen wurden die Messvariablen dieser Versuche untersucht. Als
Variablen untersuchten wir tumortragende und nicht- tumortragende, sensibilisierte und
nicht- sensibilisierte sowie bestrahlte und nicht- bestrahlte Tiere. Die Variablen wurden in
alle moéglichen Kombinationen zueinander gebracht, so dass wir insgesamt sieben

Kontrollgruppen untersuchten (fiir Einzelheiten siehe 3.2).

2.9 Tumorvolumen

Um das Tumorvolumen zu bestimmen, wurde mit einer Schiebelehre Héhe (h), Lange (1)
und Breite (b) des Tumors in Millimetern gemessen.
N&herungsweise lasst sich das Volumen in mm? aus der Formel fiir Ellipsoide (mit der

Annahme, dass 1t = 3 ist) errechnen:

V=(lbh)/2

Volumenbestimmungen, die anhand dieser Formel erhoben werden, korrelieren am
besten mit dem tatséchlichen Gewicht der Tumoren (Tomayko, 1989).
Das Tumorvolumen wurde nach der Transplantation jeden zweiten Tag bis zur Opferung

der Maus bestimmt.
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2.10 Histologie

Um die Wirksamkeit der Photothermotherapie zu beurteilen, wurden alle Mause nach der
Opferung histologisch aufgearbeitet, wobei besonderes Augenmerk auf die GroBe der
induzierten Nekrosen sowie auf mégliche Umgebungsschaden gelegt wurde.

Behandelte M&use wurden 96 Stunden nach der Bestrahlung getétet, nicht behandelte
Méause (Vergleichsméuse) zu einem Zeitpunkt, an dem Alter der Maus, Gewicht und
TumorgréBe (sofern vorhanden) mit den behandelten Tieren weitestgehend
Ubereinstimmten.

Die fur die histologische Auswertung wichtigen Teile der Maus wurden nach Opferung als
Ganzes (d.h. mitsamt dem Knochengewebe) mindestens 24 Stunden lang in
Formalinlésung (5%) fixiert. Danach wurde der Tumor bzw. das Kérperteil halbiert und
das Knochengewebe vorsichtig mit Hilfe kleinlumiger Kanllen herausprépariert.
AnschlieBend folgte die Einbettung des Gewebebléckchens in Paraffin.

Von diesen Praparaten wurden histologische, mit Hamatoxylin - Eosin geféarbte Schnitte

von ca. 5 ym Dicke angefertigt.

2.11 Immunhistochemische Farbungen

2.11.1 Murines Ki-67 Protein

Um proliferierende, vitale Tumorzellen im histologischen Praparat auffinden zu kénnen
wurde von uns der monoklonale Ratte anti - Maus Antikérper, Klon TECS,
DAKOCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland (DAKO), als Proliferationsmarker
eingesetzt, der gegen das murine Ki-67 Antigen gerichtet ist.

Das Ki-67 Antigen ist ein groBes nukledres Protein (345, 395 kDa) dessen Expression
streng mit der Zellproliferation assoziiert ist (Scholzen und Gerdes, 2000). Der Umstand,
dass das Ki-67 Protein in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G(1), S, G(2) und in der
Mitose) nachzuweisen ist, in ruhenden Zellen (G(0)) aber fehlt, macht es zu einem
exzellenten Marker um die sogenannte ,Wachstumsfraktion“ einer Zellpopulation zu
bestimmen und um generell proliferierende, vitale Zellen aufzufinden.

Die vorbereiteten, in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden im Forschungslabor der
Chirurgie der Universitat Libeck immunhistochemisch geférbt.

Die Anfarbung mit den TEC-3 Antikérpern folgte den Empfehlungen des Herstellers, die
im Folgenden kurz dargestellt werden.

Zunachst erfolgte die Entparaffinierung der Schnittserien mit Hilfe einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 95%, 70%). Danach folgte die sog. Hitze- induzierte ,Epitop —
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Wiederherstellung“ durch Kochen der Schnitte im Citratpuffer (pH=6) im Mikrowellenofen
bei héchster Leistung fiir 15 Minuten. Danach Abklhlen der Schnitte fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur, hiernach Blocken der endogenen Peroxidase mit 0,5%
Wasserstoffperoxidldsung fur 20 Minuten. Dreimaliges Spllen der Schnitte mit TBS (tris
buffered saline; 50mM, pH 7,6) fir jeweils 5 Minuten. Danach Inkubation mit dem
primaren Antikérper TEC3 (1:25 v/v) Uber Nacht bei Raumtemperatur. Am néachsten
Morgen dreimaliges Spilen mit TBS fur jeweils 5 Minuten. Nun folgte die sog.
Biotin/Streptavidin Prozedur: Inkubation der Schnitte mit biotinylierten Kaninchen anti-
Ratte Immunglobulinen (DAKO, EO0468), Verdinnung 1:200 fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach dreimalige Spilung mit TBS fur jeweils 5 Minuten. Dann
Inkubation mit Streptavidin-HRP (Horseradish-Peroxidase) (DAKO, P0397), Verdinnung
1:100 far 30 Minuten. Dreimaliges Spulen in TBS fir jeweils 5 Minuten. Als
Farbstoffsubstrat wurde 3-Amino-9-Cabazol benutzt. AbschlieBend Gegenfarbung mit

Hamatoxylin.

2.11.2 Murines Membranprotein CD45

Zur Visualisierung einer immunologischen Reaktion nach der Behandlung wurde von uns
ein monoklonaler Ratte - anti Maus Antikérper eingesetzt (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland (BD Biosciences); Klon 30-F11; 550539), welcher gegen das
Zellmembranprotein CD45 (cluster of differentiation 45) gerichtet ist.

CD 45 ist ein Transmembran-Glykoprotein, das auf den meisten kernhaltigen Zellen
hamatopoetischen Ursprungs exprimiert wird. Im peripheren Blut weisen praktisch alle
Leukozyten dieses Oberflachenprotein auf. Finf verschiedene Isoformen des CDA45,
genannt ABC, AB, BC, B und 0, wurden bis dato auf humanen Leukozyten identifiziert.
Grundlegende Untersuchungen zum CDA45 Protein erfolgten durch Warnke et al. (1983).
Der von uns verwendete CD45 Antikorper ist gegen ein Epitop gerichtet, welches sich auf
allen Isoformen findet. Dadurch markiert dieser Antikérper in den Paraffinschnitten alle
Leukozyten und ist damit funktionell ein Panleukozytenmarker.

Die Anfarbung mit den CD45 Antikérpern wird im Folgenden kurz dargestellt.

Zunachst erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte mit einer absteigenden Alkoholreihe.
Danach folgte die sog. Hitze- induzierte ,Epitop — Wiederherstellung“ durch Kochen der
Schnitte im Citratpuffer im Mikrowellenofen bei héchster Leistung fur 15 Minuten. Nach
einer 20 minatigen Abkuhlzeit erfolgte eine Spllung mit bidestilliertem, ultrafiltriertem
Wasser, danach wurden die Tumoren auf den Objekttrdgern mit einem Fettstift umrandet.

Hiernach Spllung mit einer Wasserstoffperoxidldsung (3%) fir 5 Minuten und danach
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dreifache Spulung mit TTBS (iris tween buffered saline). Hiernach erfolgte die
Uberschichtung des Objekttragers mit dem Antikérper CD45 (Verdiinnung 1:50 v/v) fiir
den Zeitraum einer Nacht.

Am néchsten Tag =zun&chst dreimalige Spulung mit TTBS, dann erfolgte die
Biotin/Streptavidin Prozedur. Zunéchst Zugabe von biotinylierten Kaninchen anti- Ratte
Immunglobulinen (DAKO, E0468) (Verdinnung 1:25) welche 45 Minuten auf dem
Objekttrager belassen werden. Dann dreimaliges Spulen fiir jeweils 5 Minuten mit TTBS.
Hiernach Zugabe von Streptavidin-HRP (Horseradish-Peroxidase) (DAKO P0397;
Verdunnung 1:100) far 30 Minuten. Dreimaliges Spulen far jeweils 5 Minuten mit TTBS.
Als Farbstoffsubstrat wurde 3-Amino-9-Cabazol benutzt. AbschlieBend erfolgte eine

Gegenfarbung mit Hamatoxylin.

2.12 Nekroseanteil des Tumorgesamtvolumens

Die Hamatoxylin - Eosin (HE) gefarbten Schnitte wurden mit einer Digitalkamera
photographiert. Mit Hilfe des im Internet frei verfligbaren Programms ImagedJ des National

Institute of Health (http://rsb.info.nih.gov/ij/) wurden in allen HE gefarbten Schnitten die

Nekrosezonen - nach Vergleich mit dem histologischen Originalpréparat unter dem
Mikroskop - bestimmt.

Nekrotische Areale des Tumorgewebes sind mikroskopisch leicht von vitalen Bereichen
abgrenzbar, da die Zellen eindeutige klassische, virchowianische, morphologische
Kennzeichen nekrotischer (respektive apoptotischer) Vorgdnge mit Karyorrhexis
(Kernstaub), Karyopyknose (geschrumpfter, hyperchromatischer Zellkern), Karyolysis
(Kernschatten) und eine Eosinophilie des Zytoplasmas aufweisen. GroBe Teile der von
uns behandelten Tumoren wiesen Koagulationsnekrosen auf, die leicht durch kompletten
Verlust der Zellgrenzen und der Zellkerne zu erkennen ist.

Zur Auswertung wurde das Bild des jeweiligen Tumors im JPG-Format in das Programm
geladen. Zuerst wurde die Gesamtfliche durch Umfahren des Tumors mit der Maus
bestimmt, danach wurden die Flachen aller Nekroseareale bestimmt und addiert. Dividiert
man nun den Wert fur die Gesamtflache der Nekrosen durch den Wert der Gesamtflache

des Tumors, so ergibt sich der Nekroseanteil.
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2.13 Statistische Auswertung

Mittelwerte und Standardabweichungen der mit dem Bildauswertungsprogramm ,ImageJ”
berechneten Daten werden im Ergebnisteil dargestellt. Die Signifikanzberechnung erfolgte
mit dem t-Test nach Student, einem nicht-parametrischen Test flr ungepaarte
Stichproben (Computerprogramm SPSS, Version 13). p-Werte <0,05 wurden als

signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumsverhalten der Tumoren

Das Wachstumsverhalten der transplantierten Tumoren bestimmt anhand der ermittelten
Tumorvolumina gibt mit einer représentativen Auswahl Abbildung 3.1.a wieder. Die
Wachstumsverlaufe werden vom Tage der Transplantation (Tag 0) bis zum Tage der
Bestrahlung (Endpunkt der jeweiligen Kurve) gezeigt.

Die zu beobachtenden Schwankungen der Kurven resultieren aus Messungenauigkeiten
bei der Erhebung der Messwerte. Bedingt durch das intermittierende Auftreten von
subkutanen Odemen in der Wachstumsphase der Tumoren war die Bestimmung der
Tumordaten (Hbéhe, Lange, Breite) mit dem Messschieber oft schwierig und schwankend.
Trotzdem I&sst sich eine generelle Tendenz des Wachstumsverhaltens erkennen.
Insgesamt wachst der Tumor relativ gleichmaBig, das Wachstumsverhalten erinnert an
ein exponentielles Wachstumsmuster.

Die Endvolumina, bei denen eine Bestrahlung erfolgte, lagen zwischen 50 mm® und 250

mm?.

350 A
300 o
250 A
200 A
150

100 +

Tumorvolumen [mm?]

50 A

30

Tage nach Transplantation [d]

Abb. 3.1.a Wachstumsverldufe der transplantierten Tumoren anhand der ermittelten
Tumorvolumina vom Tage der Transplantation (Tag 0) bis zum Tag der Bestrahlung

(jeweiliges Kurvenende).
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3.1.1 Makroskopische Aspekte der Behandlung

Die Abbildungen 3.1.1a bis 3.1.1c zeigen beispielhaft den makroskopischen Aspekt eines
typischen Behandlungsablaufes anhand von drei Bildern, welche mit der in den
Versuchsaufbau integrierten CCD-Kamera (siehe Kapitel 2) aufgenommen wurden.
Abbildung 3.1.1a zeigt den rechten Oberschenkel der Maus direkt vor der Behandlung.
Das Fell der Maus wurde im Behandlungsareal mit einem Keratolytikum entfernt. Gut zu
erkennen ist der subkutan gelegene, leicht oval geformte Tumor. Weiter caudal im Bereich
der Schwanzwurzel ist die Implantationsnarbe zu erkennen, von der aus ein
Tumorstickchen unter der Haut platziert wurde. Die narkotisierte Maus wurde mit
Leukosilk® Pflasterstreifen auf dem Behandlungstisch fixiert.

Abbildung 3.1.1b zeigt das Bestrahlungsareal anhand des aktivierten Pilotlasers. Die
GrdBe des hier rot markierten Areals gibt die GroBe des spéter tatsachlich bestrahlten
Bereiches exakt wider. Es ist zu erkennen, dass das Bestrahlungsareal deutlich gréBer
als der Tumor ist. Dabei ist die Implantationsnarbe aber, wie zu erkennen ist, nicht im
Bestrahlungsfeld. Dies ist wichtig, da Narben zu einer deutlichen lokalen Zunahme der
Absorption des Laserlichtes in der Haut fihren wirden — insbesondere bei Auflagerung
von Wundschorf und Ausbildung von subcutanen Hamatomen.

Abbildung 3.1.1c zeigt den Zustand nach Bestrahlung des Tieres. Auf der Hautoberflache
sind noch Rickstande der Kihlflissigkeit zu erkennen. Die Lage des Tieres sowie die
Einstellung des Tumors zum Bestrahlungsfeld haben sich nicht veréndert.

Im direkten Vergleich des makroskopischen Tumoraspektes direkt nach Behandlung zum
Aspekt direkt vor der Behandlung (siehe Abb. 3.1.1a) ist eine dezente subkutane
Schwellung zu erkennen. Hierdurch sind die Tumorgrenzen nicht mehr klar abgrenzbar
und der Tumor wirkt im direkten Vergleich prominenter. Ein Effekt, der nach jeder
Behandlung auftrat.

Tiere der Kontroll- sowie der Behandlungsgruppe wurden mit genau diesem Vorgehen der
Behandlung unterzogen und die einzelnen Schritte wurden wie hier gezeigt fotografisch

festgehalten.
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(@) (b)

Abb. 3.1.1a: Maus mit Tumor direkt vor der Behandlung. Keratolytisch entferntes Fell, fixierte
Extremitdten. Gute Abgrenzbarkeit des subkutanen Tumors.

Abb. 3.1.1b: Gleiche Maus wie in (a). Visualisierung des Bestrahlungsareales mit dem roten (632 nm)
He-Ne- Pilotlaser. Das Bestrahlungsareal ist deutlich gréBer als der Tumor, die kaudale

Implantationsnarbe befindet sich nicht im Strahlengang.

(c)

Abb. 3.1.1c: Gleiche Maus wie in (a) und (b). Makroskopischer Aspekt unmittelbar nach der
Behandlung. Der Tumor wirkt prominenter, mit verstrichenen seitlichen Konturen.

Kiihimittelriickstédnde auf der Hautoberflache. Unveranderte Lage der Maus.

3.2 Kontrollgruppen

Abbildung 3.2a zeigt die H.-E.-geférbte Histologie eines subkutan lokalisierten Tumors
eines Kontrolltieres. Das Tumorgewebe ist insgesamt homogen eosinophil geférbt. Der
Tumor wéachst bei der hier gezeigten GréBe lokal verdrdngend, nicht invasiv, umgeben

von einer Tumorpseudokapsel. Das umgebende Gewebe umfasst intaktes Bindegewebe,
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Muskelgewebe sowie Haut mit Hautanhangsgebilden, welches sich durch das
Tumorwachstum unbeeinflusst zeigt.

Im Zentrum des Tumors (siehe Abbildung 3.2b) erkennt man neben den vitalen
Tumorzellen des entdifferenzierten, pleomorphen Adenokarzinoms EMT6 kleinere
spindelférmige bis fadenférmige Stromazellen sowie Lymphozyten.

Die spindelférmigen Tumorzellen weisen einen groBen, blasigen Zellkern mit einem
groBen Anteil von Euchromatin auf, der von einem schmalen, eosinophilen
Zytoplasmasaum umgeben wird.

Im gesamten Tumor zeigen sich keine Spontannekrosen, welche als umschriebene

aufgehellte Areale leicht zu identifizieren waren (s.u.).

(b)

Abb. 3.2a:  Subkutaner, vitaler, lokal verdringend wachsender EMT6 Tumor eines unbehandelten,
nicht PdNc(OBu)s-markierten Kontrolltieres. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.2b: Zentraler Bereich des vitalen EMT6 Tumors eines unbehandelten, nicht PdNc(OBu)g-
markierten Kontrolltieres. Vitale, entdifferenzierte, pleomorphe Adenokarzinomzellen.
H.-E.- Farbung.

Zur Ubersicht Uber die weiteren durchgefiihrten Kontrollen dient Tabelle 3.2a. Die
histologischen Ergebnisse der jeweiligen Kontrollen werden in der Tabelle kurz erlautert.
Die Fallzahlen der Kontrollgruppen finden sich ebenfalls in der Tabelle.

