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Projektbeschreibung

Trotz intensiver, jahrzehntelanger Krebsforschung in allen Teilen der Welt
gelang hinsichtlich Verbesserung von Diagnose und Therapie von Krebs noch kein
entscheidender Durchbruch. Sehr gute Arbeitsgruppen wie z. B. die um T. Hunter,
J. M. Bishop, R. A. Weinberg, bringen schrittweise mehr Licht ins Geschehen der
Krebsinitiation und -promotion. Diese Fakten, zusammen mit Erkenntnissen auf
dem Gebiet der Immunologie, zeichnen ein immer komplexer werdendes Bild der
Krebsentstehung, die von der subzelluliren Ebene iiber die Physiologie des Men-
schen bis hin zu psychischen Faktoren in Wechselwirkung mit dem ganzen Men-
schen tritt. Um Krebsentstehung zu verhindern, kénnte man bzw. muff man sogar
auf mehreren Ebenen gleichzeitig ansetzen, die vom Ausschalten von Karzinoge-
nen in der Umwelt bis zur Hilfe bei psychischer Disposition reicht. Um wirksame-
re Mafinahmen ergreifen zu kénnen, muf zunichst einmal die Diagnose verbessert
werden. Derzeit ist nur ein histologisch-cytologisch-physiologisch-immunologisch
manifester Tumor erkennbar. Gibt es vielleicht schon vorher elektophysiologische
Verinderungen, die eine Friithdiagnose erleichtern kénnten? Wie aus der Literatur
schon bekannt ist, unterscheiden sich Tumor und Normalgewebe in ihren elektro-
physiologischen Eigenschaften wie Membranpotential und Membranwiderstand
).

Bei der Diagnose ,Krebs“ werden seit mehreren Jahrzehnten drei Hauptgruppen
an konventioneller Behandlung angewandt: Operation, Strahlentherapie und che-
mische Therapie. Seitdem ist keine entscheidend neue Therapieform eingefiihrt
worden, zumal auch viele hoffnungsvolle Ansitze (z. B. Interferon; monoklonale
Antikdrper, u. a.) in ihren therapeutischen Auswirkungen auf einige wenige Kreb-
sarten beschrinkt blieben. Um eine generell wirksame, neue Therapieart zu finden,
die auf einem anderen Niveau als auf dem der malignen Zelle ansetzt — denkbar
wire auf einer der Ebenen der komplexen Immunabwehr — sind nicht nur neue
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Ideen und das Verarbeiten neuester Erkenntnisse notwendig, sondern auch ein
Forscherteam mit neuesten Techniken und praktisch unbegrenzten Geldmitteln.
Da “der universitiren Forschung i. a. Gerite, Geldmittel und Personal nur in
begrenztem Ausmaf} zur Verfiigung stehen, kénnen auch nur relativ kleine Schrit-
te in der Erforschung verbesserter oder neuer Krebstherapien unternommen wer-
den, die aber fiir den Fortschritt wesentlich sein kénnen. Unter die neueren Thera-
pien fillt auch die Photodynamische (Laser)therapie (PDT), die zwar schon prinzi-
piell einige Jahrzehnte bekannt ist, aber erst seit einigen Jahren aufgrund verbesser-
ter Technik weltweit erforscht wird. Die klinische Anwendbarkeit ist noch nicht
ins Routinestadium iibergegangen, da beziiglich der Photosensibilisatoren und
deren Effekte auf Zellen und Gewebe nach Anregung durch Bestrahlung noch eini-
ge Forschungsarbeit geleistet werden mufi.

Im vorliegenden Projekt sollen in den nichsten Jahren neue Methoden der
Krebsdiagnose eingefithrt und die Photodynamische Lasertherapie niher unter-
sucht und verbessert werden.

Beginnend mit dem Projekt soll als Ausgangsmaterial fiir die Versuche neben in-
vitro-Zellinien und Gewebe aus Tierversuchen, die an anderen Abteilungen durch-
gefilhrt werden, menschliches Gewebe in Kultur gebracht werden. Wihrend
Abfall von Tumoroperationen ohne weitere Kultivierung fiir frithdiagnostische
Erkennungsversuche und einige Anwendungen der PDT verwendet wird, sollen
die Gewebekulturen nach erfolgreicher Zellproliferation ausschliefilich fiir Versu-
che mit der Photodynamischen Lasertherapie eingesetzt werden.

