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Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

AlA Antigeninduzierte Arthritis

ALA 5-Aminolavulinsaure

AMD altersbedingte Makuladegeneration

ARA American Rheumatism Association

BPD-MA Benzoporphyrin Derivat Monoacid Ring A

CCD Charged Coupled Device

CD Cluster of Differentiation

cP chronische Polyarthritis

FA Freund-Adjuvans

FWHM Full Width at Halfe Maximum (Mal fir die Qualitat eines
Detektionssystems)

G Gauge (Maleinheit von Kanulen)

HAAG hitzeaggregiertes Immunglobulin G

HE Hamatoxylin/Eosin

HLA humanes Leukozytenantigen

IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

J Joule (Energieeinheit, 1 Joule = 1 Wattx Sekunde)

KG Kdrpergewicht

LDL Low Density Lipoproteins

LED Light Emitting Diode

LIF laserinduzierte Fluoreszenz

m-THPC meta-Tetrahydroxyphenylchlorin

NSAR nichtsteroidale Antirheumatika

PDT Photodynamische Therapie

PUVA Psoralene plus UVA

tPDT transdermale Photodynamische Therapie

TNF Tumornekrosefaktor

Vv Volt (Spannungseinheit, 1 Volt = 1 Watt/ 1 Ampere)

w Watt (Leistungseinheit, 1 Watt = 1 Joule/Sekunde)



1. Einleitung

1.1 Chronische Polyarthritis

1.1.1 Definition

Die chronische Polyarthritis (rheumatoide Arthritis) ist eine chronische, unter
Umstanden remittierend oder schubweise verlaufende entzundliche,
destruierende Gelenkerkrankung (Synovialitis) mit Schwellung, Schmerzen,
Tendenz zur Bewegungseinschrankung bis zur Ankylosierung, auch
Stabilitatsverlust, Deformierung und Deviationen mehrerer peripherer Gelenke
mit entsprechenden Folgezustanden (z. B. Muskelatrophien), oft unter
Beteiligung der Sehnenscheiden und der Halswirbelsdule und mit mdglichen

Manifestationen auRerhalb des Bewegungsapparates !".

1.1.2 Geschichte

Der Rheumabegriff geht zurick auf die humoralbiologische Lehre von der
Bedeutung der vier Kardinalsafte in der griechischen Antike. Bereits im ,Corpus
hippocraticum* ist der Begriff Rheuma zu finden. Ebenso wie das inhaltlich
gleichwertig gebrauchte Wort ,Katarrhos” ist er mit Fluss, Herabfluss zu
(ibersetzen, womit der ziehende, flieRende Schmerz gemeint war 2.

1603 unterschied der Schweizer Platter Schmerzen des ,Habitus corporis“ und
des ,Habitus externus®, solche der Knochen, der Gelenke oder der Weichteile
[3:41

Die friheste eindeutige wissenschaftliche Erwahnung der chronischen
Polyarthritis findet sich in der Dissertation des franzosischen Medizinstudenten
Landré-Beauvais aus dem Jahre 1800. In seiner Arbeit beschrieb er erstmals
eine Erkrankung, die er ,Goutte asthenique primitive* nannte und die der
chronischen Polyarthritis entspricht °.

Brodie beschrieb 1818 das typische langsame Voranschreiten der chronischen
Polyarthritis sowie die Affektion von Bursen und Sehnenscheiden. Auch der
Krankheitsbeginn mit Synovitis, die im weiteren Verlauf zur Knorpelzerstérung
fuhrt, war ihm bereits bekannt 1.

Die heute im angloamerikanischen Sprachraum uUbliche Bezeichnung



.,fheumatoid arthritis“ geht auf den englischen Arzt Garrod zurlck. Er ersetzte
1858 den bis dahin iiblichen Begriff ,rheumatoid gout* 71,

Weitere Meilensteine in der Geschichte der chronischen Polyarthritis sind die
Veroffentlichung der ersten Roéntgenbilder cP-geschadigter Gelenke durch
Bannatyne im Jahre 1896, die Abgrenzung der chronischen Polyarthritis von
der Arthrose durch Goldthwait 1904 und die Entdeckung des Rheumafaktors

durch den Schweden E. Waaler (1940) und den Amerikaner H. Rose (1948) .