Verallgemeinernd ist anzumerken, dass in den einzelnen Untergruppen der Kontrollen -
neben dem vitalen Tumor - keine weiteren pathologischen Befunde erhoben werden
konnten. Insbesondere fanden sich nach Bestrahlung ohne eine vorherige Markierung der
Tiere mit PdNc(OBu)s keine gréBeren Nekroseareale im Tumorgewebe im Vergleich zu
ganzlich unbehandelten Kontrolltieren (siehe auch 3.4). Des Weiteren zeigte sich keine

Infiltration des Tumor- oder gesunden Umgebungsgewebes mit Leukozyten. Diese
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Beobachtung bestétigte sich auch in den immunhistochemischen Farbungen mit dem
Panleukozytenmarker, welcher gegen das CD45 Antigen gerichtet ist (siehe Abb. 3.2c,
3.2d und 3.2e). CD45 positive Zellen (d.h. Leukozyten) finden sich in den Kontrolltumoren

und in deren Umgebung nicht.

Abb. 3.2c: Immunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker CD45. Gleicher
Ausschnitt wie in (b) (Tumorzentrum) des unbehandelten, nicht PdNc(OBu)s- markierten
Kontrolltieres. Kein Nachweis CD45 positiver Zellen.

Abb. 3.2d: Immunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker CD45. Der Ausschnitt
zeigt den Ubergang vom Tumorgewebe zum darunterliegenden Muskelgewebe des

unbehandelten Kontrolltieres. Kein Nachweis CD45 positiver Zellen.

Abb. 3.2e: Immunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker CD45. Der Ausschnitt
zeigt den Ubergang vom Tumorgewebe zu dariiberliegenden Haut des unbehandelten

Kontrolltieres. Kein Nachweis CD45 positiver Zellen.
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Variablen der Kontrollen

Bestrahlung

PdNc(OBu)g
Markierung

Tumor
vorhanden

Histologische Beschreibung

Es findet sich eine unbeeinflusste
Kontrollhistologie des Oberschenkels der
Mause ohne pathologische
Veranderungen der Gewebe. (n=20)

Keine pathologischen Verdnderungen,
insbesondere keine Verdnderungen der
Haut und des Muskelgewebes. (n=3)

Keine pathologischen Verdnderungen,
insbesondere keine Verdnderungen der
Haut und des Muskelgewebes.
Ablagerungen oder Kristallbildungen durch
die Markierung sind nicht zu beobachten.
(n=3)

Keine pathologischen Verdnderungen,
insbesondere keine Verdnderungen der
Haut und des Muskelgewebes.
Ablagerungen oder Kristallbildungen durch
die Markierung sind nicht zu beobachten.
(n=3)

Keine Verdnderung des Tumorgewebes
durch die Markierung. Insbesondere keine
gréBeren Spontannekrosen nachzuweisen

(s.u.). (n=3)

Homogene, rundlich und verdrangend
wachsende Tumoren mit keinen, oder nur
kleinen Spontannekrosearealen (s.u.)
ohne Veranderungen des gesunden
Umgebungsgewebes. (n=9)

Keine Veradnderungen im Tumorgewebe
oder dem umgebenden Gewebe
nachzuweisen. Inbesondere keine
gréBeren Nekroseareale nach Bestrahlung
ohne Markierung. (n=3)

Tab. 3.2a

Legende:

+ Variable in der Kontrollgruppe vorhanden.

Variable in der Kontrollgruppe nicht vorhanden.
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3.3 Photothermotherapie

Alle Tiere wurden 96 Stunden nach der durchgefuhrten Behandlung euthanisiert und nach
Praparation der Gewebeteile histologisch aufgearbeitet. In diesen vier Tagen erholten sich
die Tiere allgemein sehr gut und zeigten sich durch die Bestrahlung wenig beeinflusst. Bei
allen behandelten Tieren setzte am 2. Tag post irradiationem das Haarwachstum im
Behandlungsareal wieder ein. Lediglich bei einzelnen Mausen kam es zu einer
vorubergehenden Parese der behandelten Extremitdt, die sich aber immer bis zum
Zeitpunkt der Euthanisierung zurtickgebildet hatte.

Im Folgenden werden nun die mikroskopischen Ergebnisse der einzelnen

Behandlungsgruppen vorgestellt.

3.3.1 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 10 Sekunden

Die Ergebnisse unserer Versuche mit PANc(OBu)s- markierten Tumoren 96 Stunden nach
Behandlung bei einer Bestrahlungsstarke von 30 Wem™ und einer Bestrahlungszeit von
10 Sekunden werden im Folgenden beispielhaft dargestellt. In dieser Gruppe behandelten
wir n =5 Tiere.

Bereits in der Ubersichtsaufnahme (Abb. 3.3.1a) sind deutliche morphologische
Verénderungen zu erkennen. Der Tumor wirkt insgesamt homogen aufgehellt mit einem
dunkleren Randbereich. Die Hautstrukturen sind nicht veré&ndert, insbesondere zeigen
sich keine thermischen Verénderungen wie z.B. Blasen oder Ulcera der Haut bzw. der
Hautanhangsgebilde. Das den Tumor umgebende gesunde Gewebe zeigt sich im

Gegensatz zum Tumorgewebe unbeeinflusst.
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Abb. 3.3.1a:  Subkutaner PdNc(OBu)s- markierter Tumor 96h nach Bestrahlung mit 30 Wem™ fiir 10
Sekunden bei 830nm. Homogene zentrale Nekrose des Tumors mit vitalen Zellen
(Leukozyten, Stromazellen, Tumorzellen) im Randbereich. Das umgebende Gewebe

inklusive der Haut ohne morphologische Schaden. H.-E.-Farbung.

Abbildung 3.3.1b zeigt einen reprasentativen Ausschnitt aus dem Zentrum des Tumors. In
diesem Bereich lassen sich keine Zellgrenzen und keine Zellkerne mehr unterscheiden.
Lediglich einzelne sehr dichte, hyperdense Strukturen im Sinne von Kernstaub sind
nachweisbar. Dies entspricht dem Vollbild einer Koagulationsnekrose mit den typischen
virchowianischen Kriterien einer Nekrose mit Karyopyknosis, Karyorhexis und Karyolysis.
Auch die immunhistochemische Farbung dieses Bereiches (siehe Abb. 3.3.1c) unterstitzt

die morphologische Diagnose. Es zeigen sich keine proliferierenden, vitalen Zellen.



ERGEBNISSE 41

Abb. 3.3.1b: Zentrum des mit PTT behandelten Tumors (30 Wcm'z, 10s). PTT-induzierte Nekrose.

Zellkerne und Zellgrenzen sind nicht mehr erkennbar; alle Zellen sind irreversibel
geschadigt. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.3.1c: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Ausschnitt
wie in (b) (Tumorzentrum) des mit PTT behandelten Tumors. Kein Nachweis

proliferierender, vitaler Zellen.

Im Ubergangsbereich des behandelten Tumors zum darunterliegenden Muskel (Abb.
3.3.1d) zeigt sich ein Bereich von ca. 10 Zelllagen, der morphologisch verdéchtig auf noch
vitale, verbliebene Tumorzellen ist. In dieser Schicht zeigen sich des weiteren Leukozyten
und kleinere Stromazellen des Tumorgewebes. Das direkt angrenzende Muskelgewebe
zeigt sich unverandert und nicht thermisch geschédigt. Insbesondere zeigen sich keine
gréBeren inflammatorischen Areale oder Muskelzellregenerate in Form von Myotuben.

Im Ubergangsbereich des Tumors zur darlberliegenden Haut (Abb. 3.3.1e) zeigt sich
ebenfalls eine Schicht von Zellen, die morphologisch am ehesten Tumorzellen
zugerechnet werden mussen. Hier ist allerdings die Schichtdicke nur 2 bis 3 Zelllagen
stark. Im Randbereich zeigt sich des weiteren eine deutliche inflammatorische Infiltration
mit Leukozyten. Die darlberliegende Haut weist keine morphologischen Veradnderungen
einzelner Schichten bzw. Ulcera auf, die auf einen Schaden thermischer Natur hindeuten
kénnten. Dies entspricht auch dem klinischen Verlauf post irradiationem, der nach
Behandlung engmaschig Uberwacht wurde. Dabei zeigte sich die Haut im
Behandlungsareal bis zum Zeitpunkt der Euthanisierung unverédndert. Die Haarfollikel
wiesen ebenfalls keine Verédnderungen auf. Das Haarwachstum setzte nach Behandlung

regelmaBig nach 48 h wieder ein.
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(d)

Abb. 3.3.1d: Vitaler, ungeschéadigter Muskel unterhalb des mit PTT behandelten Tumors (30 Wem?,
10s). An der Grenze zwischen Muskel und Tumor: Leukozyten, Stromazellen und ca. 10
Lagen evtl. vitale Tumorzellen. H.-E.-Férbung.

Abb. 3.3.1e: Vitale, ungeschéadigte Haut oberhalb des mit PTT behandelten Tumors (30 Wem?, 10s).
An der Grenze zwischen Unterhautgewebe und Tumor: Leukozyten, Stromazellen und

ca. 2 bis 3 Lagen evtl. vitale Tumorzellen. H.-E.-Farbung.

In den immunhistochemischen Farbungen mit dem Proliferationsmarker TEC3 zeigen sich
im Ubergangsbereich zur Haut (Abb. 3.3.1f) proliferierende Zellen in der Schicht der
fraglich verbliebenen Tumorzellen. In Zusammenschau der morphologischen Befunde und
der immunhistochemischen Befunde dieser Schicht muss somit von verbliebenen vitalen
Tumorzellen ausgegangen werden.

Weitere immunhistochemische Farbungen mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45
zeigen eine massive inflammatorische Infiltration der Randbereiche des Tumors, die
exemplarisch in Abb. 3.3.1g gezeigt wird. Diese umgibt das nekrotische Tumorgewebe
von allen Seiten und ist auf den Randbereich des ehemaligen Tumors beschréankt. Rein
morphologisch setzt sich die inflammatorische Infiltration aus hauptséchlich neutrophilen
Granulozyten und Lymphozyten zusammen. Vereinzelt sind auch Mastzellen aufzufinden.
Die leukozytédren Subpopulationen wurden allerdings nicht weiter immunhistochemisch

untersucht.
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Abb. 3.3.1f: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Der Ausschnitt
zeigt den Grenzbereich zwischen Unterhautgewebe und Tumor [in Anlehnung an
Abbildung (e)] mit verbliebenen evil. vitalen Tumorzellen. Nachweis proliferierender,
vitaler Zellen. Auf Grund der Morphologie handelt es sich damit um verbliebene vitale
Tumorzellen.

Abb. 3.3.1g: Immunhistochemische Farbung mit dem murinen anti-CD45 Panleukozytenmarker. Der
Ausschnitt zeigt wiederum den Grenzbereich zwischen Unterhautgewebe und Tumor [in
Anlehnung an (e) und (f)]. Nachweis CD45-positiver Zellen (Leukozyten) die eine massive

Infiltration des Gewebes wie hier gezeigt im gesamten Tumorrandgebiet zeigen.

3.3.2 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 15 Sekunden

Die Ergebnisse unserer Versuche mit PANc(OBu)s- markierten Tumoren 96 Stunden nach
Behandlung bei einer Bestrahlungsstarke von 30 Wem™? und einer Bestrahlungszeit von
15 Sekunden werden im Folgenden wiederum beispielhaft dargestellt. In dieser Gruppe
behandelten wir n = 25 Tiere.

Bereits die Ubersichtsaufnahme (siehe Abb. 3.3.2a) weist im Vergleich deutliche
Unterschiede zur Histologie des mit 30 Wem™ fiir 10 Sekunden bestrahlten Tumors auf.
So zeigt sich wiederum eine ausgepréagte zentrale Koagulationsnekrose die nun allerdings
deutlich gréBer ist. Lediglich im Ubergangsbereich des Tumorgewebes zur Haut findet
sich ein dunklerer Saum, in dem fraglich eine Lage Tumorzellen verblieben ist.

Die umgebenden Strukturen weisen keine morphologischen Verénderungen im Sinne von

thermischen Schéaden auf. Die Haut zeigt sich ebenfalls unbeeinflusst.
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Abb. 3.3.2a: Subkutaner PdNc(OBu)s- markierter Tumor 96h nach Bestrahlung mit 30 Wem? fiir 15
Sekunden bei 830nm. Homogene zentrale Nekrose des Tumors. Vitale Zellen
(Leukozyten, Stromazellen und 1 Lage Tumorzellen) nur im Ubergangsbereich zur Haut
2u finden. Zum vitalen Muskel scharf begrenzte Nekrose des Tumors ohne vitale Zellen.
Das umgebende Gewebe inklusive der Haut ohne morphologische Schiden. H.-E.-

Farbung.

Abbildung 3.3.2b zeigt einen reprasentativen Bereich der zentralen Koagulationsnekrose
des Tumorgewebes. Wiederum lassen sich keine Zellgrenzen oder Zellkerne abgrenzen.
Lediglich einige hyperdense Strukturen im Sinne von Kernstaub bzw. in Form von
apoptotischen Restkérpern sind zu finden. Dies entspricht dem Vollbild einer
Koagulationsnekrose.

Die irreversible Schédigung der Tumorzellen im Zentrum bestatigt sich in den
immunhistochemischen Férbungen mit dem Proliferationsmarker TEC3 (siehe Abb.
3.3.2c), in denen keine proliferierenden Zellen bzw. Tumorzellen in diesem Areal

nachweisbar sind.
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Abb. 3.3.2b: Zentrum des mit PTT behandelten Tumors (30 Wcm'z, 15s). PTT-induzierte
Koagulationsnekrose, Zellkerne und Zellgrenzen sind nicht mehr erkennbar, alle Zellen
sind irreversibel geschédigt. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.3.2c: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Ausschnitt
wie in (b) (Tumorzentrum) des mit PTT behandelten Tumors. Kein Nachweis

proliferierender Zellen.

Unterhalb des Tumors im Ubergangsbereich zum Muskel finden sich keine lebenden
Tumorzellen (siehe Abb. 3.3.2d). Der Muskel ist morphologisch auch in direkter
Nachbarschaft zur induzierten Koagulationsnekrose des Tumorgewebes morphologisch
ungeschadigt. Es finden sich im Muskelgewebe keine entziindlichen Infiltrate oder
reparativen Vorgénge.

Diese Beobachtungen werden von den immunhistochemischen Untersuchungen mit dem
Proliferationsmarker TEC3 unterstitzt (siehe Abb. 3.3.2e). Im Tumorgewebe und
insbesondere im Ubergangsbereich zum Muskel finden sich keine proliferierenden Zellen.
Das direkt angrenzende Muskelgewebe weist keine proliferierenden Zellen auf, was auf
die Intaktheit der Muskelfasern hindeutet.

Insgesamt zeigt sich somit in diesem Bereich ein hochselektiver, auf das Tumorgewebe

begrenzter irreversibler thermischer Schaden.
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Abb. 3.3.2d: Vitaler, ungeschadigter Muskel unterhalb des mit PdNc(OBu)g-markierten und mit PTT

behandelten Tumors (30 Wcm?, 15s). Scharfer Ubergang zwischen ausgedehnter
Koagulationsnekrose des Tumorgewebes und angrenzendem vitalen Muskelgewebe.
Hochselektiver, auf den Tumor begrenzter thermischer Schaden. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.3.2e: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Ausschnitt
wie in (d) des mit PTT behandelten Tumors. Kein Nachweis proliferierender Zellen.
Insbesondere kein Nachweis von proliferierenden Tumorzellen oder von

proliferierenden Muskelzellregeneraten (Myotuben).

Der Randbereich des Tumors zur Haut hin (siehe Abb. 3.3.2f) zeigt einen mehrschichtigen
Aufbau: am &uBeren Rand der Koagulationsnekrose beginnend mit einem Saum von
Kernfragmenten, gefolgt von einer bindegewebigen Schicht (Pseudokapsel des Tumors),
welche nach auBen in die ungeschédigte Haut Ubergeht. Angrenzend an die zentrale
Nekrose, in der keine Zellen zu identifizieren sind, befinden sich direkt unter der
bindegewebigen Schicht Leukozyten (hauptsachlich neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten), Stromazellen sowie eine Lage morphologisch am ehesten als verbliebene
Tumorzellen zu klassifizierende Zellen mit einem groBen, blasigen Kern und einem
schmalen Zytoplasmasaum.

Die Uber der bindegewebigen Schicht liegende Haut zeigt sich in allen Schichten vital und
ungeschadigt. Hier finden sich keine Entziindungszellen, die Haarfollikel sind intakt und
die Schichten der Cutis lassen sich gut gegeneinander abgrenzen.

Die immunhistochemischen Farbungen mit dem Proliferationsmarker TECS3 (siehe Abb.
3.3.2g) zeigen unter der bindegewebigen Schicht ein bis zwei Lagen proliferierender
Zellen, die in Zusammenschau der morphologischen und immunhistochemischen Befunde
als verbliebene Tumorzellen klassifiziert werden missen. Die Zellen der Haarfollikel der
dariberliegenden Haut proliferieren stark, was die Intaktheit der Haut und der

Hautanhangsgebilde unterstreicht.
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Abb. 3.3.2f: Vitale, morphologisch ungeschadigte Haut und Haarfollikel oberhalb des mit PTT

behandelten Tumors (30 Wem?, 15s). An der Grenze zwischen Unterhaut und Tumor:
Leukozyten, Stromazellen und 1 Lage verbliebene Tumorzellen. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.3.2g: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Bereich
wie in (f) des mit PTT behandelten Tumors (30 Wem?, 15s). Zwischen Unterhaut und
Tumor zeigt sich 1 Lage proliferierender, verbliebener Tumorzellen. Proliferierende und

damit vitale Haarfollikel.