1. Untersuchung elektrischer Eigenschaften von Tumoren hoheren Grades
im Vergleich zu Normalgewebe desselben Patienten — Moglichkeiten einer
Krebs-Frithdiagnose

Die elektrophysiologischen Eigenschaften von Zellmembranen unterscheiden
sich je nach Zellart, Zellzyklus, Anderung von zytophysiologischen Parametern,
Einflufl externer Parameter usw. Unterschiede im Membran-Ruhepotential (K-
Potential) zeigen sich daher auch zwischen normalen und entarteten Zellen ein und
desselben Zelltyps (1, 2, 3, 4, 5). Diese Kenntnis wird dazu verwendet, das Mem-
bran-Ruhepotential von Tumoren ab 3. Grad mit dem Normalgewebe desselben
Patienten zu vergleichen. Als Referenzwert dient Normalgewebe von Patienten
mit nicht maligner Erkrankung.

Dazu werden Operationsabfille sofort nach der Operation verwendet. Die Stiik-
ke werden im Medium am Leben erhalten, bis sie innerhalb von wenigen Stunden
mit der Methode der Transmembranruhepotential (TMRP)-Messung untersucht
werden. Dabei sollen die elektrischen Membraneigenschaften von Tumoren
unterschiedlicher Aggressivitit festgestellt und eine mégliche Korrelation von
TMRP und Tumorwachstumseigenschaften bzw. Metastasierungspotential, gemes-
sen werden. Daneben sind die TMRP-Werte des Normalgewebes des erkrankten
Patienten von Interesse: gibt es bereits eine elektrophysiologisch feststellbare ,Ent-
artung“ von histologisch, cytologisch und physiologisch normalen Zellen? Trigt
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ein Krebskranker bereits die Information zur Entartung iiberall in sich? Frithere
eigene Vorversuche mit kleinzelligen Karzinomen deuten diese Méglichkeit an (5).

Fiir den klinischen Bereich wire von Bedeutung, daff durch elektrophysiologi-
sche Frith-Differenzierung und Frith-Diagnose héherer Entartungsstadien mittels
Biopsieentnahme operative Eingriffe und verschiedene Therapieformen gezielter
eingesetzt werden kénnten. Es ist nicht bekannt, ob bereits Arbeiten anderer
Autoren auf diesem Gebiet vorliegen.

2. Photodynamische Lasertherapie: neue Wege der Diagnose und Therapie
von Tumoren

Die photodynamische Lasertherapie bietet eine Alternative und Erginzung zu
den herkdmmlichen Krebstherapien. Photosensibilisatoren wie die Hiamatopor-
phyrin-Derivate (HPD), darunter z. B. die Wirk-Komponenten Photofrin II und
DHE, reichern sich selektiv in Krebszellen der meisten Tumoren an, wenn sie
durch das Blutsystem im Korper verteilt werden. 24—72 Stunden nach Applika-
tion folgt eine Bestrahlung des Tumors mit Laserlicht (am besten mittels eines
Farbstofflasers), wobei eine Wellenlinge von 400 nm die Photosensibilisatoren zur
Fluoreszenz im Rotlichtbereich anregt und somit die Tumorzellen sichtbar macht.
Dieser Umstand wird bereits wihrend Operationen ausgeniitzt. Durch Bestrah-
lung mit einer Wellenlidnge von 630 nm werden die Photosensibilisatoren zum Zer-
fall und zur Produktion von phototoxischen Substanzen angeregt, die die Tumor-
zellen zerstdren. Ein Einbau von HPD erfolgt auch in gesunden Zellen, doch in
weit geringerer Rate.

Obwohl weltweit dazu bereits Forschungsarbeiten geleistet werden (6, 7, 8, 9, 10,
11), sind die Mechanismen, die bei den photodynamischen Vorgingen wirken,
ziemlich unbekannt. Es wird angenommen, dafl die besondere Selektivitit des
HPD auf seinen Gehalt an kovalent gebundenen Dimeren zuriickzufiihren ist, die
bei ihrer Anlagerung an die Zellmembran zu Monomeren aufgespalten werden. Bel
der Photosensibilisierung diirfte der Sensibilisator, durch die Absorption eines
Photons im niedrigsten angeregten Singulettzustand befindlich, in den niedrigsten
angeregten Triplettzustand iibergehen und von da aus photochemische Reaktionen
bewirken. Dabei wird Singulet-Sauerstoff mit der Méglichkeit der Umwandlung in
andere reaktive Sauerstoffspezies wie z. B. das Hydroxylradikal oder das Sauer-
stoffanionradiakal, gebildet, wodurch sich die Sauerstoffabhingigkeit der Prozesse
erkliren lifit (8, 9).