1.1.3 Epidemiologie

Die Schwierigkeit epidemiologischer Studien zur chronischen Polyarthritis liegt
in ihrer uneinheitlichen Nomenklatur und Kilassifikation sowie in der hohen
Dunkelziffer subklinischer und latenter Verlaufe begriindet #°. 1958 definierte
Ropes einen inzwischen mehrfach Uberarbeiteten Katalog von sieben
diagnostischen Kriterien (ARA-Kriterien, siehe Tabelle 1), an dem sich die

Mehrheit klinischer Studien orientiert "%

1 | Morgensteifigkeit von mindestens 1 Stunde Dauer

2 | Weichteilschwellung/ Arthritis in mind. 3 Gelenkregionen

w

Weichteilschwellung/ Arthritis im Handgelenk, MCP- oder PIP-Gelenke der
Hand

Symmetrische Arthritis

Rheumaknoten

Nachweis von Rheumafaktoren im Serum

N o o B~

Typische radiologische Veranderungen an den Hand- und Fingergelenken

Mindestens 4 Kriterien mussen erfullt sein. Die Kriterien 1-4 muissen fir
mindestens 6 Wochen vorliegen. Die Sensitivitat betragt 91-94%, die
Spezifitat 89%.

Tabelle 1: Kriterien des American College of Rheumatology zur Klassifikation der
chronischen Polyarthritis in der Revision von 1987 .

Demnach betragt die Pravalenz der chronischen Polyarthritis in Westeuropa ca.
1%, wobei Frauen etwa dreimal haufiger erkranken als Manner ' Individuen
mit geringerer Bildung und niedrigerem sozio6konomischem Status besitzen ein

[12;13]

hoheres Risiko, an chronischer Polyarthritis zu erkranken Das

Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 25. und 40. Lebensjahr sowie um



das 60. Lebensjahr [ die Inzidenz betragt etwa 90/100.000 Personen/Jahr
31 Die chronische Polyarthritis ist damit die haufigste entziindliche
Gelenkerkrankung ['®. Neben dem Leidensdruck der Betroffenen stellt sie ein
erhebliches soziales und 6konomisches Problem dar '\ In den Vereinigten
Staaten waren 1994 die durch die chronische Polyarthritis verursachten Kosten
denen des Insults und der koronaren Herzkrankheit vergleichbar 8. In
Deutschland fuhrt die chronische Polyarthritis nach einer groben Schatzung zu
direkten und indirekten Krankheitskosten von ca. 20-40 Milliarden DM pro Jahr.
Die Betroffenen scheiden im Durchschnitt 11,6 Jahre vor Erreichen der
Altersgrenze aus dem Erwerbsleben aus "%,

In Abhangigkeit vom funktionellen Status und dem Ausmal des Gelenkbefalles
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung geht die chronische Polyarthritis mit einer

um bis zu zehn Jahren verkiirzten Lebenserwartung einher [,

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die Ursache der chronischen Polyarthritis ist noch unbekannt. Wahrscheinlich
kommt es bei entsprechender genetischer Disposition durch exogene
(mikrobielle) und/oder endogene Faktoren (Autoantigene) Uber eine
Dysregulation des Immunsystems zur Bildung von Antikdrpern mit der Folge

von Immunkomplexablagerungen in der Synovialis.

Genetische Pradisposition

Familiare Haufung und eine Assoziation mit HLA-DR4 sprechen fir eine
genetische Komponente. Wahrend 60-80% aller cP-Patienten HLA-DR4-Trager
sind, erkranken jedoch langst nicht alle 12% der Normalbevolkerung, bei denen

das Merkmal ebenfalls vorkommt 2%,

Veranderungen im Immunsystem
An der Beteiligung zellularer und humoraler Autoimmunmechanismen bei der
Chronifizierung der chronischen Polyarthritis besteht kein Zweifel. Ob sie

allerdings auch fiir die Krankheitsentstehung verantwortlich sind, ist unklar "2,

Vorausgehende Infektionen
Als mikrobielle Ausléoser kommen Mykoplasmen, Epstein-Barr-Virus,