Weitere immunhistochemische Farbungen mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45
(siehe Abb. 3.3.2h) zeigen eine massive inflammatorische Infiltration insbesondere der
Randbereiche des Tumors sowie eine diffusere Infiltration der zentralen Tumoranteile.
Dabei setzt sich die zelluldre Zusammensetzung des Infiltrats morphologisch, wie zuvor
beschrieben, aus hauptséachlich neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten zusammen.
Das umliegende gesunde Gewebe weist keine inflammatorisch-leukozytéare Infiltration auf.
Abbildung 3.3.2i zeigt den Ubergangsbereich des Tumors zum darunterliegenden Muskel
(in Anlehnung an den Ausschnitt der Abbildung 3.3.2d). Das Muskelgewebe wird nicht
leukozytar-entziindlich infiltriert, wohingegen der Randbereich des Tumors massiv
leukozytar infiltriert ist. Ebenso zeigt sich die bereits beschriebene diffusere leukozytare
Infiltration zentraler Anteile des Tumorgewebes, die oftmals um kleinere GeféaBe im

Tumorgewebe angeordnet ist.
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(h) (i)

Abb. 3.3.2h: Immunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT
behandelten Tumors (30 Wem, 15s). Massive leukozytire (inflammatorische) Infiltration
der Randbereiche des Tumors sowie der zentralen Tumoranteile. Das umliegende
gesunde Gewebe weist keine inflammatorische Infiltration auf.

Abb. 3.3.2i: Immunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT
behandelten Tumors (30 Wcm?>, 15s). Ubergang vom Tumorgewebe zum
darunterliegenden Muskelgewebe. Massive inflammatorische, leukozytéare Infiltration der
Randbereiche des Tumors sowie der zentralen Tumoranteile. Das Muskelgewebe wird

nicht leukozytér infiltriert.

3.3.3 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 20 Sekunden

Die Ergebnisse der Versuche mit PdNc(OBu)s- markierten Tumoren 96 Stunden nach
Behandlung bei einer Bestrahlungsstarke von 30 Wem™? und einer Bestrahlungszeit von
20 Sekunden werden im Folgenden wiederum beispielhaft dargestellt. In dieser Gruppe
behandelten wir n = 4 Tiere.

Abbildung 3.3.3a zeigt eine Ubersicht iiber den behandelten Tumor. Zentral zeigt sich
wiederum eine grofBflachige Koagulationsnekrose, die aber im Gegensatz zu den bereits
beschriebenen Histologien relativ inhomogen ist. Lediglich im rechten und linken
Randbereich dieses Tumors finden sich im Ubergangsbereich zum Muskelgewebe bzw.
zum subkutanen Bindegewebe zwei kleinere Areale morphologisch vitaler Tumorzellen.
Dies zeigt sich auch in den weiter unten prasentierten immunhistologischen TECS3-
Farbungen.

Das umgebende gesunde Gewebe ist auch bei diesen Behandlungsparametern
unbeeinflusst. Die Haut mit Hautanhangsgebilden weist keine Verédnderungen auf, die
Haarbalge sind intakt. Ebenso weist das umgebende Muskelgewebe keine thermischen

Schaden auf.
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Abb. 3.3.3a: Subkutaner PdNc(OBu)g- markierter Tumor 96h nach Bestrahlung mit 30 Wem? fiir 20
Sekunden bei 830nm. GroBe zentrale Nekrose des Tumors. Vitale Zellen (Leukozyten,
Stromazellen und 2 bis 3 Lagen Tumorzellen) nur im rechten und linken Randbereich zu
finden. Zum vitalen Muskel scharf begrenzte Nekrose des Tumors ohne vitale Zellen.
Das umgebende Gewebe inklusive der Haut ohne morphologische Schaden. H.-E.-

Farbung.

Abbildung 3.3.3b zeigt in einer hdheren VergréBerung einen reprasentativen Ausschnitt
der Koagulationsnekrose, die sich in diesem Fall anders als in den vorherigen Histologien
inhomogener darstellt. Neben relativ homogenen Arealen mit einer zu den vorherigen
Histologien vergleichbaren Koagulationsnekrose sind in angrenzenden Arealen noch
einige Zellkerne und Zellgrenzen zu identifizieren. Trotz dieser morphologischen
Unterschiede haben auch diese Zellen einen irreversiblen thermischen Schaden im Sinne
einer Koagulationsnekrose erlitten bzw. es wurde Uber den thermischen Reiz eine
Apoptose induziert, welche zum Absterben der Zellen gefihrt hat. Dies zeigt sich an der
intensiv eosinophilen Farbung des Zytoplasmas der Tumorzellen sowie an den sehr
dichten, kleinen und homogen gefarbten Zellkernen mit einem hohen Anteil an
Heterochromatin im Sinne einer Karyopyknosis. Des Weiteren weisen die Zellen nicht
mehr lange dendritische Zellausldufer oder eine langgestreckte Spindelform auf. Die
Zellform ist nunmehr klein und rundlich, alles im Sinne eines irreversiblen Zellschadens.

Dieser Befund bestétigt sich in der immunhistochemischen Farbung mit dem

proliferationsassoziierten Antikérper TEC3 (siehe Abb. 3.3.3c). Auch diese Abbildung
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zeigt einen reprasentativen Ausschnitt der zentralen Koagulationsnekrose. Es finden sich

keine proliferierenden, vitalen Tumorzellen.

Abb. 3.3.3b: Zentrum des mit PTT behandelten Tumors (30 Wem™, 20s). im Bildbereich links PTT-
induzierte Koagulationsnekrose. Im Bildbereich rechts lassen sich noch Zellkerne und
Zellgrenzen identifizieren. Diese Zellen weisen eindeutige morphologische
Verdnderungen (Karyopyknosis, Eosinophilie, kugelige Zellform) im Sinne eines
irreversiblen Zellschadens auf. H.-E.-Farbung.

Abb. 3.3.3c: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Ausschnitt
wie in (b) (Tumorzentrum) des mit PTT behandelten Tumors. Kein Nachweis

proliferierender Zellen.

Im Ubergangsbereich des Tumors zum darunterliegenden Muskelgewebe (siehe Abb.
3.3.3d) findet sich ein schichtweiser Aufbau. Vom Tumorzentrum kommend mit einer
inhomogenen Koagulationsnekrose ohne vitale Tumorzellen folgt ein schmaler Saum
einer homogenen Koagulationsnekrose, worauf das intakte Muskelgewebe folgt. Der
Muskel weist keine weiteren morphologischen Verénderungen auf, die auf einen
thermischen Schaden hindeuten wirden.

Die immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3 dieses
Ubergangsbereiches zeigt die Abbildung 3.3.3e. Auch hier finden sich keine vitalen,
proliferierenden Tumorzellen. Das Muskelgewebe weist keine reparativen Vorgénge auf.
Auch hier zeigt sich somit ein hochselektiver, auf das Tumorgewebe beschrankter
Schaden.
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(d)

Abb. 3.3.3d: Vitaler, ungeschadigter Muskel unterhalb des mit PdNc(OBu)sg-markierten und mit PTT
behandelten Tumors (30 Wcm?, 20s). Scharfer Ubergang zwischen ausgedehnter,
inhomogener Koagulationsnekrose des Tumorgewebes und angrenzendem vitalen
Muskelgewebe. Hochselektiver, auf den Tumor begrenzter thermischer Schaden. H.-E.-
Farbung.

Abb.3.3.3e: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Ausschnitt
wie in (d) des mit PTT behandelten Tumors. Kein Nachweis proliferierender Zellen.
Insbesondere kein Nachweis von proliferierenden Tumorzellen oder von

proliferierenden Muskelzellregeneraten (Myotuben).

Im Ubergangsbereich des Tumors zur dariiber liegenden Haut (siehe Abb. 3.3.3f) zeigt
sich auch hier ein geschichteter Aufbau: kommend von der in diesem Bereich homogenen
zentralen  Koagulationsnekrose mit  einzelnen  Kerntrimmern sowie einigen
Entzindungszellen (Lymphozyten, Granulozyten) folgt die bekannte bindegewebige
Schicht (im Sinne einer Tumorpseudokapsel) woraufhin die intakte Cutis folgt.

Unterhalb der Tumorpseudokapsel finden sich lediglich Entziindungszellen sowie einzelne
Stromazellen. Vereinzelt finden sich allerdings noch einzelne tumorverdéchtige Zellen
direkt unter der Tumorpseudokapsel, ohne das durch die verdachtigen Zellen hier eine
durchgehende Zellschicht gebildet wird.

Die darlberliegende Haut zeigt sich in allen Schichten unbeeinflusst und intakt. Hier
finden sich keine Entziindungszellen, die Haarfollikel weisen keine Verédnderungen auf.
Die immunhistochemischen Féarbungen mit dem Proliferationsmarker TEC3 (siehe Abb.
3.3.3g) dieses Bereiches zeigen im Tumorgewebe ebenfalls vereinzelt proliferierende
Tumorzellen direkt unter der Pseudokapsel. Somit muss auch bei diesen
Behandlungsparametern von einzelnen verbliebenen vitalen Tumorzellen ausgegangen
werden. Die Haarfollikel sind stark TEC3 positiv, was die Unversehrtheit der Haut und der

Hautanhangsgebilde nach Bestrahlung unterstreicht.
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® (9)
Abb. 3.3.3f: Vitale, morphologisch ungeschadigte Haut und Haarfollikel oberhalb des mit PTT

behandelten Tumors (30 Wem?, 20s). An der Grenze zwischen Pseudokapsel und
Tumor: Leukozyten, Stromazellen und vereinzelt verbliebene Tumorzellen. H.-E.-
Farbung.

Abb. 3.3.3g: Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Gleicher Bereich
wie in (f) des mit PTT behandelten Tumors (30 Wem?, 20s). Zwischen Pseudokapsel und
Tumor zeigen sich vereinzelt proliferierende, verbliebene Tumorzellen. Proliferierende

und damit vitale Haarfollikel.

Weitere immunhistochemische Farbungen mit dem proliferationsassoziierten Antikérper
TECS aus dem linken (Abb. 3.3.3h) und rechten (Abb. 3.3.3i) Randbereich des Tumors
zeigen in diesen Bereichen zwei kleinere, proliferierende und damit als vital einzustufende
Tumorzellnester, die 4 bis 5 Tumorzelllagen stark sind (siehe auch die Beschreibung der
H.-E. gefarbten Ubersicht). Beide Tumorzellnester befinden sich in direkter Nachbarschaft
zu einem gréBeren GefaB. Die weiteren Tumoren dieser Behandlungsgruppe wiesen
keine gréBeren GeféaBe und auch keine vitalen Tumorzellnester im Randbereich auf.

Das direkt angrenzende Muskelgewebe bzw. das angrenzende Subcutangewebe weist

keine morphologischen oder immunhistochemische Veranderungen auf.
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Abb. 3.3.3h:

Abb. 3.3.3i:

(h) )

Immunhistochemische Farbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Linker Randbereich
des mit PTT behandelten Tumors (30Wecm?; 20s) mit angrenzendem vitalem
Muskelgewebe. Im Ubergangsbereich zum Muskel zeigt sich in direkter Nachbarschaft
zu einem gr6Beren GefaB ein proliferierendes, verbliebenes, 4-5 Zelllagen starkes
Tumorzellnest.

Immunhistochemische Féarbung mit dem Proliferationsmarker TEC3. Rechter
Randbereich des mit PTT behandelten Tumors (30Wcm™; 20s) mit angrenzendem
unverindertem subcutanem Bindegewebe. Im Ubergangsbereich zum Bindegewebe
zeigt sich in direkter Nachbarschaft zu einem gréoBeren GefaB ein proliferierendes,

verbliebenes, 4-5 Zelllagen starkes Tumorzellnest.

Die immunhistochemischen Farbungen mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 zeigen

in Anlehnung zu den bereits besprochenen Histologien eine massive inflammatorisch-

leukozytare Infiltration insbesondere der Tumorrandbereiche in bekannter zellularer

Zusammensetzung (siehe Abb. 3.3.3j). Dabei wird der Tumor von der inflammatorischen
Reaktion komplett umfasst (siehe Abb. 3.3.3k und Abb. 3.3.3l). Des Weiteren wird das

gesamte Tumorgewebe diffus aber deutlich inflammatorisch durchsetzt, wobei die

Infiltration um kleinere GefaBen im Tumorgewebe angeordnet ist (siehe Abb. 3.3.3m).

Das umliegende Gewebe weist keine inflammatorische Infiltration auf, so dass wiederum

in Synopsis der morphologischen und immunhistochemischen Befunde die Intaktheit des

umliegenden gesunden Gewebes bestétigt wird.



ERGEBNISSE 54

Abb. 3.3.3:

1)
Immunhistochemische Féarbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT
behandelten Tumors (30 Wem, 20s). Massive leukozytire (inflammatorische) Infiltration
der Randbereiche des Tumors sowie diffuser der zentralen Tumoranteile. Das

umliegende gesunde Gewebe weist keine inflammatorische Infiltration auf.

Abb. 3.3.3k:

Abb. 3.3.3I:

Immunhistochemische Féarbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT

behandelten Tumors (30 Wem?, 20s). Ubergangsbereich vom Tumorgewebe zur
dariiberliegenden Haut. Massive leukozytdre (inflammatorische) Infiltration der
Randbereiche des Tumors. Die dariiberliegende Haut weist keine inflammatorische
Infiltration auf.

Immunhistochemische Féarbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT
behandelten Tumors (30 Wem?, 20s). Ubergangsbereich vom Tumorgewebe zum
darunterliegenden Muskelgewebe. Massive leukozytidre (inflammatorische) Infiltration
der Randbereiche des Tumors sowie der zentralen Tumoranteile. Das Muskelgewebe

wird von der inflammatorischen Infiltration nicht erfasst.
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Abb. 3.3.3m: Imnmunhistochemische Farbung mit dem Panleukozytenmarker anti-CD45 des mit PTT

behandelten Tumors (30 Wcm?, 20s). Diffuse

aber

deutliche

leukozytére

(inflammatorische) Infiltration der zentralen Tumoranteile ausgehend von kleineren

GefaBen.

3.4 Auswertung der Nekroseareale

Die Ergebnisse der Auswertung der Nekroseareale mit dem Grafikprogramm ,ImageJ® in

Bezug auf die Tumorquerschnittsflaiche zeigen die Tabellen 3.4a und 3.4b sowie

Abbildung 3.4a.

bestrahlt (n=3)

Kontrollgruppe X [%] s
nicht sensibilisiert /
nicht bestrahlt (n=9) 2,138 2,101
sensibilisiert /
nicht bestrahlt (n=3) 0,123 0,110
nicht sensibilisiert / 2165 0,146

Tab.3.4a: Ergebnisse der Auswertung der Nekroseareale

in

Bezug

auf

die

Tumorquerschnittsfliche in den tumortragenden Kontrollgruppen. Angegeben ist der

arithmetische Mittelwert ( X ) der jeweiligen Gruppe sowie die Standardabweichung (s).
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Behandlungsgruppe| x [%] s

30 Wem far

10 Sekunden (n=5) 92,293 | 5,035
30 Wem fur

15 Sekunden (n=25) 94,406 | 3,809
D g

0o T 99,428 | 0,661

20 Sekunden (n=4)

Tab. 3.4b: Ergebnisse der Auswertung der Nekroseareale in Bezug auf die
Tumorquerschnittsfliche in den Behandlungsgruppen. Angegeben ist der arithmetische

Mittelwert ( X ) der jeweiligen Gruppe sowie die Standardabweichung ( s).

In Abbildung 3.4a sind auf der Abszisse neben den Kontrollgruppen mit transplantiertem
Tumor die Ergebnisse aller Behandlungsgruppen abgetragen. Auf der Ordinate sind die
arithmetischen  Mittelwerte  der  Nekroseareale der jeweiligen Gruppe  mit
Standardabweichung (+s) abgetragen.

Im Vergleich der Behandlungsgruppen zu den Kontrollgruppen zeigt sich eine signifikante

Zunahme der Nekroseareale.
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Nekroseareale in Prozent [%]
der Tumorquerschnittsflache

20 A

Kontroll- und Behandlungsgruppen

Abb. 3.4a: Vergleich der Kontroll- und Behandlungsergebnisse anhand der Nekroseareale in

Prozent der Tumorquerschnittsflaiche. Arithmetische Mittelwerte (fiir n siehe Anhang)

und Standardabweichungen (xs).

* signifikant gegeniiber allen Kontrollgruppen (p<0.05)

* % signifikant gegeniiber allen Behandlungsgruppen (p<0,05)

Legende

nicht sens., nicht bestr.:

sens., nicht bestr.:

nicht sens., bestr.:

30 W/cm?; 10s:

30 W/cm?; 15s:

30 W/cm?; 20s:

Die Tiere dieser Kontrollgruppe wurden nicht PdNc(OBu)s-markiert und
erhielten keine Bestrahlung.

Die Tiere dieser Kontrollgruppe wurden PdNc(OBu)s-markiert. Eine
Bestrahlung wurde nicht durchgefiihrt.

Die Tiere dieser Kontrollgruppe wurden nicht PdNc(OBu)s-markiert. Eine
Bestrahlung bei allen verwendeten Parametern der Behandlungsgruppen
wurde durchgefiihrt.