Innerhalb der Zelle scheinen HPD ihre Wirkung an der zelluliren und mito-
chondrialen Membran zu entfalten. Mitochondrien- und Zellschwellung konnte
beobachtet werden; Zellysis konnte als Ergebnis von Veridnderungen der Zellmem-
bran-Permeabilitit entstehen. Aktiviertes HPD scheint auch auf mit den Mito-
chondrien assozierte Enzymsysteme und auch auf die Mitochondrien selbst zu wir-
ken, da es durch Einschrinkung der Atmungsprozesse zum Zelltod kommt. Effek-
te auf die DNA sind angeblich reversibel (12) und von untergeordneter klinischer
Bedeutung (wenig Nebenwirkungen!). Nach dem neuesten Forschungsstand (13)
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gibt es jedoch Hinweise auf eine Schidigung der DNA durch verschiedene Photo-

sensibilisatoren.

Wnbekannt ist auch die Lokalisation des DHE innerhalb des Gewebes und damit
der Ort des phototoxischen Zellschadens. Der Tumortod kénnte wenigstens teil-
weise durch die Unterbrechung der Tumor-Blutversorgung mit folgender Hypoxie
zustande kommen. Dafiir spricht, dal sich DHE in vitro meistens nicht nur in
Krebszellen anlagert, wo die Zellen gleichmiflig von der Nihrlosung umspiilt wer-
den.

HPD wird im klinischen Bereich sowohl als diagnostisches (Fluoreszenz) als
auch therapeutisches Agens (Toxizitit) angewandt. Es wurden bereits mehrere
Testserien an Patienten (5000-6000 Patienten bis 1986) durchgefiihrt, wobei bei
Tumoren an Oberflichen von inneren Organen ein Endoskop zum Heranfiithren
der Lichtquelle verwendet wurde. Zur Bestrahlung im Gewebe werden Lichtleit-
fasern verwendet, die durch Kaniilen in das Gewebe eingestochen werden. Die
dabei entstehende geringe Wirmeentwicklung trigt zu einem positiv synergisti-
schen Effekt von PDT und Hyperthermie bei. Als Nebeneffekte der PDT wurden
gesteigerte Photosensitivitdt der Haut und Symptome shnlich der Strahlenkrank-
heit festgestellt (12). Zudem diirfte sich HPD in Leber, Niere und Milz anreichern.

In dem geplanten Projekt soll die photodynamische Therapie in vitro untersucht
werden. Als homogenes, standardisierbares Material dienen vorhandene Zellkultu-
ren und tierische Organabfille; um der klinischen Applikation niher zu kommen,
werden menschliche Gewebeproben von Tumor und gesundem Gewebe desselben
Patienten untersucht.

Das Projekt wird in 3 Stufen gegliedert:

1. Theoretisches Erarbeiten der photobiophysikalsichen Grundlage und der ver-
schiedenen Effekte auf zellularem Niveau aus der Literatur;

2. die Méglichkeiten des Einsatzes experimenteller physikalischer Nachweisme-
thoden fiir die Dosimetrie (quantitativ) und fiir die Einbaukinetik (qualitativ)
werden durchgedacht und bei geeigneten Methoden in die Praxis umgesetzt;

3. Erstellung von Dosis-Effekt-Kurven mittels in vitro-Versuchen mit Zellkultu-
ren und Gewebeproben. Als Effekte bei gleichbleibender Dosis von HPD und
Licht kénnen zunichst Verinderungen mehrerer zellulirer Parameter qualitativ
durchgetestet werden, bevor eine Auswahl eines relevanten Parameters erfolgt,
um die quantitative Wirkung bei Verinderung der Dosis zu messen.

Die nach Applikation und Aktivierung des HPD interessanten zelluliren Para-
meter — die Endpunkte — entsprechen denen, die bei Cytostatika-Testung allge-
mein angegeben werden (14, 15, 16, 17). Dabei werden Cytotoxicitit, Lebensfihig-
keit und Uberleben untersucht.