Die Tiere dieser Behandlungsgruppe wurden PdNc(OBu)s-markiert. Eine
Bestrahlung wurde mit 30 W/cm? fiir 10s durchgefiihrt.

Die Tiere dieser Behandlungsgruppe wurden PdNc(OBu)s-markiert. Eine
Bestrahlung wurde mit 30 W/cm? fiir 15s durchgefiihrt.

Die Tiere dieser Behandlungsgruppe wurden PdNc(OBu)s-markiert. Eine

Bestrahlung wurde mit 30 W/cm? fiir 20s durchgefiihrt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Umsetzung einer selektiven Photothermotherapie mit
dem Farbstoff Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin zur Behandlung von Tumorgewebe
im Mausmodell untersucht werden. Im Folgenden werden zuné&chst die einzelnen
Versuchsergebnisse getrennt betrachtet um abschlieBend im Zusammenhang und im

Kontext mit anderen Phototherapien und der Literatur diskutiert zu werden.

4.1 Wachstumsverhalten der Tumoren

Das von uns beobachtete relativinhomogene Wachstumsverhalten der Tumoren vom Tag
der Implantation bis zum Tag der Bestrahlung kann auf eine Reihe von Ursachen
zurickgefuhrt werden. Zu Beginn ist hierfir die Darstellung des Wachstumsverhaltens der
Tumoren mit verantwortlich, welche einen Querschnitt durch das Wachstum aller Tumoren
wahrend der gesamten Versuchsreihen widerspiegelt. Hierbei ist allerdings zu beachten,
dass auch bei Tieren, die Transplantate von demselben Spendertumor erhalten haben,
diese unterschiedlichen Wachstumsverhalten auffielen. Somit ist die Transplantation von
einem Spendertumor auf eine Reihe von weiteren Tieren offensichtlich nicht der Garant
fur ein gleichartiges Wachstumsverhalten bei den Mausen.

Des Weiteren zogen wir, um das Wachstumsverhalten zu erklaren, unsere Technik der
Weitergabe von Tumorbestandteilen von Maus zu Maus in Betracht. Die Tumorweitergabe
erfolgte wahrend des gesamten Versuches sequentiell, dass heit die Transplantate
wurden nicht von ein und demselben Ausgangstumor entnommen, sondern von einem
Spendertier einer jeweils aktuell tumortragenden Tiergruppe. Eine Transplantation des
Tumors von einem Ausgangstumor ware nicht durchfiihrbar gewesen, da die urspriinglich
zur Verfigung stehenden Zellen einer Zellkultur entstammten. Das weitere Benutzen einer
solchen Ausgangstumormasse war ebenfalls nicht moglich, da die damit induzierten
Tumoren eine zu unterschiedliche Morphologie aufwiesen, sich also insgesamt das
spatere Aussehen der Tumoren nicht oder nur wenig beeinflussen lieB.

Insgesamt ist eine Anpassung der Tumorzellen auf die neuen Umgebungsbedingungen in
der Folge der sequentiellen Transplantation durchaus denkbar. Allerdings waren auch
zum Ende der Versuchsreihen die Tumoren der bereits beschriebenen inhomogenen
Wachstumsweise unterworfen, so dass dieser Erkldrungsansatz ebenfalls das
Wachstumsverhalten nicht abschlieBend klaren kann.

Einer der wichtigsten Einflussfaktoren ist wahrscheinlich bei der Technik der

Transplantatgewinnung aufgetreten. Zur Gewinnung der Tumorgewebestlickchen wurde
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der Ausgangstumor in kleine Wirfel mit einer Kantenlange von 1 mm unterteilt. Dabei
konnte die Vitalitdt des Gewebes nur anhand des makroskopischen Aspektes festgestellt
werden. Eindeutig nekrotische Areale wurden dabei entfernt. Trotzdem war die Vitalitat
der Transplantate hdéchstwahrscheinlich Schwankungen unterworfen, die sich leicht tber
z.B. im Tumor befindliche minderversorgte Bereiche im Tumorzentrum und sehr gut
versorgte Bereiche in der Nahe von GefaBen erklaren lieBen. Diese unterschiedlichen
Ausgangsvorraussetzungen der Transplantate haben wahrscheinlich hauptséchlich zu
dem beobachteten unterschiedlichen Wachstumsverhalten beigetragen.

Des Weiteren war die Technik der Tumorvermessung Schwankungen unterworfen. Zum
Teil kam es auf Grund des schnellen Wachstums der Tumoren zu einem subkutanen
Odem, welches ein exaktes Vermessen der TumorgréBen durch den Weichteilmantel der
Haut schwierig gestaltete.

Neben dem inhomogenen Wachstumsmuster fallt ein weiterer Aspekt des allgemeinen
Tumorwachstums auf. Vier Tage vor dem Bestrahlungstermin, also in diesem Fall vier
Tage vor dem jeweiligen Kurvenende, erfolgte die Sensibilisierung mit PANc(OBu)s. Ein
Einfluss des Sensibilisators auf das Wachstumsverhalten I&sst sich nicht erkennen. Eine
Eigentoxizitat des Sensibilisators vorausgesetzt, misste sich diese in den Kurven durch
eine Stagnation des Wachstums bzw. sogar durch einen Volumenrickgang der Tumoren
bemerkbar machen. Diese Phanomene sind aber nicht zu erkennen, der Sensibilisator
weist aus dieser Sicht keine Eigentoxizitdt auf. Eine Induktion des Wachstums ist
ebenfalls nicht zu erkennen. Die Sensibilisierung der Tiere ist somit ohne Effekt auf das
Wachstum der Tumoren. Dies zeigte sich ebenfalls in den relevanten Voruntersuchungen
des Sensibilisators von Bucking et al. (2000), den Untersuchungen von Rihter et al. (1993)
und den Versuchen von Diddens et al. (2000 bis 2003) in denen keine toxischen Effekte

der Substanz beschrieben wurden.

4.2 Makroskopische Aspekte der Behandlung

Durch die Ergebnisse der makroskopischen Beobachtungen im Zeitraum von der
Bestrahlung bis zur Euthanisierung der Tiere lassen sich bereits wichtige Rickschlisse
insbesondere auf die Effektivitdt des Klhlsystems und die Selektivitdt der angewandten
Methode ziehen.

Eine Ineffektivitdt der Kihimethode hatte zu schweren Schéden der Cutis in Form von
Verbrennungen aller Grade flihren kénnen, da es zu einer unspezifischen Absorption der
Strahlung in den Hautstrukturen kommt. Zudem hétte es unmittelbar nach der Bestrahlung

zu dem Phanomen des so genannten ,Nachbrennens” kommen kénnen, welches sich auf
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Grund der Warmeausbreitung im Gewebe entwickelt. Makroskopische Aspekte der
thermischen Schédigung der Haut héatten sich in Anlehnung an die allgemeine
Verbrennungslehre durch eine Ro6tung, Blasenentwicklung und bei hdhergradigen
Verbrennungen durch eine Zerstdérung der Hautsanhangsgebilde (in diesem Fall die
Haarbélge der M&use) gezeigt. Eine direkte Koagulation der Cutis hatte zu einer
homogenen Abblassung und Schrumpfung der dermalen Strukturen im Bestrahlungsfeld
fuhren kénnen. Diese Symptome waren bei angewandter Eiswasserkihlung der Haut
nicht zu beobachten. Eine Schédigung tiefer gelegener Hautstrukturen konnte ebenfalls
Uber eine regelméBige Kontrolle des Nachwachsens der Haare nach der Behandlung
bereits klinisch ausgeschlossen werden. Wie bereits erwahnt, wuchs bei allen Tieren
innerhalb der 96 h post irradiationem das Fell wieder nach. Diese Befunde bestatigten
sich in der spéteren histologischen Auswertung.

Bei vereinzelten Tieren, welche tumortragend und sensibilisiert waren, kam es nach der
Bestrahlung zu einer transienten Parese der tumortragenden Extremitét. Diese bildete
sich aber bei allen Tieren innerhalb des Nachbeobachtungszeitraumes komplett zurtick.
Dabei trat diese Symptomatik bei allen Bestrahlungsstérken auf; eine womdéglich nahe
liegendes vermehrtes Auftreten insbesondere bei héheren Bestrahlungsstarken (z.B. bei
30Wcm fiir 20 Sekunden) war nicht nachzuweisen.

Bei diesen Tieren lieBen sich histologisch allerdings wesentliche Unterschiede zu Tieren
aufweisen, die keine Parese nach der Behandlung erfahren hatten. Es zeigte sich, dass
die nervalen Strukturen (z.B. Nervus femoralis etc.) bei diesen Mausen direkt an den
behandelten Tumor angrenzten. Somit waren die nervalen Strukturen bei den transient
geschéadigten M&usen nicht von einer schitzenden Muskelschicht vom Tumor getrennt,
wie dies bei den unbeeinflusst gebliebenen M&usen histologisch zu beobachten war.
Durch die intensive Bestrahlung des Tumors und die direkte Nachbarschaft ist es in
diesen Faéllen zu einer reversiblen Irritation der Nerven gekommen, welche aber in keinem
Fall zu einem irreversiblen Schaden gefihrt hat.

Insgesamt kann man von einer Nebenwirkung der Behandlung ausgehen, die auf Grund
des gewahlten Tiermodells aufgetreten ist. Bei Anwendung dieser Methode am Menschen
wére eine solch enge Nachbarschaft dermaler bzw. subdermaler Tumoren zu wichtigen
motorischen Nerven héchst unwahrscheinlich. Auch wenn eine Nachbarschaft bestehen
sollte, ist dennoch ein kompletter Ausfall der nervalen Funktionen unwahrscheinlich, da
die motorischen Nerven einen viel gr6Beren Querschnitt als die Nerven der Maus
aufweisen. Denkbar waére allerdings beim Menschen bei Bestrahlung der Haut ein
kurzfristiger Ausfall von sensiblen dermalen Endasten, so dass z.B. um das

Behandlungsareal eine kurzfristige Hypésthesie auftritt.
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4.3 Kontrollgruppen

In den Kontrollgruppen wurden alle wesentlichen Einflussfaktoren auf das
Behandlungsergebnis untersucht. Zu diesen Faktoren zahlten die Bestrahlung jeweils
unterschiedlicher Starke, die Sensibilisierung mit PdNc(OBu)s und das Vorliegen eines
Tumors bei den Tieren. Diese Faktoren wurden in jeder mdglichen Konstellation
miteinander kombiniert (siehe Ergebnissteil).

Die Kernaussage der Kontrollgruppen ist, dass insgesamt keine wesentlichen, durch die
jeweiligen  Behandlungsparameter  induzierten, pathologischen  Verdnderungen
nachgewiesen werden konnten. Die wichtigste Beobachtung in Hinblick auf nicht-
sensibilisierte und nicht-bestrahlte, tumortragende Tiere ist eine fehlende, respektive nur
geringe GréBe von Spontannekrosen bei der von uns verwendeten TumorgréBe. Die
induzierten, von uns beobachteten Nekroseareale in den Behandlungsgruppen sind somit
nicht alleiniges Resultat einer maximal ausgepragten Spontannekrose der Tumorzellen
auf Grund z.B. einer Minderversorgung und missen durch andere Faktoren bedingt sein.
Bei der Auswertung der Histologien dieser Kontrollgruppe zeigte sich des Weiteren keine
massive leukozytare Infiltration des Tumorgewebes bzw. der Randbereiche des Tumors.
Somit muss die in den Behandlungsgruppen auch immunhistochemisch nachgewiesene
massive leukozytére Infiltration insbesondere der Randbereiche durch die Behandlung
direkt bedingt sein.

Wie bereits weiter oben postuliert, weist der von uns verwendete Absorber PdNc(OBu)g
keine Eigentoxizitdt auf. Dies bestatigt sich in den Ergebnissen der Kontrollgruppen.
Histologische Veranderungen bei nicht sensibilisierten, nicht-bestrahlten, tumortragenden
oder nicht-tumortragenden Tieren lassen sich nicht nachweisen. Insbesondere findet sich
keine Verédnderung des Tumorgewebes oder der umgebenden Weichgewebestrukturen
durch den Sensibilisator. In immunhistochemischen Untersuchungen dieser Préparate
ergaben sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede. Klinisch gab es bei
ordnungsgemaBer intraperitonealer Injektion der Substanz keine Anhaltspunkte fir eine
toxische systemische Beeinflussung der Tiere.

Eine alleinige Applikation des intensiven Laserlichtes in therapeutischer Stéarke bei nicht-
sensibilisierten  Tieren fuhrt zu keinen nachweisbaren Verdnderungen im
Bestrahlungsareal. Dies konnte anhand der histologischen Praparate der Kontrollgruppen
ebenfalls nachgewiesen werden. Die Bestrahlung eines Tumors ohne Absorber fuhrt zu
keiner Erh6hung der Nekroseareale im Tumorgewebe. Des Weiteren wird das

umgebende Gewebe ebenfalls nicht beeinflusst.
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In Zusammenschau der Befunde lasst sich der weiter unten beschriebene induzierte
Schaden nur durch eine ordnungsgeméaBe Anwendung der hier prasentierten Methode
schlissig erklaren und ist nicht Folge eines zufélligen Geschehens oder wird durch einen
der untersuchten Behandlungsparameter alleine bedingt. Nur das korrekte
Zusammenspiel des Absorbers mit dem Laserlicht flihrt zu einem selektiven thermischen

Schaden, der das umgebende Gewebe nicht mit erfasst.
4.4 Photothermotherapie

Die  Behandlungsergebnisse werden im  Folgenden zun&achst nach den
Behandlungsgruppen geordnet diskutiert, um anschlieBend gruppenibergreifend die

Ergebnisse im Kontext zu erlautern.

4.41 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 10 Sekunden

Im Vergleich der histologischen Ergebnisse in den Behandlungsgruppen mit den
Kontrollhistologien ergeben sich deutliche Unterschiede. Durch die von uns in dieser
Gruppe durchgefihrte Behandlung war es mdglich, in den Tumoren eine Nekrose zu
induzieren, die ca. 90% des Tumorvolumens erfasste. Solch groBe Nekroseareale waren
bei keinen der Kontrolltumoren in Form von Spontannekrosen (0,1 — 2,1 %; siehe 3.4)
aufzufinden. Ebenfalls erwdhnenswert ist die Tatsache, dass es zu keiner thermischen
Schadigung der Umgebung des Tumors gekommen ist. Wie im Ergebnisteil beschrieben
zeigte sich das umliegende Gewebe ohne morphologische Verdnderungen. Es findet sich
vitaler Muskel unmittelbar neben nekrotischem Tumorgewebe. Ein selektiver, auf das zu
behandelnde Gewebe begrenzter, thermischer Schaden unter kompletter Schonung der
Umgebung konnte durch die Behandlung erreicht werden.

Auch alle dermalen Strukturen mit Anhangsgebilden zeigen sich morphologisch und in
den immunhistochemischen Farbungen unbeschéadigt. Eine Schadigung der Haarbalge
war bereits auf Grund des klinischen Verlaufs (s.0.) weitgehend auszuschlieBen. Die
Unversehrtheit der Hautanteile ist auf die suffiziente Kihlung mit Eiswasser wéhrend der
Bestrahlung und auf die selektive Anreicherung des PdNc(OBu)s im Tumorgewebe
zurtckzufihren. Trotz einer groBen thermisch- induzierten zentralen selektiven Nekrose
des Tumors konnte die durch unspezifische Absorption entstandene Wéarme im
durchstrahlten Weichgewebe effizient durch die Kihlflissigkeit abgefangen werden.

Im Randbereich der behandelten Tumoren dieser Gruppe zeigte sich in Synopsis der

konventionellen Histologien und den immunhistochemischen Féarbungen ein Saum von ca.
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4-5 Lagen vitaler Tumorzellen. Insbesondere im Ubergangsbereich zum darunter
liegenden Muskelgewebe war diese Zellschicht besonders breit. Im Ubergangsbereich
des Tumors zur dariber liegenden Haut war die vitale Schicht dinner (ca. 2-3
Tumorzelllagen), aber vorhanden. Die méglichen Griinde fiir ein Versagen der Therapie in
diesen Bereichen sind vielfaltig. Grundséatzlich spielt die Bestrahlungszeit, die in dieser
Gruppe als eher kurz anzusehen ist, eine Rolle. Durch die Behandlung konnte
offensichtlich in den Randbereichen keine ausreichend hohe Temperatur fir eine
ausreichend lange Zeit erreicht werden. Der Saum vitaler Tumorzellen im
Ubergangsbereich zur dariiber liegenden Haut hat zudem wahrscheinlich einen weiteren
Grund. Die Eiswasserkihlung der Hautoberflache war, auch unter Berucksichtigung der
weiter unten diskutierten Ergebnisse der anderen Behandlungsgruppen, derart effektiv,
dass auch die oberste Schicht des Tumorgewebes auf subkoagulative, subtherapeutische
Temperaturen abgekihlt wurde.

In den ausgewerteten Histologien der Behandlungsgruppe zeigte sich weiterhin eine
massive inflammatorische Reaktion nach der Behandlung, welche die Randbereiche des
Tumors allseitig umfasste. Diese leukozytdre Infiltration zeigte sich hingegen in der
unbehandelten, nicht sensibilisierten, tumortragenden Kontrollgruppe nicht (s.o0.). Die
genaue zellulare Zusammensetzung der entziindlichen Reaktion wurde im Rahmen dieser
Arbeit allerdings noch nicht untersucht. In Anbetracht der Auspragung der entzindlichen
Reaktion ist allerdings die Induktion einer spezifischen Immunantwort auf
Tumorbestandteile, welche durch die Behandlung freigesetzt wurden, durchaus denkbar,
zu diesem Zeitpunkt allerdings noch von einem rein spekulativen Charakter und wird
durch die vorliegenden Daten noch nicht unterstitzt. Sollte allerdings diese Theorie
zutreffen, so kdénnten die beschriebenen vitalen Tumorzellen nach Behandlung im
weiteren Verlauf durch sensibilisierte Lymphozyten abgerdumt bzw. abgetétet werden.
Dieser Mechanismus einer induzierten spezifischen Immunantwort auf einen behandelten
malignen Tumor durch eine Phototherapie wurde bereits bei der photodynamischen
Therapie postuliert und auch nachgewiesen (Korbelik und Dougherty, 1999; Gollnick et
al., 2006).

Zum zweifelsfreien Nachweis der Induktion einer spezifischen immunologischen Antwort
gegen Tumorbestandteile missen die genauen Mechanismen allerdings bei der PTT noch
eingehend sowie ausfihrlich untersucht werden und eine detaillierte zellulare
Differenzierung der Leukozytensubpopulationen muss erfolgen. Diese weiterflihrenden
Versuche kdnnten gegebenenfalls eine immunologische spezifische Sensibilisierung
gegen Tumorbestandteile nachweisen, welche sich klinisch in einem ausbleibendem

erneuten Tumorwachstum nach einer PTT-Behandlung trotz primér persistierender vitaler
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Tumorzellen zeigen wirde. Langzeitversuche sollten somit einen Kernpunkt fur

wulnschenswerte weitere Untersuchungen in diesem Forschungsgebiet darstellen.

4.4.2 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 15 Sekunden

Die Behandlungsergebnisse bei einer Bestrahlungsstarke vom 30 Wcm? und einer
Bestrahlungszeit von 15 Sekunden weisen gegeniber den vorher beschriebenen
Ergebnissen einige Veranderungen auf.

Die wichtigste Verénderung ist, dass sich das induzierte Nekroseareal erwartungsgeman
in den ausgewerteten Histologien auf durchschnittlich 95% des Tumorgesamtvolumens
vergréBert hat. Diese Beobachtung ist direktes Resultat der verlangerten
Bestrahlungszeit. Trotzdem finden sich auch in den Histologien dieser
Behandlungsgruppe  keine  Schéden der durchstrahlten Haut bzw. der
Hautanhangsgebilde, wie die morphologischen Untersuchungen anhand der
konventionellen Histologien und die Ergebnisse der immunhistologischen Untersuchungen
zeigen. Die immunhistochemischen Untersuchungen mit dem proliferationsassoziierten
Antikérper TEC3 zeigen stark proliferierende Haarbalge und eine proliferierende
Epidermis. Reparative Vorgénge in der Haut oder inflammatorische Infiltrate in den
immunhistochemischen Untersuchungen mit dem panleukozytdren Marker CD45 lassen
sich in der Haut und den umgebenden Weichgewebestrukturen nicht nachweisen.
Weiterhin ist auch hier der thermische Schaden selektiv auf das Tumorvolumen begrenzt.
Somit liegt ein selektiver, groBer, thermisch induzierter Schaden des Tumorgewebes vor.
Im Ubergangsbereich zum unter dem Tumor befindlichen Muskelgewebe findet man nun
morphologisch und in den immunhistochemischen Férbungen keine vitalen Tumorzellen
mehr. Diese Beobachtung kann ebenfalls Uber die verldngerte Bestrahlungszeit erklért
werden, welche eine starkere Temperaturerh6hung flr eine ldngere Zeit in den tiefer
liegenden Tumorschichten hervorrufen konnte. Im Vergleich zu den bereits diskutierten
Ergebnissen der vorherigen Behandlungsgruppe ist das ein klarer Fortschritt: Erh6hung
des induzierten Nekrosevolumens bei absoluter Schonung des umliegenden
Weichgewebes.

Im Ubergangsbereich zur tiber dem Tumor liegenden Haut mit den Hautanhangsgebilden
finden sich allerdings auch in dieser Behandlungsgruppe verbliebene vitale Tumorzellen.
Die Schichtdicke betrdgt nun nur noch maximal eine Zelllage. Wiederum ist die

wahrscheinlichste Erklarung fir das Uberleben einzelner Zellen in diesem Areal die
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angewandte Eiswasserkiihlung, welche die Temperatur in den oberflachlichen
Tumorschichten im subkoagulativen Bereich gehalten hat.

Eine ausgepragte inflammatorische Reaktion auf die Behandlung und die groBe Nekrose
lasst sich auch hier morphologisch und in den immunhistochemischen Farbungen mit dem
panleukozytdren Marker CD45 nachweisen. Einziger Unterschied der entzindlichen
Reaktion dieser Behandlungsgruppe zu der vorher beschriebenen Reaktion ist eine nun
zu beobachtende stérkere direkte Infiltration auch des nekrotischen Tumorgewebes
inklusive des Tumorzentrums. Ansonsten umfasst die inflammatorische Reaktion das
nekrotische Tumorgewebe von allen Seiten. Auch hier sei noch einmal darauf
hingewiesen, dass sich eine inflammatorische Reaktion in den tumortragenden
Kontrollgruppen nicht nachwiesen lie3, d.h. véllig fehlte.

Die Beobachtungen der Reaktion des Immunsystems der Maus auf die Behandlung lasst
auch in dieser Gruppe die z.Zt. noch rein spekulative Theorie einer induzierten
spezifischen Immunantwort méglich erscheinen, wie sie oben bereits kurz dargestellt

wurde.

4.4.3 Bestrahlungsstirke 30 Wem™ und Bestrahlungszeit 20 Sekunden

Die Behandlungsergebnisse bei einer Bestrahlungsstarke von 30 Wcm? und einer
Bestrahlungszeit von 20 Sekunden weisen einige Verdnderungen gegeniiber den bereits
diskutierten Ergebnissen auf.

Anfanglich ist hier eine inhomogene Koagulationsnekrose zu nennen, die groBe Teile der
untersuchten Tumoren erfasst. Dabei finden sich im Tumorzentrum noch zellkernéhnliche
Strukturen. Bei naherer Betrachtung ist allerdings ein eindeutiger irreversibler Schaden
der Tumorzellen zu erkennen. Dabei lassen sich keine eindeutigen Zellgrenzen mehr
erkennen und die beschriebenen kerndhnlichen Strukturen stellen sich als
Zellkerntrimmer dar. Die Nekrose umfasst dabei im Mittel 99% des Tumorvolumens.
Grunde fur diesen eindeutigen Unterschied im Vergleich zu den bereits beschriebenen
Ergebnissen lassen sich nicht eindeutig finden. Die Verdnderung ist aber am
wahrscheinlichsten Resultat der langeren Bestrahlungsdauer, da diese Variable die
einzige ist, die in dieser Versuchsgruppe verandert wurde. Auf Grund der Einzigartigkeit
und Neuartigkeit der hier angewandten Methode der Tumorbehandlung lieBen sich in der
Literatur keine eindeutigen Erklarungen fur das beschriebene Phdnomen finden.

Weiterhin besteht aber kein Zweifel an der Irreversibilitdt der Tumorzellnekrose. Sie zeigt

sich morphologisch wie auch in den immunhistochemischen Untersuchungen.
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Morphologisch wie auch immunhistochemisch zeigen sich aber auch in dieser
Behandlungsgruppe vereinzelt vitale Tumorzellen. Durch eine Verldngerung der
Bestrahlungsdauer sollten auch die letzten vitalen Zellen abgetétet werden. Dies gelang
teilweise. So finden sich auch in dieser Behandlungsgruppe keine Tumorzellen in den
tiefen Tumorschichten im Ubergangsbereich zum Muskel (vgl. auch 4.4.2). In den
oberflachlichen Schichten im Ubergang zur dariiber liegenden Haut konnte die in der
vorigen Gruppe noch eine Zelllage starke Tumorzellschicht auf wenige vitale Zellen
reduziert werden, die keine zusammenhangende Schicht mehr bilden. Somit bestand hier
offensichtlich ein besseres Verhéltnis zwischen Bestrahlungsstarke und Kihlung der
Hautoberflache.

In dieser Gruppe kam es bei einem einzelnen Tier im Randbereich des Tumors zum
morphologischen und immunhistochemisch nachgewiesenen Auftreten von einem kleinen
vitalen Tumorzellnest, welches sich in der Ndhe zu einem gréBeren GefaB befand. Das
Uberleben der Zellen kann unserer Meinung nach in diesem Bereich auf folgendem
Umstand begrindet sein. Auf Grund der Morphologie der Tumoren, welche die Haut mit
einem ausgepragten Steigungswinkel in den Randbereichen auf ein deutlich erhabenes
Plateau von im Mittel 5 mm Héhe Uber dem allgemeinen ,Hauthéhenniveau® aufwerfen,
kann es in den Randbereichen durch Streuung zu einer Reduktion der Bestrahlungsstarke
kommen. Die Bestrahlungsstéarke wurde in diesem Fall durch eine sehr steile Seitenwand
des Tumors, welche eine Abschattung der Randbereiche des Tumors bedingte, weiter
reduziert. Des Weiteren bedingt die Nahe zu gréBeren GefaBen einen Uberlebensvorteil
far die Zellen. Das gréBere GeféB stellte sich in allen Histologien nicht thrombosiert nach
der Behandlung dar. Ein Blutfluss — auch wahrend der Bestrahlung - sorgt fir eine
raschere Abkuhlung der Areale per Konvektion, so dass dies den Behandlungseffekt
schmélern kann. Darlber hinaus sorgen GefédBe durch raschen Abtransport saurer
Metabolite sowie durch die konstante Bereitstellung von Nahrstoffen und Sauerstoff fur
eine bessere metabolische Situation der umgebenden Zellen.

Zur Effektivitatssteigerung der angewandten Methode erwogen wir ebenfalls eine weitere
Verlangerung der Bestrahlungsdauer. Bei deutlicher Verlangerung der Bestrahlungszeit
hatte dies wahrscheinlich auf Grund der vorliegenden Ergebnisse und unserer
allgemeinen Uberlegungen im Vorfeld zu diesen Versuchen negative Auswirkungen auf
die Selektivitat der Methode mit gréBeren Schaden der umliegenden, gesunden Gewebe.
Eine geringfligige Verlangerung der Bestrahlungsdauer dirfte hingegen keinen Effekt auf
die Selektivitat der Methode haben. Somit waren Ergebnisse bei einer Bestrahlung von 30
Wem™ fiir 25 Sekunden und langer fiir zukiinftige Versuche wiinschenswert, da hiermit

der Ubergangspunkt einer selektiven zu einer nicht-selektiven Therapie besser definiert
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werden koénnte. Des Weiteren kdnnte der dann auftretende Umgebungsschaden
quantifiziert und qualifiziert werden und die Frage geklart werden, ob ein marginaler
Schaden gesunden Gewebes vertretbar wéare, wenn dabei das Tumorgewebe komplett
zerstort werden kdnnte. Diese Ergebnisse wéren im Hinblick auf die Anwendung der
Therapie am Menschen wiinschenswert, um spéter auch klinisch definitive Aussagen Uber
Nebenwirkungen und damit Aussagen Uber die therapeutische Breite der PTT treffen zu
kénnen. In den hier beschriebenen Versuchen konnten wir einen durchweg selektiven
therapeutischen Effekt beobachten. Dies hatten unsere mathematischen Abschétzungen
korrekt vorausgesagt.

AbschlieBend konnte auch in dieser Behandlungsgruppe eine ausgeprégte entzindliche
Reaktion mit den immunhistochemischen Fé&rbungen nachgewiesen werden. Diese

umfasst den Tumor schalenartig von allen Seiten und infiltriert auch das Tumorzentrum.

4.5 Auswertung der Nekroseareale

Die Auswertung der induzierten Nekroseareale in den einzelnen Behandlungsgruppen
veranschaulicht deutlich den erreichten Therapieerfolg mit der hier zum Einsatz
gekommenen Methode.

Gegenlber den Kontrollgruppen mit mittleren SpontannekrosengréBen im Tumorgewebe
von 2,1%, 0,1% und 2,2% weisen alle Behandlungsgruppen mit induzierten
NekrosengréBen von 92,3%, 94,4% und 99,4% im Tumorgewebe signifikante
Unterschiede auf. Die GroBe der induzierten Nekrosen ist dabei bei konstanter
Bestrahlungsstarke direkt abhangig von der Bestrahlungszeit. Bei Einsatz einer
Bestrahlungsstarke von 30 Wem™ fiir 10 Sekunden konnte im Mittel eine Nekrose von
90% des Tumorvolumens induziert werden. Bei einer Bestrahlungszeit von 15 Sekunden
erhdhte sich die Nekrosengr6Be auf einen Mittelwert von 95% und bei einer
Bestrahlungszeit von 20 Sekunden auf gar 99% des Tumorvolumens. Durch weitere
Steigerung der Bestrahlungszeit kénnte wahrscheinlich eine Totalnekrose des Tumors
erreicht werden. Dies kdnnte allerdings auch, wie bereits kurz angesprochen, zu einer
Reduktion der Selektivitdt der Methode mit Schédigung von gesundem
Umgebungsgewebe fiihren. Eine Erhéhung der Bestrahlungsstarke ware theoretisch auch
moglich, dann kénnte die Bestrahlungszeit wieder kiirzer gewahlt werden. Ein Laser mit
noch héherer Ausgangsleistung bei der bendtigten Wellenldnge von 830 nm stand aber
fir diese Untersuchungen nicht zur Verfigung. Somit ist eine Behandlung bei einer

Bestrahlungsstérke von 30 Wem™ und einer Bestrahlungszeit von 20 Sekunden laut den
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hier prasentierten Ergebnissen z.Zt. am effektivsten, um groBe Tumorareale selektiv zu
schéadigen.

In den Kontroligruppen fanden sich bei den TumorgréBen, welche auch in den
Behandlungsgruppen verwendet wurden, keine gréBeren Spontannekrosen.

Somit belegt diese Auswertung, dass die beobachteten Nekrosen in den
Behandlungsgruppen auf die verwendete Therapie zurtickzufiihren sind.

In den Behandlungsgruppen kam es auch bei Verwendung der l&angsten Bestrahlungszeit
von 20 Sekunden, wie oben beschrieben und diskutiert, zu keinem Auftreten
unspezifischer Schadigung auch von Normalgewebe. Des Weiteren konnten auch keine
weiteren eventuellen Nebenwirkungen der Therapie an den Tieren erkannt werden.

Wie oben ebenfalls bereits angesprochen, waren fir weitere Untersuchungen in diesem
Gebiet eine Exploration der Nebenwirkungen bzw. des ,Umschlagspunktes® einer
selektiven zu einer unselektiven Therapie wiinschenswert. Insbesondere im Hinblick auf
die mogliche Anwendung dieser Therapie am Menschen wirden aus solchen

Untersuchungen wertvolle Schlussfolgerungen gezogen werden kénnen.

4.6 Die farbstoffgestiitzte Photothermotherapie im Vergleich

Die in dieser Promotionsarbeit dargestellte Methode der farbstoffgestitzten
Photothermotherapie (PTT) weist gegeniber bereits im klinischen Einsatz befindlichen
anderen Phototherapien wie der photodynamischen Therapie (PDT), der Laser
induzierten interstitiellen Photothermotherapie (LITT) und der selektiven Photothermolyse
(SPT) diverse Vorteile auf bzw. vereint die Vorteile der einzelnen Therapien in sich.

Im Folgenden sollen die Charakteristika der einzelnen Phototherapien kritisch mit der PTT
verglichen werden. Zunachst méchte ich auf die Eigenschaften der PDT eingehen.

Das Ziel einer kurativen photodynamischen Therapie unter onkologischen Bedingungen
ist die vollstandige Zerstbrung des Tumorgewebes. Dies kann zum einen Uber eine direkte
Zerstérung der Tumorzellen erreicht werden (primére Zytotoxizitat) oder zum anderen
durch Beeinflussung bzw. Zerstérung der Blutversorgung und / oder Induktion einer
immunologischen Reaktion auf Tumorbestandteile (sekundéare Zytotoxizitat) oder durch
eine Kombination beider Mechanismen. Um die photodynamische Therapie erfolgreich
einsetzen zu kbénnen missen die Tumoren allerdings bestimmte Charakteristika
aufweisen. Priméar einzelne Tumoren des Stadiums T, T{NoMp und T2NoM, sind optimal
fur eine erfolgreiche photodynamische Therapie, allerdings kénnen auch groBe Areale
oberflachlicher prakanzeréser oder maligner Verdnderungen und multifokale maligne

Veradnderungen erfolgreich behandelt werden. Des Weiteren sollten sich die
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Veradnderungen ganz allgemein auf Oberflichen befinden. Dabei ist der einfachste
Zugang unter diesen Vorraussetzungen zur Hautoberflaiche gegeben. Eine
photodynamische Therapie von Hohlorganen, z.B. der Harnblase oder des Osophagus,
mit einer Applikation des Lichtes Uber ein Endoskop mit dem jeweiligen
organangepassten Lichtapplikator, ist allerdings ebenfalls eine bereits etablierte Methode.
Tiefer eindringende Tumoren kénnen z.B. durch eine primére Exzision des Tumors mit
nachfolgender photodynamischer Therapie des Tumorbettes oder durch eine interstitielle
photodynamische Therapie erfolgreich behandelt werden.