Zur Messung der Cytotoxicitit und Lebensfihigkeit gehéren:

1. Untersuchung der Membranintegritit,

2. Messung der Atmung und Glycolyse,

3. Einbau von Radioisotopen,

Zur Messung des Uberlebens gehoren:

4. Clonogenitit oder Kolonieformungstest,



Diagnose und Therapie von Krebszellen 139

. Untersuchung iiber Spheroid-Beeinflussung,

. Messung der Wachstumsrate,

Proteingehaltsbestimmungen.

Als neue Methode wird die Messung des elektrischen Widerstandes der Zellkul-
turen verwendet: das ist indirekt mdglich iiber die Messung der Transmembran-
ruhepotentials (TMRP).

N Oy

Die Erforschung der Lokalisation und Wirkung von HPD in Zellen und im
Gewebe kann bei uns durch die Messung folgender Parameter (parallel, alternie-
rend oder alternativ) durchgefiithrt werden:

1. Messung der (elektrischen) Membraneigenschaften durch Trypan-Blue-Firbung
und TMRP-Messung. (— HPD soll speziell an der Membran wirken.)

2. Messung des Sauerstoffverbrauches der Zellen (intra- und extrazellulir), um die
Sauerstoffabhingigkeit der HPD-Prozesse zu iiberpriifen.

3. Bestimmung der Wachstumsrate mittels Photometer, eventuell Einfithrung des
Kolonieformungstestes.

4. Bestimmung des Proteinmusters von Membran und Plasma mittels Elektropho-
rese (im Aufbau).

5. Bestimmung von DNA-Schidigung: Messung von Einzel-, Doppelstrangbrii-
chen und der DNA-Syntheserate (noch nicht etabliert).

6. Messung der Einbaukinetik von HPD in die Zelle mittels Fluoreszenzmikro-
skopie.

7. Messung des Absorptionsspektrums des verwendeten Photosensibilisators.

Projektziele

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen an Tumoren und entarte-
tem Gewebe sollen Aufschlufl dariiber geben, inwieweit
a) das Normalgewebe eines Tumorpatienten im Vergleich zum Normalgewebe
eines Patienten mit nicht maligner Erkrankung einen bereits gestérten Metabo-
lismus besitzt,

b) Tumoreinstufung und Metastasierungspotential korrelierbar sind mit dem
TMRP,

c¢) das TMRP von Tumor und Normalgewebe desselben Patienten unterscheidbar
sind.

Sollten die Ergebnisse signifikante Unterschiede ergeben, kénnen sie praktisch
im klinischen Bereich angewandt werden. Messungen an Biopsien sollen die kon-
ventionelle Diagnose erginzen und eventuell frithdiagnostische Aussagen machen
kénnen, die die Therapie und Operation beeinflussen. Postoperative und -thera-
peutische Messungen konnen zur Kontrolle des Patienten dienen.

Das Ziel der Versuche mit der Photodynamischen Lasertherapie ist es, die Loka-
lisation und Wirkung der HPD zunichst von méglichst vielen Seiten zu erfassen,
um dann eine Auswahl der sensiblen Methoden zur Erstellung von Dosis-Effekt-
Kurven vorzunehmen. Diese Grundlagenerforschung der Photodynamischen
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Lasertherapie soll die bestehenden Kenntnisse erweitern, um die klinische Anwen-
dung zu erleichtern. Auflerdem ist beabsichtigt, diese Therapie theoretisch an den
LKA Salzburg einzufiihren und eine Umsetzung in die Praxis zu initiiren.

Meﬂmden
KULTIVIERUNGSMETHODEN:

In vitro Kultivierung von Biopsien und Operationsabfillen:

Basierend auf den bisherigen Untersuchungen (12, 13) wird folgendes Konzept
durchgefithrt: Gewebestiicke von Tumoren und gesunden Bereichen des jeweils
gleichen Patienten werden im Krankenhaus méglichs steril entnommen, dort in
vorbereitete Kulturflaschen mit BME-Medium und Zusitzen gelegt und in einem
Inkubator bei 37 Grad ca. eine Woche aufbewahrt. Am besten eignen sich dazu
Gewebestiicke mit der Grofle von 1 mm?. Bei Ziichtung von Gewebeproben in
Petrischalen wird ein Deckglas auf das Gewebestiick gelegt, damit dieses durch den
Druck leichter anhaftet. Nach einer Woche wird das Medium gewechselt und rest-
liche Gewebestiicke und Blut entfernt. Zu diesem Zeitpunkt sollen bereits Toch-
terzellen am Boden der Flasche angewachsen sein. In den weiteren Wochen werden
diese Zellen regelmifig gefiittert und sollen mit Hilfe der Wachstumsfaktoren im
Serum zu proliferieren beginnen. Die Angehrate dieser Gewebestiicke betrigt nach
Angaben der Literatur nur wenige % und ist stark vom Gewebetyp abhingig (14,
15, 16, 17). Das Mischgewebe vor allem der Tumoren wird erst bei der weiteren
Kultivierung aufgetrennt, indem einige Zellinien absterben. Das Endresultat sollte
eine homogene Kultur sein, die allerdings den Verhiltnissen in vivo nicht mehr
entspricht. Leider ist eine vollstindige Homogenisierung und eine Identifikation
der verschiedenen Zelltypen (wie Bindegewebe) meist nicht méglich, da eine
genaue Unterscheidungsmethode fehlt.

Kultivierung von in-vitro-Zellkulturen:

Zellkulturen und Biopsien werden in BME-Medium mit Hepes-Buffer und fol-
genden Zusitzen bei 37 Grad Celsius inkubiert: 10% FCS, 1% L-Glutamine, 1%
Non-essential Amino Acids, 1% Penicillin + Streptomycin.

Zum Subkultivieren und teilweise zum chemischen Zerlegen von Geweben wird
eine Trypsin/EDTA-Mischung verwendet. Die Vitalitit der Zellen wird mittels
Firbung mit Trypan Blue und anschlielendem Auszihlen am Himozytometer
bestimmt.

Zur lingeren Lagerung von Zellsuspensionen werden die Zellen nach Zugabe
von DMSO in Gefrierrohrchen in fliissigem Stickstoff aufbewahrt.

IN-VITRO-MESSMETHODEN
Etablierte Methoden

1. Transmembranruhepotential (TMRP)-Messungen:
Zur Messung des Ruhepotentials der Zellmembran wird eine Glasmikroelektro-
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de mit KC1-Fiillung und einem Spitzendurchmesser von 0,5 um in die Zelle ein-
gestochen, wobei mit ferngesteuertem Mikromanipulator unter mikroskopi-
scher Sichtkontrolle gearbeitet wird. Das Signal wird iiber einen Vorverstirker
am Verstirker in —mV umgewandelt und am Schreiber ausgegeben, nachdem
der Stromkreis iiber die Referenzelektrode geschlossen wurde.

2. Sauerstoffpartialdruckmessungen:

Intrazelluldr:

Die Messung des geldsten Sauerstoffs in der Zelle erfolgt an der Platinbeschich-
tung einer Glasmikroelektrode, die Reduktionsvorginge registriert. Die Signal-
verarbeitung erfolgt mit einem Chemical Microsensor; der weitere Versuchsauf-
bau entspricht dem der TMRP-Messungen.

Extrazellulir:

Die Messung des geldsten Sauerstoffs in einem durch die Meflkammer definier-
ten Volumen der Nihrlésung um die Zellen erfolgt mittels einer polarographi-
schen Clark-Elektrode mit Platinbeschichtung und integrierter Referenzelek-
trode. Die Signalverarbeitung erfolgt mit dem Chemical Microsensor, der den
Sauerstoffgehalt in % ausgibt.

3. Wachstumsmessungen mittels Photometer:

Die auf Titrierplatten wachsenden Zellen werden gefirbt und photometrisch
gemessen: von einem die Titrierplatte durchstrahlenden Licht einer bestimmten
Wellenlinge wird eine der Zellzahl proportionalen Lichtmenge absorbiert und
gemessen.

4. Membranintegrititsiiberpriiffung mit Hilfe von Trypan Blue Firbung: Die
gefirbten Zellen werden am Himozytometer gezihlt.

5. Zeitliche Verfolgung des Einbaus und der Lokalisation von HPD in die Zelle
durch Fluoreszenzanregung bei 400 nm und Emissionsmessung mittels Fluores-
zenzmikroskopie.

6. Zur Anregung der HPD mit einer Wellenldnge von 630 nm ist ein He-Ne-Laser

(1 mW) vorhanden.
. Absorptionsmessungen werden mit einem Spektralphotometer durchgefiihrt.