Allerdings gibt es auch Tumoren, welche resistent gegen die photodynamische Therapie
sind. Dies liegt zum einen an der Sauerstoffabhangigkeit der photochemischen Prozesse,
welche die Grundlage der photodynamischen Therapie darstellen (siehe 1.1). So gibt es in
schnell proliferierenden Tumoren hypoxische oder anoxische Areale, in denen Sauerstoff
nicht vorhanden oder unter 2% vorhanden ist (Mitchell et al., 1985). Eine Klinische
Sauerstoffdruckmessung im zu behandelnden Gewebe vor einer photodynamischen
Therapie kann sogar eine prognostische Aussage Uber den Erfolg einer Behandlung
machen (Vaupel et al., 1989; Tromberg et al., 1990) und eine Steigerung des
Sauerstoffdruckes im Gewebe vor Behandlung kann zu einem verbesserten Ergebnis
fuhren (Jirsa Jr. et al, 1991). Die wahrscheinlich gréB8te Einschrdankung der
photodynamische Therapie ist aber die begrenzte Eindringtiefe des eingesetzten roten
Lichtes in das Gewebe (Anderson und Parrish, 1981). Die eingesetzten Wellenlangen
reichen dabei von 630 nm fir Photofrin® bis zu 700 nm flr Photosensibilisatoren der
zweiten Generation, z.B. Benzoporphyrinderivate (BPD) oder Phthalocyanine. Die Dicke
der behandelten Tumoren darf somit 4 mm fir den kurzwelligen Spektralbereich und
maximal 6 mm fir den langwelligen Spektralbereich nicht Uberschreiten, um eine
komplette Remission nach Behandlung zu erreichen. Anzumerken ist, dass eine
begrenzte Eindringtiefe bei der PDT teilweise gewunscht ist und klinisch mit griinem Licht
zur Behandlung von oberflachlichen Lasionen wie z.B. dem Barrett-Osophagus zur
Vermeidung von Perforationen ausgenutzt wird.

Als Schwachpunkte der photodynamischen Therapie kann man somit die
Sauerstoffabhangigkeit der rein photochemischen Reaktionen sowie eine begrenzte
Tiefenwirkung im Gewebe (maximal 6 mm) festhalten, welche die Einsatzmdglichkeit auf
oberflachliche  Lasionen begrenzt. Des Weiteren kann es Dbei einigen
Photosensibilisatoren noch Tage bis Wochen nach Applikation bei UGbermaBiger
Sonnenbestrahlung zu phototoxischen Reaktionen kommen. Dies bedeutet, dass sich die
Patienten bei entsprechendem Photosensibilisator UGber einen langen Zeitraum vor

direkter Sonneneinstrahlung schiitzen missen.
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Starken der photodynamischen Therapie sind hingegen die Selektivitdt des induzierten
photochemischen Schadens sowie die mdgliche Induktion einer Immunitadt bzw. einer
immunologischen Reaktion auf Tumorbestandteile.

Typische Behandlungsparameter der PDT sind eine relativ geringe Bestrahlungsstarke
von 50 bis 200 mWcm™? und eine Lichtdosis von 50 bis 200 Jem™. Im Vergleich zu
anderen Phototherapien ist diese Bestrahlungsstdrke gering und wird Uber einen
verhaltnismaBig langen Zeitraum appliziert. Die Grinde fir die Anwendung von solchen
Bestrahlungsparametern liegen in den photochemischen Reaktionen, auf denen die
Wirkungsweise der PDT beruht. Wie in der Einleitung angesprochen, ist die PDT
zwingend an das Vorhandensein von einer ausreichend hohen Konzentration von
Sauerstoff im Gewebe angewiesen, um wirken zu kdénnen. Die Bestrahlung mit einer
relativ geringen Bestrahlungsstarke Uber einen langen Zeitraum gewahrleistet das
nachdiffundieren von Sauerstoff in das Behandlungsgebiet. Wiirde die Bestrahlungsstarke
weiter erhéht werden, wiirde dies den vorhandenen Sauerstoff zu schnell verbrauchen,
neuer Sauerstoff kdnnte nicht schnell genug nachstrémen und damit wirde der Effekt der
Methode nicht gesteigert werden kdnnen. Bei zu hoher Bestrahlungsstarke wirde es
sogar zum vermehrten Auftreten von unspezifischen Effekten wie die Schadigung von
gesundem Gewebe durch unspezifische Absorption kommen. Somit ist die Einhaltung der
Bestrahlungsparameter flir die Anwendung der PDT &uBerst wichtig. Des Weiteren muss
die Bestrahlungsstarke immer auch der Situation angepasst werden, da insbesondere
maligne Tumoren einen viel geringeren Sauerstoffgehalt im Gewebe aufweisen (bedingt

durch den erhéhten Metabolismus) als gesundes Normalgewebe.

Die hier vorgestellte PTT ist in Anlehnung an die PDT in der Lage, einen selektiven
Schaden zu induzieren, der nur erkranktes Gewebe erfasst. Gleichzeitig scheint auf
Grund unserer Ergebnisse die Induktion einer spezifischen Immunitdt gegen
Tumorbestandteile, wie sie bereits fir die PDT nachgewiesen wurde (Korbelik 1996,
Hendrzak-Henion et al., 1999, Korbelik und Dougherty 1999; Gollnick et al., 2006), nach
Durchfuhrung einer PTT aufzutreten. Dieses Phédnomen bedarf jedoch noch weiterer
Klarung bzw. weiterer Untersuchungen.

Nachteilige Eigenschaften der PDT weist die PTT hingegen nicht auf. Die PDT ist auf
Grund der photochemischen Reaktionen sauerstoffabhéngig, was die Effektivitat in
hypoxischen Tumorarealen deutlich reduziert. Des Weiteren weist die PDT auf Grund der
verwendeten Farbstoffe und der damit verbundenen einsetzbaren Wellenldngen des
Laserlichtes eine begrenzte Tiefenwirkung von max. 6 mm Eindringtiefe auf. Somit ist die

PDT auf die Anwendung oberflachlicher Verdnderungen begrenzt. Die PTT hingegen
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induziert durch den Einsatz von Licht im nahen Infrarot einen selektiven, nicht-
sauerstoffabhdngigen Schaden bei deutlich verbesserter Tiefenwirkung von bis zu 1,5 cm.
Die Anwendung der PTT bei Ubertragbarkeit auf den Menschen wére somit nicht auf
oberflachliche L&sionen begrenzt, sondern kdénnte auch, wie in den hier vorgestellten
Versuchen, Zielgewebe erreichen, welches unter Schichten von gesundem Gewebe
verborgen liegt. Beim Vergleich der zum Einsatz kommenden Bestrahlungsparameter der
PDT und der PTT zeigt sich, dass bei der PTT deutlich hbhere Bestrahlungsstarken zum
Einsatz kommen. Dies liegt wiederum daran, dass die PTT nicht wie die PDT auf das
Vorhandensein von Sauerstoff angewiesen ist, um wirken zu kénnen sondern den Effekt
uber die direkte Umwandlung der Photonenenergie in Warme erreicht. Somit ist die PTT
auch als deutlich effektiver bei der Behandlung von Geweben mit einem niedrigen
Sauerstoffgehalt einzustufen was bei der Tumor- und Metastasentherapie ein groBer

Vorteil ist.

Die LITT wird wie die PDT in der Klinik bereits in vielen Bereichen eingesetzt. Haufig
findet diese Art der Laserbehandlung Anwendung in der palliativen Therapie von
Lebermetastasen (z.B. kolorektaler Karzinome). Aber auch in anderen Gebieten wie z.B.
Hirnmetastasen oder zur Behandlung von vendsen Malformationen wird sie angewendet.
Die Grenzen der LITT ergeben sich aus den in Kapitel 1.2 besprochenen Charakteristika
dieser Behandlung. Die klinische Handhabung der LITT ist komplex. Der Lichtleiter (oder
auch mehrere Lichtleiter) muss am Beispiel von Lebermetastasen perkutan oder
laparoskopisch bis in das Zielvolumen vorgeschoben werden. Dabei muss die Lage der
Faser exakt bestimmt und festgehalten werden, was zurzeit ein Gegenstand vieler
Untersuchungen ist. Als ein geeignetes Instrument hat sich z.B. die
Magnetresonanztomographie gesteuerte LITT erwiesen (Vogl et al., 2001), welche aber
mit einem hohen apparativen und zeitlichen Aufwand vor und wéhrend der Behandlung
verbunden ist. Ein weiterer sehr wichtiger Nachteil der LITT ist der nicht selektive
Schaden der Behandlung. Das die Laserfaser oder den Applikator umgebende Gewebe
wird unspezifisch auf Grund der Gewebeabsorption (siehe 1.2) koaguliert, d.h. auch
gesundes, nicht entartetes Gewebe wird geschéadigt.

Ein Vorteil der LITT im Gegensatz zur PDT ist die sauerstoffunabhéngige
photothermische Reaktion. Ein Sauerstoffmangel, wie er hdufig in Tumoren vorherrscht
(s.0.) beeintrachtigt somit nicht das Behandlungsergebnis der LITT. Des Weiteren ist die
hohe Eindringtiefe des in der LITT verwendeten infraroten Lichtes vorteilhaft, da so groBe

Gewebevolumina effektiv koaguliert werden kénnen.
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Vorteilhafte Eigenschaften der LITT werden durch die PTT ebenfalls aufgegriffen. Die
LITT stellt eine sauerstoffunabhédngige Methode dar, ihre Wirkung ist photothermischer
Natur. Diese Eigenschaften finden sich in der PTT wieder. Des Weiteren wird die hohe
Eindringtiefe des in der LITT verwendeten infraroten Lichtes auch in der PTT in Form von
tief penetrierendem Licht im nahen Infrarot angewendet.

Die Nachteile der LITT mit der sehr aufwéndigen Handhabung sowie der Induktion eines
nicht-selektiven Schadens teilt die PTT hingegen nicht. Die PTT induziert einen selektiven
Schaden und kann mit einer im Vergleich recht simplen Handhabung Uberzeugen, wobei

keine aufwandige Bildgebung der Zielregion nétig wére.

Eine weitere Photothermotherapie die bestimmte vorteilhafte Eigenschaften aufweist,
welche sich wiederum in der PTT widerspiegeln, ist die SPT.

Die SPT, wie sie erstmals von Anderson und Parrish 1983 beschrieben wurde, verflgt
ebenfalls (ber eine Reihe von positiven Charakteristika. Die SPT ist auf das
Vorhandensein von endogenen, natirlichen Absorbern angewiesen. Zur Induktion eines
selektiven thermischen Schadens mit der SPT wird eine hohe Bestrahlungsstarke und
eine kurze Bestrahlungszeit verwandt, die an die thermische Relaxationszeit der
Zielstruktur angepasst sein muss. Wie lange ein bestimmtes Temperaturniveau in der
Zielstruktur gehalten werden muss um einen irreversiblen thermischen Schaden zu
induzieren kann mit Hilfe des Arrhenius-Formalismus bestimmt werden. Die Selektivitat
der Methode beruht auf der hdéheren Absorption der Zielstruktur.

Die SPT uberzeugt durch eine einfache perkutane Handhabung, durch die Induktion eines
selektiven thermischen Schadens sowie durch die Sauerstoffunabhéngigkeit der Methode.
Mit der SPT lassen sich elegant und einfach pigmentierte Strukturen, wie z.B. Haarbélge
(Sanchez et al., 2002) oder GefaBmalformationen, behandeln.

Der groBBe Nachteil der SPT besteht darin, dass die Zielstruktur gegentber der Umgebung
starker pigmentiert sein muss. Nicht- pigmentierte Strukturen, welche den Hauptteil der
dermalen Veranderungen darstellen, lassen sich durch diese Methode nicht behandeln.
Das Behandlungsspektrum schlieBt somit auch onkologische Patienten mit nicht
pigmentierten Tumoren aus. Pigmentierte Tumoren konnten theoretisch mit der SPT
behandelt werden, allerdings sollten insbesondere maligne Tumoren immer primar
chirurgisch behandelt werden (z.B. malignes Melanom) da die SPT niemals an die
Radikalitat einer Operation mit den geforderten Sicherheitsabstdnden heranreichen kann.
Zudem ist es denkbar, dass Tumorzellen die SPT (berleben oder im schlimmsten Fall
sogar gestreut werden. Eine Anwendung der SPT bei malignen pigmentierten Tumoren

sollte somit erst als palliativer Eingriff in Betracht gezogen werden, wenn z.B. eine
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Metastasierung schon weit fortgeschritten ist. Das primére Einsatzgebiet der SPT ist
daher nicht im onkologischen Bereich zu sehen sondern in Bereichen wie der Entfernung
von Besenreiservarizen oder allgemein der Behandlung von Venenerkrankungen oder der
Entfernung von Haaren.

Es wurde allerdings versucht, mit herkbmmlichen Farbstoffen eine Absorptionserhéhung
in soliden nicht- pigmentierten Tumoren fiir die SPT herbeizufihren — allerdings mit nur
maBigem Erfolg (Chen et al., 1996; Prudhomme et al., 1996; Chen et al., 1997). Die PTT
hingegen mit dem Farbstoff Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin schlieBt diese
Behandlungslicke. Mit ihr kénnen auch priméar nicht-pigmentierte Strukturen selektiv
thermisch geschéadigt werden.

Die Methoden der SPT und der PTT haben ein paar gemeinsame Eigenschaften wie die
Induktion eines selektiven thermischen Schadens und die Unabh&ngigkeit von Sauerstoff
im zu schadigenden Gewebe. Allerdings ist die PTT auch in der Lage primér alle nicht-
pigmentierten Strukturen zu schédigen. Die Behandlungsparameter unterscheiden sich
allerdings deutlich. In der SPT kommen Lichtdosen fir die Ver6édung von
Besenreiservarizen von 100 bis 200 Jcm™ bei einer Bestrahlungsdauer von 10 bis 100 ms
zum Einsatz. In der PTT wird eine Bestrahlungsstarke von 30 Wem™? fir 10 bis
20 Sekunden eingesetzt. Diese Unterschiede, bei ansonsten sehr &hnlichen
Mechanismen der Methoden, beruhen auf der GrdBe der zu schadigenden Zielstrukturen.
Wo in der SPT nur kleinere BlutgefdBe oder Haarbélge geschéadigt werden, die eine
geringe Masse und einen geringen Querschnitt aufweisen, werden in der PTT Tumoren
mit einem Volumen von bis zu 250 mm® bestrahlt. Es ist einleuchtend, dass eine
kleinvolumige Zielstruktur deutlich weniger Energie aufnehmen muss um einen
koagulativen Temperaturbereich flr einen ausreichend langen Zeitraum zu erreichen um
irreversibel geschéadigt zu werden als eine groBvolumige Struktur wie ein subkutan

lokalisierter Tumor.

Eine zurzeit ebenfalls noch in der Entwicklung befindliche Konkurrenzmethode zur PTT ist
die Nanoshell-assistierte Photothermotherapie (NAPT). Hierbei werden Nanopartikel zur
Absorptionssteigerung im Zielgewebe eingesetzt (siehe 1.4).

Zur Anwendung der Nanoshells in einer laserinduzierten Photothermotherapie in vivo gibt
es bisher zwei unterschiedliche Ansatze. In einer ersten Studie wurde eine definierte
Menge einer Nanoshell-Lésung perkutan in einen subkutanen Tumor appliziert (Hirsch et
al., 2003). Bei dem Tumor handelte es sich um einen Ubertragbaren Geschlechtstumor
des Kaninchens (sog. ,CTVT cells“ oder canine transmissible venereal tumor cells®).

Dieser wurde bei sechs weiblichen, immuninkompetenten Mausen in Form einer
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Zellsuspension (0,25 ml) subkutan im Bereich des rechten und linken Hinterlaufs injiziert
und bis zu einer TumorgréBe von ca. 1 cm im Durchmesser wachsen gelassen. Hatte der
Tumor die entsprechende GrdBe erreicht, erfolgte auf einer Seite eine interstitielle
Injektion von 20-50 pyl Nanoshell-Lésung in einer Tiefe von schétzungsweise 5 mm im
Tumorvolumen und auf der Gegenseite die Injektion einer entsprechenden Menge
Kochsalzlésung als Kontrolle. Die Behandlung wurde bereits 5 bis 30 Minuten nach
Injektion durchgefihrt und erfolgte mit einem Diodenlaser bei einer Wellenldnge von
820 nm, bei einer Bestrahlungsstéarke von 4 Wcm'z, einem Strahldurchmesser von 5 mm
und einer Bestrahlungszeit von <6 Minuten ohne Hautkihlung. Gezeigt werden konnte,
mit Hilfe einer magnetresonanztomographischen Auswertung, dass es zu einer nur sehr
oberflachlichen maximalen Temperaturzunahme bei den nanoshellbehandelten Tumoren
um durchschnittlich 37,4 °C in einer Tiefe von 1 mm von der Hautoberflache kam. In der
Bestrahlung der Kontrollen erwérmten sich die Tumoren hingegen nur um durchschnittlich
9,1 °C. Histologische Resultate zeigten in den nanoshellbehandelten Tumoren einen
thermisch induzierten Schaden wohingegen die Kontrolltumoren keine Veradnderungen
aufwiesen. Dieser thermische Schaden erstreckte sich allerdings nur bis zu einer Tiefe
von bis zu 4 mm, was insgesamt nur einen kleinen Teil des Gesamttumorvolumens
ausmachte. Die komplette Zerstérung des gesamten Tumorgewebes war in diesen ersten
Untersuchungen nicht das Ziel und wurde auch nicht weiter untersucht.