~

Methoden im Aufbau:

1. Bestimmung des Proteinmusters von Membran und Plasma mittels Elektro-
phorese: Diese Versuche werden zunichst mit Material aus Leber und Milz in vitro
durchgefiihrt. Sollten sich mefibare Effekte zeigen, sind Erweiterungen auf folgen-
de Materialien geplant: menschliche Operationsabfille von Tumoren und gesun-
dem Gewebe und/oder Material aus anderen Organen, das bei Tierversuchen ande-
rer Abteilungen abfillt und/oder in-vitro-Zellkulturen.

2. Flow Cytometrie.

Methoden, die aufgebaut werden kénnen:
Bestimmung von DNA-Schidigungen iiber a) die Messung von Einzel- und Dop-
pelstrangbriichen (Methode: Einbau von Ethidium-Bromid in die DNA, alkalische
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»Unwinding“ und Messung im Fluorometer), b) die Messung der DNA-Synthese-
rate (Methode: Einbau von Tritium-Thymidin und Messung mit dem Scintilla-
tionszihler).

Die dazu bendtigten Gerite sind bis auf ein Spektralfluorometer bereits vorhan-
den,

Konkrete Planung der Versuchsdurchfithrung in den ersten zwei Jahren

Ausbau bestehender Kontakte zu folgenden Arbeitsgruppen:

Arbeitsgruppe mit HPD-Forschung in Miinchen, Klinikum Grofihadern (Prof.
Jocham) und Zentrales Laserlabor, GSF Neuherberg (Dr. Unséld); Arbeitsgruppe
mit HPD-Forschung in Wien, Lainzer Spital, Abteilung f. Strahlentherapie (Prof.
Alt); Arbeitsgruppe mit HPD-Forschung in Wien, Univ. f. Bodenkultur, Abtei-
lung Chemie (Prof. Ebermann); Verschiedene Arzte an den LKA Salzburg, vor
allem von den Abteilungen HNO und Lunge.

Weitere Inlands- und Auslandskontakte werden gesucht, die vor allem auf Kon-
gressen und in Kooperationen geschlossen und ausgebaut werden sollen.

Literaturstudien:

Material ist iiber die UB, medizinische Bibliothek und die vorhandenen Kontak-
te zu beziehen.

Dabei soll nicht nur die aktuellste, spezielle Literatur gelesen werden, sondern
auch die Grundlagen in Photophysik und -biologie vertieft werden.

Durchfithrung der Versuche:

1. In-vitro-Kultivierung von Biopsien und Operationsabfillen:
Wird bereits nach der beschriebenen Methode durchgefiithrt. Dazu werden
wochentlich maximal 20 Biopsien von Tumor- und Normalgewebe sofort nach
Entnahme in Kulturflaschen und Petrischalen bei 37 Grad inkubiert. Das
Medium darf die Proben gerade nicht bedecken, um ein Wegschwimmen des
Materials zu verhindern. Die meisten Proben werden aus technischen Griinden
eine Woche lang in einem Inkubator in der LKA gelagert, bevor sie weiter kulti-
viert werden. Einige Biopsien, die kurz nach der Entnahme abgeholt werden
koénnen, werden an unserem Institut mechanisch zerkleinert, in Petrischalen
inkubiert und mit einem Deckglas beschwert. Weiter wird nach der beschriebe-
nen Methode verfahren: Nach einer Woche werden die anhaftenden und aus-
wachsenden Gewebestiickchen weiter kultiviert, indem Blut- und Gewebereste
mit dem alten Medium gegen neues Medium ausgetauscht werden. In den fol-
genden Wochen wird lediglich Medium gewechselt, das durch die im Serum ent-
haltenen Wachstumsfaktoren die vom Gewebe auswachsenden und anhaften-
den Zellen zum Proliferieren bringen soll.

2. Untersuchung elektrischer Eigenschaften von Tumoren:
Es wurden bereits mehrere TMRP-Mef3serien von Tumoren und gesunden Ge-
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weben durchgefiihrt. Dazu werden Tumoren ab dem 3. Grad und Normalgewe-
be des gleichen Patienten verwendet, die ein- bis zweimal wéchentlich anfallen.
Die Operationsabfille werden sofort nach der Operation abgeholt, auseinander
geschnitten, mit PBS gewaschen und in Petrischalen mit BME gelegt. Die
TMRP-Messungen werden in beschriebener Weise am frischen Schnittrand
durchgefithrt, da an den alten Gewebsrindern die Zellen bereits abgestorben
sind. Mindestens 30 Einzeleinstiche mit der Mikroelektrode ins Gewebe sind
erforderlich, um statistisch gut auswertbare und abgesicherte Ergebnisse zu
erhalten.