Im Vergleich zu den hier prasentierten Ergebnissen der PTT sind die Ergebnisse dieser
Arbeitsgruppe zur NAPT &uBerst vage und durftig und erméglichen es nicht das Potential
der NAPT wirklich abzuschéatzen. In diesen ersten Versuchen konnte lediglich gezeigt
werden, dass durch die Bestrahlung in Kombination mit dem Einsatz von Nanoshells ein
kleiner thermischer Schaden im Tumorgewebe induziert werden kann. Ob dieser Schaden
selektiv fir das Tumorgewebe ist und ob diese Methode Uberhaupt in der Lage ist in
dieser Form das gesamte Tumorgewebe zu zerstdéren — eine Antwort auf diese wichtigen
Fragen bleiben diese ersten Versuche, die letztendlich nur beweisen, dass die Nanoshells
die Laserbehandlung eines nicht- pigmentierten Tumors ein klein wenig effektiver
machen, schuldig. Die Ergebnisse PTT sind hingegen eindeutig und unterstreichen das
groB3e Potential dieser neuartigen Therapieform.

Eine weitere Arbeitsgruppe injizierte zur Tumortherapie eine Nanoshell-Lésung
systemisch in eine Schwanzvene (O Neal et al.,, 2004). Zur Applikation in die
Schwanzvene mussten die Nanoshells weiter modifiziert werden, um eine hohere
Biokompatibilitdt zu gewahrleisten. Dabei wurde ulber die dinne Metallschicht eine
zusatzliche Schicht Polyethylenglycol aufgebracht, welche immunologische Reaktionen

unterdrickt und damit die Verweildauer der Nanoshells im Blutkreislauf signifikant erh6ht
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(O'Neal et al.,, 2004; Chen und Scott 2001; Harris et al.,, 2001). Eine selektive
Anreicherung der Nanoshells wie auch von dem von uns verwendeten PdNc(OBug) im zu
behandelndem Tumor ist durch die einzigartigen Eigenschaften der tumorversorgenden
GefaBe gewahrleistet. Frihere Forschungsarbeiten zur Verteilung von Makromolekilen
und kleineren Partikeln durch die TumorgefdBe zeigten eine Extravasation und
Akkumulation von Makromolekllen und kleineren Partikeln im GréBenbereich von 60-
400nm Uber einen passiven Mechanismus im Tumorgewebe (Kong et al., 2000; Ishida et
al., 1999; Litzinger et al., 1994; Yuan et al., 1994; Hobbs et al., 1998). Dieser Effekt wurde
.gesteigerter Permeabilitats- und Retentionseffekt” benannt (Maeda 2001; Maeda et al.,
2003). Er beruht auf den besonderen Charakteristika der tumorversorgenden GeféBe mit
groBen interendothelialen Verbindungen, einer inkompletten oder sogar fehlenden
Basalmembran, einem nicht funktionierendem lymphatischen System und einer groB3en
Anzahl von transendothelialen Kanélen (Ishida et al., 1999; Dvorak et al., 1988). Da die
Nanoshells im GréBenbereich dieser untersuchten Molekiile liegen, zeigen auch sie eine
selektive Anreicherung im Tumorgewebe Uber den oben beschriebenen Effekt.

Als Tiermodell verwendete diese zweite Arbeitsgruppe 25 immunkompetente, weibliche
BALB/cAnNHsd Albinomé&use im Alter von 5 bis 6 Wochen und einem Gewicht von 15 bis
20 g. Den Tieren wurden ca. 1,5x 10° murine CT26.WT Kolonkarzinomzellen in einer
Zellsuspension von 50 pl subcutan im Bereich der rechten caudalen Flanke injiziert. Acht
bis sechzehn Tage nach Inoculation der Tumorzellen, hatte der Tumor eine GréBe von 3
bis 5,5 mm erreicht. Der maximale Tumordurchmesser von 5,5 mm wurde durch den
Laserstrahldurchmesser — welcher 5,5 mm betrug — vorgegeben. Es erfolgte die zuféllige
Verteilung der Tiere in drei Gruppen; einer Behandlungsgruppe, einer Kontrollgruppe und
einer Scheinbehandlungsgruppe, in denen die Tiere eine entsprechende Menge einer
sterilen Kochsalzl6sung injiziert bekamen.

In der Behandlungsgruppe befanden sich 7 Tiere, welche 100 ul einer Ldésung mit
2,4 x 10" Nanoshells pro Milliliter erhielten. Sechs Stunden nach Applikation der Lésung
in die Schwanzvene erfolgte eine Bestrahlung der Behandlungs- und
Scheinbehandlungsgruppe mit einem Diodenlaser bei einer Wellenldnge von 808 nm,
einer Bestrahlungsstérke von 4 Wem™ und einer Bestrahlungszeit von 3 Minuten ohne
Hautkuhlung.

Die Arbeitsgruppe beobachtete im Folgenden leider lediglich das Wachstumsverhalten der
Tumoren — eine histologische oder gar immunhistologische Auswertung der
Behandlungsergebnisse wére wilnschenswert gewesen, erfolgte aber nicht. In der
Behandlungsgruppe resorbierte sich die Tumormasse bis zum 10. Tag nach Bestrahlung

vollstandig, wohingegen in der Scheinbehandlungs- und Kontrollgruppe die Tumoren
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rapide weiter wuchsen, so dass die Tiere dieser Gruppen am zehnten Tag nach
Bestrahlung euthanisiert werden mussten. Die Behandlungsgruppe blieb bis zum 90. Tag
nach Bestrahlung tumorfrei, so dass die weitere Beobachtung abgebrochen wurde.

Auch die Ergebnisse dieser zweiten Arbeitsgruppe lassen noch viele Fragen zur NAPT
offen. Fraglich bleibt, da keine histologische Auswertung der Ergebnisse erfolgte,
inwiefern der induzierte Schaden selektiv auf das Tumorgewebe beschrankt blieb und ob
der induzierte Schaden das komplette Tumorvolumen erfasste. Ein selektiver Schaden ist
auBerst unwahrscheinlich, da die verwendeten Bestrahlungsparameter die thermische
Relaxationszeit des Zielgewebes deutlich Uberschreiten. Es wéare weiterhin interessant,
auch im Hinblick auf die beschriebenen immunologischen Reaktionen bei der PDT und die
denkbaren bei der PTT, ob auch bei der NAPT immunologische Reaktionen mit der
mdglichen Induktion einer spezifischen Immunitdt gegen Tumorgewebe eine Rolle
spielen.

Auf Grund dieser wenig umfangreichen Ergebnisse (Hirsch et al., 2003; O Neal et al.,
2004) erscheint die NAPT in Ihren Charakteristika zwar grundsatzlich vergleichbar mit der
PTT, allerdings sind diese ersten Ergebnisse noch mehrdeutig.

Im Vergleich zu den bereits besprochenen Anwendungsmoglichkeiten des Lasers in der
Medizin, weist die NAPT wie die PTT einige interessante Eigenschaften auf. Vorteilig
scheint zu sein, dass der induzierte Schaden sauerstoffunabhéangig (wie bei der LITT und
der SPT) ist und gleichzeitig scheint die NAPT — wenn sich die bisherigen Annahmen
bestatigen — nicht auf endogene Absorber (wie die SPT) angewiesen zu sein. Sie scheint
in der Lage zu sein einen thermischen Schaden in einem primér nicht pigmentierten
Gewebe zu induzieren. Dabei werden &hnliche Wellenldangen wie bei der hier
vorgestellten PTT verwandt. Inwiefern der thermisch induzierte Schaden wie bei der PTT
auch selektiv ist, bleibt abzuwarten. Es bleiben allgemein noch viele Fragen zur NAPT
offen: Welche Auswirkungen haben Nanoshells auf den Organismus? In welchen anderen
Organen reichern sich Nanoshells an? Reichern sich Nanoshells z.B. auch in der Haut
an? Oder im Muskelgewebe? Dies kénnte die Selektivitdt des induzierten Schadens
deutlich senken. Ist die NAPT weiterhin auch in der Lage Tumoren mit einem gréBeren
Durchmessers effektiv und selektiv zu behandeln?

Die Methode der NAPT weist schon jetzt absehbare Nachteile gegentber der Methode
der PTT auf. Die Herstellung der Nanopartikel ist sehr aufwéndig und kostenintensiv.
Weiterhin sind die Auswirkungen von Nanopartikeln auf den menschlichen Organismus
ganzlich unbekannt, auf Grund der Neuheit dieser Methode.

Neben dem Einsatz der Nanoshells in der NAPT gibt es weitere interessante

Einsatzgebiete dieser Technologie wie z.B. in Kombination mit thermisch sensitiven
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Polymeren als neuartige Form einer photothermisch gesteuerten Substanzapplikation
(Sershen et al., 2000), Uber eine Koppelung an Oligonukleotide zur hochsensitiven
Detektion von spezifischen Genabschnitten oder als neuartige Marker in hochsensiblen
Analysen von Biomaterialien wie z.B. Blut unter Einsatz eines Lasers (West und Halas,
2003) oder als kontrastverstarkende Substanz in der optischen Coharenz Tomographie
(OCT) zur frihzeitigen Detektion von z.B. malignen Neoplasien (Loo et al., 2004).

Eine abschlieBende Bewertung dieser neuartigen Therapieform der NAPT zu den
Einsatzbereichen bzw. den Grenzen ist zum gegenwértigen Zeitpunkt nattrlich noch nicht
mdglich. Hierzu bedarf es noch weiterer grundlegender Forschungsarbeit, die unter

anderem auch die Einsatzmoglichkeiten am Menschen klaren muss.

AbschlieBend sollen an dieser Stelle noch die Arbeiten der Gruppe um Giulio Jori
diskutiert werden, welche parallel zu uns eine Methode entwickelten, die der von uns
durchgefihrten Form einer Photothermotherapie &hnelt (Busetti et al., 1999; Camerin et
al., 2005a; 2005b). Sie benutzten als Sensibilisator flr eine Photothermotherapie
Nickel(Il)octabutoxynaphthalocyanin, welcher dem PdNc(OBu)s chemisch und in den
physikalischen Eigenschaften (Absorptionspeak bei 850 nm mit einem
Extinktionskoeffizienten von 280 000 M'cm™ sowie Abgabe der aufgenommenen Energie
hauptsachlich in Form von Warme (Camerin 2005b)) &hnlich ist. Die Arbeitsgruppe konnte
auBerdem den Sensibilisator mit Hilfe eines Liposomen-Tragersystems fir eine
intravendse Injektion verfligbar machen.

In vitro Versuche (Busetti et al., 1999) hatten gezeigt, dass der Sensibilisator in dieser
Darreichungsform in der Lage ist in amelanotischen Melanomzellen zu akkumulieren,
allerdings wurde im Vorfeld nicht geklart, wie selektiv dieser Vorgang fir Tumorzellen im
Vergleich zu unveranderten Zellen ist.

Eine Anwendung der Methode in vivo wurde an finf C57/BL6 Mausen durchgefihrt, die
ein subcutanes amelanotisches Melanom mit einem Durchmesser von 0,4 bis 0,6 cm zum
Behandlungszeitpunkt im Bereich der oberen Flanke aufwiesen (Camerin et al., 2005a).
Eine pharmakokinetische Studie zum Verhalten des intravends applizierten Sensibilisators
im Organismus der Maus mit der besonderen Fragestellung der Ermittlung des
Zeitverlaufes und des AusmaBes einer selektiven Anreicherung des Sensibilisators im
Tumor versus Normalgewebe wurde vorher nicht durchgefuhrt. Nachdem die Tumoren die
erforderliche GrdBe erreicht hatten, wurden 1,8 mg/kg Kérpergewicht Liposomen-
inkorporiertes Nickel(ll)octabutoxynaphthalocyanin in die caudale Schwanzvene injiziert.

24 Stunden danach erfolgte die Bestrahlung der sensibilisierten Tiere mit einem
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Titan:Saphir Laser bei einer Wellenldnge von 850 nm und einer gepulsten Bestrahlung mit
30 ns Pulsen, 10 Hz mit 200 mJ/Puls fir 140 Sekunden.

Ergebnis dieser Behandlung war eine kurzzeitige geringflgige Beeintrachtigung des
Wachstumsfortschritts der Tumoren. Ein schnelles Fortschreiten des Tumorwachstums
konnte aber letztendlich nicht verhindert werden. Die Auswirkungen dieser Form einer
photothermischen Therapie wurden in den bisher veréffentlichten Ergebnissen auch nie
histologisch untersucht, so dass die Induktion eines selektiven Schadens, der auf das
Tumorgewebe begrenzt ist, reine Spekulation ist. Dies sollte und muss noch weitergehend
untersucht werden.

Der wesentliche Unterschied zu unserem Ansatz einer photothermischen Therapie
besteht in der Applikation von gepulster Strahlung, mit der eine Begrenzung des
thermisch induzierten Schadens auf das Tumorgewebe erreicht werden sollte. Dieser
Ansatz stiitzt sich auf die grundlegenden physikalischen Uberlegungen zur SPT, wie sie in
Kapitel 1.3 dargestellt sind. Sie besagen, dass ein thermischer Schaden nur dann selektiv
auf das Zielgewebe begrenzt bleibt, wenn die Behandlung mit einer ausreichenden
Bestrahlungsstérke fur eine begrenzte Bestrahlungszeit erfolgt. Anderfalls — bei zu langer
Bestrahlungszeit — wird auch umliegendes Gewebe durch Warmediffusion geschéadigt.
Hierzu ist anzumerken, dass diese Uberlegungen fiir die selektive Schadigung von kleinen
Zielen gelten (z.B. Haarbéalge oder Besenreiservarizen).

Wie hingegen in den von uns vorgelegten Ergebnissen dieser Arbeit zweifelsfrei gezeigt
werden konnte, ist eine photothermische Therapie mit PdNc(OBu)s und einer
kontinuierlichen Bestrahlung Uber einen angemessen langen Zeitraum in der Lage,
gréBere Ziele wie solide subkutane Tumoren durch eine transdermale Bestrahlung hoch
selektiv und extrem effektiv zu behandeln. Weiterhin, wie aus personlichen Mitteilungen
der Arbeitsgruppe um Giulio Jori zu erfahren war, kam es in bis heute noch nicht
verdffentlichten  Versuchen durch die gepulste Bestrahlung zu massiven
GewebszerreiBungen. Durch den kurzen, intensiven Laserimpuls kommt es zur
explosionsartigen Bildung von kleinen Wasserdampfblasen im Gewebe, die dann
letztendlich zu einer ZerreiBung der Gewebeschichten fluhren. Dies ist insbesondere im
Hinblick auf die Therapie von malignen Tumoren &auBerst nachteilig, da durch diesen
Effekt eine Metastasierung von Tumorzellen erleichtert wird, welche in die entstandenen
Gewebespalten eindringen kénnten oder sogar Uber erdffnete GefaBe zu hdmatogenen

Metastasen fihren kdnnten.
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Zusammenfassend vereint die PTT viele Vorteile der vorgestellten etablierten
Photothermotherapien in sich.
Die PTT:
- Ist eine sauerstoffunabhéangige Methode (wie SPT, LITT und NAPT)
- Verwendet einen photostabilen, exogenen Sensibilisator (wie PDT und NAPT)
-  Weist eine selektive Anreicherung des Sensibilisators im Tumorgewebe
auf(wie PDT und NAPT)
- Ermoglicht die selektive Behandlung auch von nicht-pigmentierten Strukturen
mdglich (wie PDT und NAPT)
- Induziert einen photothermischen Schaden (wie LITT und NAPT)
- Ist kostenglinstig und einfach zu handhaben (wie PDT und SPT)

4.7 Alternative Kithimethoden

Neben der von uns in diesen Versuchen verwandten Methode zur Oberflachenkihlung mit
Leitungswasser, welches durch den Einsatz von Eiswirfeln auf eine Ausflusstemperatur
von ca. 4 °C heruntergekihlt wurde, werden in der Literatur diverse weitere Methoden
beschrieben (Alora und Anderson, 2000; Zenzie et al., 2000; Klavuhn und Green, 2002).
Beliebte Methoden zur Oberflachenkihlung, die von uns im Vorfeld auf ihre
Anwendbarkeit in der PTT theoretisch und praktisch Uberprift wurden, sollen hier kurz
vorgestellt werden.

Ein oft verwandtes Verfahren ist z.B. das sog. Sprayverfahren, bei dem eine Flussigkeit
vor, wahrend oder auch noch nach dem Lasereinsatz zur Oberflachenkilhlung eingesetzt
wird. Diese Flissigkeit muss einen niedrigen Siedepunkt aufweisen. Hierbei wird gerne
Tetrafluorethan mit einem Siedepunkt von -26 °C eingesetzt. Wir konnten dieses
Verfahren leider nicht anwenden, da der Kihleffekt der Methode nicht ausreichte, um
einen unspezifischen Schaden der Haut zu verhindern. Die Laserleistung wére zudem
durch Streuung an in der Luft schwebenden Kuhimittelpartikeln deutlich vermindert
worden.

Des Weiteren werden in der Literatur sog. Kontaktkiihimethoden beschrieben, bei der ein
solides Kuhimedium direkten Kontakt zur Hautoberfliche aufweist. Die einfachste
Methode hierbei ist die Kiuhlung mit Hilfe eines Eiswurfels, durch den — eine geringe
Streuung des Eises vorausgesetzt — auch eine Bestrahlung erfolgen kann. Des Weiteren
werden durchsichtige Platten aus Saphirglas, welche auf -27 °C gekuhlt werden und

durch die ebenfalls bestrahlt werden kann, eingesetzt. Diese beiden Mdglichkeiten waren
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im Bereich der PTT nicht einsetzbar, da sie eine ebene Oberflache voraussetzen. Da die
Tumoren auf den Flanken aber immer sehr vorgewdlbt wuchsen, konnten diese Methoden
nicht eingesetzt werden.

Eine neuere Kontaktkihimethode (Sokoll et al., 1995), die sich auch Hautunebenheiten
anpassen kann, wurde von uns in Vorversuchen langer getestet. Bei diesem Verfahren
wird eine Klivette verwendet, durch die ein Kihlmittel flieBt. Wir verwendeten eine bis zu
50 prozentige Glykol-Wasserlésung als Kuhimittel, wodurch der Gefrierpunkt der
Flussigkeit auf -36 °C gesenkt werden kann. Die Unterseite der Kuvette besteht aus einer
dinnen Latexmembran, die sich den Unebenheiten der Haut anpassen soll. Die
Bestrahlung erfolgt durch die Klvette hindurch, wobei ein konstanter Kihimittelfluss far
eine effektive Klihlung der Hautoberflache sorgt. Letztendlich konnten wir die Kivette aber
nicht anwenden, da die Methode sich in unseren Vorversuchen als technisch sehr
aufwandig darstellte. Zudem wurde die Bestrahlungsstarke durch die Kuvette deutlich
reduziert und der Kuhleffekt der Kivette war der von uns letztendlich verwandten Methode
nicht uberlegen.

Eine der einfachsten Methoden zur Oberflachenkihlung die wir zur Verwendung in der
PTT Gberpriften, ist ein Ventilator, der Uber den erzeugten Luftstrom die Warmeenergie
von der Hautoberflache abfuhren kann. Hierbei gibt es Systeme, welche die Luft
vorkiihlen, um den Kuhlungseffekt zu verbessern. Allerdings reichte der Kuhleffekt dieser
Methode nicht aus, um einen unspezifischen Schaden an der Haut bei Anwendung der
PTT zu verhindern, so dass wir letztendlich ca. 4 °C kaltes Leitungswasser (s.0.) zur
Klhlung der Oberflache verwendeten. Das Wasser, welches das Bestrahlungsfeld zur
Vermeidung von Lichtstreuung mdglichst mit einer glatten Oberflache durchstrémen sollte,
passte sich den Hautunebenheiten perfekt an, kihlte die Oberflaiche mit einer
ausreichenden Effektivitdt und hatte verhéltnismaBig geringe Auswirkungen auf die
Bestrahlungsstarke. Durch den Einsatz des Leitungswassers reduzierte sich die
Bestrahlungsstarke in unseren Vorversuchen um ca. 10 %. Diese Reduktion der
Bestrahlungsstérke wurde in den Lasereinstellungen berucksichtigt, so dass die effektive
Bestrahlungsstérke beim Bestrahlen der Mause 30 Wem™ betrug. Somit setzte sich diese
einfache Methode zur Oberflachenklhlung in unseren Vorversuchen durch.

Wie allerdings die Ergebnisse dieser Arbeit nahelegen, ist diese Kihlmethode
wahrscheinlich noch nicht optimal auf die Anwendung in der PTT angepasst, da es
fraglich bleibt, welchen Einfluss die Oberflachenkiihlung auf das Uberleben von einzelnen
Tumorzellen direkt unterhalb der Haut gehabt hat. Hier sollten weitere Untersuchungen

durchgefihrt werden, um die Effektivitat der PTT weiter steigern zu kénnen.
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4.8 Ausblick

Die generelle Machbarkeit einer farbstoffgestitzten selektiven Photothermotherapie mit
dem Sensibilisator Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin konnte in der vorliegenden
Arbeit bewiesen werden. Aus diesem Ergebnis resultieren aber eine Reihe von wichtigen
Folgefragen. Weitere Versuche und Untersuchungen sind dringend notwendig, um diese
viel versprechende Methode weiter entwickeln zu kénnen.
Weitere Versuche sollten:

- Die Kahlungsmethode optimieren.

- gezielt nach mdglichen Nebenwirkungen suchen.

- Die therapeutische Breite der PTT eingrenzen.

- eine Exploration von behandelbaren TumorgréBen durchfihren.

- klaren, ob mehrmalige, repetitive Bestrahlungen das Ergebnis verbessern.

- die mdgliche Induktion einer spezifischen Immunitdt gegen Tumorbestandteile

nach Therapie abklaren (z.B. durch Langzeitversuche).

Eine generelle Ubertragbarkeit der Methode der PTT auf den Menschen stellt das Fernziel
dar. Hierfur ist neben den oben genannten Untersuchungen aber auch eine erneute
Grundlagenforschung von Noéten. Der in den Versuchen verwendete Sensibilisator
Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin weist einen Nachteil in Form der ausgepragten
Lipophilitdt auf. Dadurch ist zwar eine Resorption der Substanz Uber das Bauchfell sehr
gut méglich — polarere Substanzen werden deutlich schlechter resorbiert — andererseits
wére die Menge der ndétigen lipophilen, cremophorhaltigen Trégerlésung far den
Menschen relativ gro3 und eine intravendse Applikation ist z.Zt. noch nicht mdglich. Um
eine ausreichende Dosis des Sensibilisators systemisch bei einem 80 kg schweren
Menschen verfligbar machen zu kénnen missten somit ca. 1,6 Liter der Trégerlésung in
den Bauchraum injiziert werden. Insgesamt ist das Tragersystem auf Basis des Cremphor
EL zwar gut vertraglich und das Volumen der zu applizierenden Tragerlésung wére noch
vertretbar, allerdings ware die standardméaBige Applikation Uber das Bauchfell eher
unpraktisch im klinischen Alltag und musste immer unter sterilen Bedingungen erfolgen.
Somit sollte, nach Klarung der obigen Fragen und weiterem Uberwiegen der positiven
Eigenschaften dieser Therapie, entweder ein modifizierter Photosensibilisator mit
verbesserter Loslichkeit zum Einsatz kommen, oder es kénnte ein anderes Tragersystem
(z.B. Liposomen) fiir das PdNc(OBu)g entwickelt werden, welches eine bessere Loslichkeit
bzw. die Mdbglichkeit einer intravendsen Applikation bei gleichbleibender selektiver

Anreicherung der Substanz im Tumorgewebe gewéhrleisten misste. Die Einbettung eines
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chemisch sehr ahnlichen aufgebauten Sensibilisators in ein Liposom mit anschlieBender
intravendser Applikation wurde bereits durch Busetti et al., 1999, durchgefihrt und wére
fur PdNc(OBu)s ebenfalls denkbar. Es gibt eine Reihe von weiteren denkbaren
Moglichkeiten um den Sensibilisator bei gleichbleibender Selektivitdt fir das
Tumorgewebe intravends applizierbar zu machen, bzw. dabei sogar noch die Selektivitat
fir das Tumorgewebe zu erhdéhen. Dabei ware es moglich, sich an Konzepten der PDT
oder der allgemeinen Tumortherapie zu orientieren. Eine Ubersicht (ber aktuelle
Konzepte geben z.B. Solban et al. (2006).

Ein bereits eingesetztes Prinzip ist die Kopplung des Sensibilisators an low density
lipoproteins (LDL) (Allison et al., 1994; Barel et al., 1986; Kessel et al., 1992; Richter et
al., 1993). Hierbei kommt es auf Grund des gesteigerten Bedarfs der Tumorzellen an
Cholesterin zur Zellmembransynthese zu einer verstéarkten Anreicherung der in den LDL
Partikeln inkorporierten Substanzen im Tumorgewebe.

Ein anderes Verfahren koppelt den Sensibilisator an einen monoklonalen Antikérper,
welcher gegen spezifische Oberflachenantigene des Tumors gerichtet ist. Nachdem der
Antikérper auf der Oberflache der Tumorzelle angedockt hat, wird er im Idealfall mitsamt
des Sensibilisators in die Zelle inkorporiert (Hasan et al., 1989; Yarmush et al., 1993;
Jiang et al., 1990). Ein spezielles Oberflachenantigen, welches insbesondere bei Kopf-
und Halstumoren Ubermé&Big stark von den Tumorzellen exprimiert wird, ist der
epidermale Wachstumsfaktor — Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR).
Monoklonale Antikérper gegen EGFR wurden im Verbund mit Sensibilisatoren bereits
erfolgreich in der friihzeitigen Diagnostik und nachfolgenden Therapie in Form einer PDT
entwickelt und eingesetzt (Soukos et al., 2001; Shin et al., 1990).

Denkbar ware ebenfalls, die Konzentration des Sensibilisators intrazellular weiter zu
erhéhen, in dem neuere Verfahren wie die photochemische Internalisation (photochemical
internalization, PCIl) verwendet werden. Diese Methode macht sich den Umstand zu
Nutze, dass insbesondere hochmolekulare Substanzen durch Endozytose aufgenommen
werden. Normalerweise kdénnen die Substanzen nach der Endozytose nicht aus den
Endozytosebldschen in das Zytosol eindringen, wodurch ihre Wirksamkeit bei
Phototherapien durch chemische Modifikation in den Blaschen und durch raumliche
Distanz zu Strukturen, welche flr die Zelle Uberlebenswichtig sind (z.B. Mitochondrien,
Zellkern), deutlich vermindert wird. Die PCI schafft es, durch Einsatz eines weiteren
Photosensibilisators, die Endozytoseblaschen zu zerstéren und so das Eindringen der
Sensibilisatoren in das Zytosol zu ermdglichen, wodurch sich die Wirksamkeit der
Therapien stark verbessert (Prasmickaite et al., 2002; Berg et al., 1999; Hogset et al.,
2000; Selbo et al., 2000; Selbo et al., 2001).



DISKUSSION 83

Insgesamt sind somit noch viele Wege offen, um die hier vorgestellte Galenik des
Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin zu verbessern.

Wenn eine neue Galenik gefunden ist, sollten die zukunftigen Versuche — moglichst im
Tiermodell — die Pharmakokinetik dieser neuen Form aufkldren. Darauf aufbauend
kbnnten dann wiederum neue Berechnungen zur nétigen Bestrahlungsstarke und zur
notigen Bestrahlungszeit durchgefiuhrt werden. Daraufhin sollte der neue Sensibilisator
wiederum im Tiermodell in der therapeutischen Effektivitat Gberprift werden. Dabei sollten
zunéchst Bestrahlungsparameter wie in den hier vorliegenden Versuchen verwendet
werden, um vergleichende Untersuchungen zu erméglichen. Bei diesen Untersuchungen
zur therapeutischen Effektivitat sollte méglichst ein Tiermodell verwendet werden welches
einen chemisch induzierten Tumor verwendet. Diese MaBnahme kbnnte individuelle
Unterschiede der Tumoren simulieren und zeigen, in wie weit die PTT unter diesen
Umsténden in der Lage ist, alle Tumoren effektiv zu behandeln.

In diesen Versuchsreihen sollten ebenfalls Langzeitversuche einen groBen Stellenwert
erlangen, da so (s.o0.) der Langzeiterfolg bzw. der mdgliche immuninduktive Effekt der
PTT weiter untersucht werden konnten.

AbschlieBend sollen die denkbaren klinischen Einsatzgebiete der PTT diskutiert werden.
Vom jetzigen Standpunkt aus erscheinen die méglichen Einsatzmdéglichkeiten einer PTT
im klinischen Alltag auBerordentlich vielféltig. Alle dermalen Tumoren in ansonsten
schwieriger chirurgischer Lokalisation aus &asthetischen Grinden (Gesicht, Hals,
Handrlcken) kdénnten von einer PTT profitieren. Nervenmetastasen kdénnten mit
konkurrenzloser Prazision mit einer nur vorlUbergehenden Irritation der umliegenden
nervalen Strukturen entfernt werden. Tumoren im Gastrointestinaltrakt, peritoneale
Tumoren oder peritonale Tumoraussaaten (z.B. Endometriose) sowie Harnblasentumoren
kénnten ebenfalls selektiv thermisch  koaguliert werden. Das allgemeine
Indikationsspektrum von Phototherapien am Menschen wirde durch die PTT immens
verbreitert werden. Weiterhin ist natirlich auch ein generell palliativer Einsatz der PTT
z.B. beim Vorliegen von multiplen (Haut-) Metastasen denkbar, wenn eine chirurgische
Therapie den Patienten zu sehr belasten wirde.

Die klinische Einfihrung einer PTT mit den hier beschriebenen Eigenschaften wére somit
mehr als wilnschenswert und sollte mit weiteren Forschungsprojekten vorangetrieben

werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Umsetzung einer selektiven Photothermotherapie mit
dem Farbstoff Palladium-Octabutoxynaphthalocyanin zur Behandlung von Tumorgewebe
in vivo.

Die Bestrahlung der Tumoren flhrte zu einem Behandlungserfolg, der sich bei konstanter
Bestrahlungsstarke abhéngig von der Bestrahlungszeit zeigte. Bei einer Bestrahlung mit
30 Wem fiir 10 Sekunden zeigte sich eine homogene zentrale Nekrose in den Tumoren
mit einer mittleren NekrosegréBe von 90 % vom Tumorgesamtvolumen. In den
Randbereichen im Ubergangsbereich zur Haut und zum Muskel zeigten sich verbliebene
vitale Tumorzellen. Diese mikroskopisch-morphologische Beobachtung konnte in dieser
Gruppe und den nachfolgenden mit Hilfe von immunhistochemischen Farbungen mit dem
proliferationsassoziierten Antikérper Ki-67 bestéatigt werden. Des Weiteren zeigte sich eine
ausgepragte Entzindungsreaktion in der Umgebung des behandelten Tumorgewebes,
welche mit einer weiteren immunhistochemischen Farbung sichtbar gemacht werden
konnte. Dabei kam ein Panleukozytenmarker zum Einsatz, welcher gegen CD45 gerichtet
ist.

Bei einer Verlangerung der Bestrahlung auf 15 Sekunden bei 30 Wem™ konnte eine
Nekrose von im Mittel 95 % des Tumorgesamtvolumens induziert werden. Die
verbliebenen vitalen Tumorzellen waren im Ubergangsbereich zur Haut zu finden. Eine
deutliche Immunantwort konnte auch hier nach der durchgefuhrten Behandlung
nachgewiesen werden.

Bei weiterer Verlangerung der Bestrahlung auf 20 Sekunden bei 30 Wem™ konnte ein
Nekrosevolumen von im Mittel 99 % im Bezug zum Gesamttumorvolumen induziert
werden. Die vereinzelt nachgewiesenen vitalen Zellen zeigten sich im Ubergangsbereich
zur Haut. Wiederum zeigte sich eine deutliche Entziindungsreaktion in der Umgebung des
behandelten Tumors.

In allen Behandlungsgruppen waren die Schaden hoch selektiv auf das Tumorgewebe
begrenzt. Das gesunde Gewebe in der direkten Nachbarschaft zum Tumor erlitt keinen
Schaden.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass die selektive Schadigung von Tumorgewebe
unter Schonung des gesunden umgebenden Gewebes mit Hilfe einer farbstoffgestitzten
Photothermotherapie generell moéglich ist. Die Behandlung fuhrt zu einer deutlichen
Entzindungsreaktion im Tumorgewebe und in der direkten Umgebung. Die Bedeutung

dieser Reaktion muss allerdings noch detailliert untersucht werden.
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7

71

Anhang

Nekrosezonenauswertung in den Kontrollgruppen

Kontrollgruppe

Tier

Nekroseanteil vom
Tumorgesamtvolumen [%]

nicht sensibilisiert /
nicht bestrahlt

3,385

0,569

2,558

0,000

0,258

0,000

2,260

4,461

[Co T e o I I NI (@ ) N ) I I NS T I \O B

5,750

2,138

2,101

sensibilisiert / nicht
bestrahlt

0,000

0,210

WIN|=]0 =l

0,160

0,123

0,110

nicht sensibilisiert /
bestrahlt

2,154

2,316

WIN|=]0 =

2,025

=l

2,165

(7]

0,146
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7.2 Nekrosezonenauswertung in den Behandlungsgruppen

Nekroseanteil vom

Behandlungsgruppe Tier Tumorgesamtvolumen [%]
1 94,819
2 92,892
30 Wem™ fir 2 97,399
10 Sekunden 4 84,010
5 92,346
X 92,293
s 5,035
1 94,250
2 94,217
3 90,907
4 89,684
5 94,711
6 88,711
7 92,151
8 96,863
9 97,946
10 99,293
11 94,253
12 100,000
30 Wem? fiir 13 94,241
15 Sekunden 14 97,889
15 97,600
16 96,399
17 88,845
18 98,672
19 92,646
20 89,668
21 100,000
22 86,358
23 95,369
24 96,038
25 93,170
5 94,406
s 3,809
1 98,816
2 100,000
30 Wem™ fiir 3 100,000
20 Sekunden 4 98,895
X 99,428

0,661
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7.3 Tierversuchsantrag

Die Genehmigung des Tierversuchsantrages mit dem Aktenzeichen V252-72241.122-7
(89-10/02) erfolgte durch das Ministerium fir Umwelt, Natur und Forsten des Landes

Schleswig-Holstein und wurde am 20. Dezember 2002 erteilt.
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