Insgesamt sollen etwa 100 Proben von je einem Tumor und Normalgewebe des-
selben Patienten und mindestens 30 Proben als Referenzwert von Patienten mit
nicht maligner Erkrankung gemessen werden.

. Photodynamische Lasertherapie:

Im Rahmen der nichsten zwei Jahre sind die schon erwihnten drei Projektstu-
fen geplant (s. S. 4)

Nach der Erarbeitung des theoretischen Hintergrundes aufgrund von Literatur
sollte klarer werden, inwieweit Einsatz und Entwicklung neuer experimenteller
Methoden fiir eine genauere Dosimetrie, die auf dem Zahlenverhiltnis der pho-
tochemisch erzeugten Singulett-Sauerstoffmolekiile zu den eingestrahlten Pho-
tonen beruht, notwendig und vor allem mit unseren Mitteln méglich ist. Der-
zeit wiren direkte Lichtdosenmessungen am Bestrahlungsort mittels isotroper
Lichtdetektoren erforderlich (10). Die Beobachtung der Einbaukinetik in Zellen
(Fibroblasten) und Gewebeteile wird mit dem Fluoreszenzmikroskop durchge-
fithrt, wobei die Rotlichtfluoreszenz der mit 400 nm angeregten HPD in den
Zellen ausgeniitzt wird. Nach Probedurchgingen, bei denen die Konzentration
und Dosis des Photosensibilisators und die Energie und Dosis des Lichts fiir den
jeweiligen Zelltyp optimiert wurde, sind einige Wochen fiir Beobachtung und
Messung geplant.

Auf der 3. Stufe sollen Dosis-Effekt-Kurven in vitro erstellt werden. Wie schon
erwihnt, wird zunichst die Wirkung des HPD, bzw. der verschiedenen Unter-
komponenten an verschiedenen Parametern verschiedener Zelltypen erforscht.
Die Messungen mit Mikroelektroden erfordern festsitzende Proben wie Fibro-
blastenkulturen oder menschliche Gewebeproben, die Messung des Sauerstoff-
verbrauchs und die Elektrophorese erfordern Zell-Suspensionen, die aus Abfil-
len von Tierversuchen (z. B. Leber, Milz, Muskel) und Operationen gewonnen
werden konnen, die Vitalititsiiberpriifung und die Wachstumsversuche benéti-
gen proliferierende Zellen in einer Zellkultur (Fibroblasten oder proliferierende
Gewebeproben). Fibroblastenkulturen und Operationsmaterial liegen in nor-
malem und transformiertem Zustand vor. Sollten die grundlegenden Wirkun-
gen des HPD bei transformierten und nicht transformierten Zellen vergleichbar
sein — was zu erwarten ist —, dann wird hauptsichlich ,gesundes“ Material fir
die verschiedenen Versuche verwendet. Die zu untersuchende Probe wird mit
HPD in einer Dosis von einigen ug/ml einige Minuten lang inkubiert, wobei
die genaue Konzentration des HPD und die Inkubationszeit je nach Zell-
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art und Untersuchungsparameter experimentell zu bestimmen sind. In einer
Zeitspanne von einigen Sekunden bis Minuten danach erfolgt die Bestrahlung
mit einer Wellenlinge von 630 nm zur Anregung der phototoxischen Vorginge
mittels eines He-Ne-Lasers mit einer Leistung von 1 mW. Als Endpunkte wer-
den TMRP, Sauerstoffpartialdruck in der Zelle, Sauerstoffverbrauch einer Zell-
suspension, Wachstumseigenschaften mittels Photometer und die Vitalitit iiber
Trypan Blue Firbung untersucht (s. Methoden). Der extrazellulire Sauerstoff-
verbrauch von Proben kann wihrend der Photoaktivierung des HPD gemessen
werden, indem nach 1-2 Stunden Mef3zeit im Dunkeln der Laserstrahl durch
das Klarsichtfenster der Meflkammer auf die Probe gerichtet wird. Elektropho-
rese wird in Probedurchliufen zur Identifikation von (Membran)proteinen ein-
gesetzt.

Diese zelluliren Effekte sollen je eine Woche lang abwechselnd untersucht wer-
den. Danach werden die empfindlichsten Methoden ausgewihlt, bzw. zusitzlich
Methoden der DNA-Untersuchungen wie SSB- und DSB-Messung und Messung
der DNA-Syntheserate etabliert. Sobald die zellularen Endpunkte festgelegt
sind, werden Dosis-Effekt-Kurven erstellt, wobei als Dosis wahlweise die Art
und/oder Konzentration des Sensibilisators und/oder die Photonenenergie,
-zahl, bzw. -rate variiert werden kann. Die Prisenz von Sauerstoff kann auch
eine Variable sein (10).

Vorliufige Ergebnisse

Elektrophysiologische Messungen an Tumoren und gesundem Gewebe:

In insgesamt ca. 1000 Einzelmessungen wurde bisher nach der beschriebenen
Methode das TMRP von je 7 Tumor- und Normalgewebsproben desselben Patien-
ten und 18 Proben von Patienten mit nicht malignen Erkrankungen gemessen. Die
Messungen der Tumor- und entsprechenden Normalgewebsproben erfolgten in 5
Fillen 1-2 Stunden nach der Entnahme und in 2 Fillen 1-2 Tagen danach. Mittel-
werte und Standardabweichung, die aus den ca. 30 Einzelmessungen einer Probe
gebildet werden, kénnen wegen zu geringer Datenmenge noch nicht statistisch aus-
gewertet werden. Eine Tendenz lft sich dennoch aus der Tabelle (1) ersehen: die
TMRP-Werte von Tumoren liegen bis zum Vielfachen iiber den Werten des ,nor-
malen“ Gewebes desselben Patienten, wenn die Messungen unmittelbar (1-2 Stun-
den) nach der Operation durchgefithrt wurden. In den zwei Fillen, in denen die
Messungen 1-2 Tage nach der Operation erfolgten, sind die Werte der beiden Pro-
ben gleich niedrig. Die TMRP-Werte der Proben von Patienten mit nicht malignen
Erkrankungen liegen im Bereich der Tumorwerte und damit weit iiber den Nor-
malgewebswerten der Krebspatienten.

Die Tumoren scheinen in ihrer metabolischen Aktivitit shnlich dem wirklich
gesunden Gewebe zu sein, wihrend das sog. ,normale“ Gewebe des Krebspatienten
einen verlangsamten (geschidigten?) Stoffwechsel haben kénnte. Im allgemeinen
laf8t sich nimlich vom Membranruhepotential auf die Stoffwechselaktivitit von

Zellen schlieffen (3).
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Tabelle 1: TMRP-Messungen an Tumor- und Normalgewebe desselben Patienten und von gesundem
Gewebe (Patienten mit nicht maligner Erkrankung); (geometrischer) Mittelwert und (geo-
metrische) Standardabweichung.

Patient 1

Patient 2

Patient 3

Patient 4

Patient 5

Patient 6

Patient 7

Patient 8

Patient 9
Patient 10
Patient 11
Patient 12
Patient 13
Patient 14
Patient 15
Patient 16
Patient 17
Patient 18
Patient 19
Patient 20
Patient 21
Patient 22
Patient 23
Patient 24
Patient 25
Patient 26

(*) Messung 1

Gewebe

Tumor

Normalgew.

(*)

Tumor

Normalgew.

Tumor

Normalgew.

Tumor

Normalgew.

Tumor

Normalgew.

Tumor (*)

Normalgew.

Tumor

Normalgew.

Tumor

Normelgew.

Mittelwert +

St.abw. (-mV)
27.0 = 22.4
14,2 + 12.8
5.1 £ 2.0
5.5 2 2.4
14.9 1 5.
2.5 ¢+ 2.1
18.9 + 6.0
6.3 £+ 6.5
5.9 & 3.
1.9 2 1.1
4.5 ¢ 2.1
4.7 + 1
26.5 + 8.0
15.0 £ 5.9
16.9 + 6.8
4.7 + 2.7
17.2 + 6.2
20.9 + 9.6
8.8 + 1.9
10.6 + 3.7
1.5 + 2.7
17.6 + 4.4
20.7 + 4.3
9.9 + 3.0
16.4 + 10.2
21.2 + 8.5
11.8 + 3.3
13.8 + 3.9
15.3 + 3.3
20.5 + 8.6
12.9 + 3.9
14.1 + 3.3
10.9 + 3.1
13.0 + 4.0
Entnahme

2 Tage nach

.
w0 o

Mittelwert *
St.abw.

(-mv)
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