Hitzeschockproteine, Retroviren und Streptokokkenantigene in Frage. Obwohl



eine Vielzahl von Beobachtungen seine Existenz nahe legen, konnte bisher kein

Organismus als Ausldser der chronischen Polyarthritis gefunden werden 2324,

Die rheumatische Gelenkzerstorung spielt sich in drei Phasen ab: Inflammation,
Proliferation und Infiltration. In der entzindlichen Phase kommt es zum
massiven Anstieg neutrophiler Granulozyten in der Synovialflissigkeit und zur
Einwanderung von mononuklearen CD 4-positiven T-Zellen, Plasmazellen und
Makrophagen in das subsynoviale Gewebe. Persistiert diese entzundliche
Synovitis, so verdickt sich die Synovialmembran, das invasiv wachsende,
enzymatisch hochaktive und stark vaskularisierte Granulationsgewebe
(Pannus) wachst in Richtung Gelenkhéhle vor wund flhrt hier zu
Knorpeldestruktion und  Knochensubstanzverlusten.  Abbildung 1  zeigt

schematisch die Gelenkveranderungen bei der chronischen Polyarthritis.
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Abb. 1: Koronare Ansicht eines normalen (A) und rheumatisch veranderten Gelenks
(B). Folgende Strukturen sind dargestellt: 1. Kortikaler Knochen, 2.
Gelenkkapsel, 3. Pannus, 4. Gelenkspalt, 5. Knorpel, 6. Synovialmembran.

Der weitere Krankheitsverlauf fuhrt Uber eine verminderte Gelenkbeweglichkeit
bis hin zur fibrosen, seltener kndchernen Ankylose oder mitunter zu

ausgepragten Gelenkinstabilitaten.



Abbildung 2 fasst die pathogenetisch bedeutenden Faktoren der chronischen

Polyarthritis zusammen °!,

Synoviale
Hyperplasie

Stérung der
zellularen und
humoralen
[mmunantwort

Abb. 2: Pathogenetisch bedeutsame Faktoren
der chronischen Polyarthritis.

1.1.5 Histologie

Mit Ausnahme des Knorpels wird die gesamte Gelenkhdhle von der
Synovialmembran ausgekleidet. Diese Synovialmembran setzt sich aus einer
durchgehenden Lage Synoviozyten (ohne Basalmembran) sowie dem
subsynovialen Gewebe zusammen. Es werden zwei Arten von Synovialzellen
unterschieden: Lysosomenreiche Typ A-Synoviozyten mit der Fahigkeit zur
Phagozytose (Makrophagen - ahnliche Synoviozyten), sowie Typ B-
Synoviozyten (Fibroblasten - dhnliche Synoviozyten), bei denen grol3e Mengen
an endoplasmatischem Retikulum auf eine hohe Proteinsynthese schliel3en lafdt
[10]

Im subsynovialen Gewebe finden sich Fibrozyten, Blutgefale, Makrophagen,
Lymphozyten und Histiozyten, eingebettet in extrazellulare Matrix und
zusammengehalten durch ein Kollagenfasergerust. Abbildung 3 vergleicht
schematisch eine normale Synovialmembran mit einer infolge chronischer

Polyarthritis veranderten Synovialmembran.



A Synovialflissigkeit B Neutrophile Granulozyten

Typ-A-Synoviozyt Typ-B-Synoviozyt
N,

,— oo 5 e O ®

Vi Lymphozyt
\'* Makrophage

Abb. 3: Schematische Darstellung einer normalen Synovialmembran (A) sowie einer
durch chronische Polyarthritis veranderten Synovialmembran (B).

Die gesunde Synovialmembran ist charakterisiert durch eine ein bis drei Lagen
dicke Deckzellschicht aus Typ A- und Typ B-Synoviozyten. Das darunter
liegende Bindegewebsstroma umgibt Fibroblasten, dentritische Zellen,
Mastzellen, vereinzelte Leukozyten, Blut- und Lymphgefalle. Die durch
chronische Polyarthritis veranderte Synovialmembran zeigt eine Zunahme der
Synoviozyten auf vier bis sechs Zellagen. Im Krankheitsverlauf kommt es zur
Vasoproliferation mit Hyperamie sowie zur perivaskularen Infiltration des
Stromas mit Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen mit einem
Uberwiegen CD 4 - positiver Helferzellen. Diese Zellen produzieren Zytokine (IL-
1, IL-2, IL-6, TNF-qa, Interferon-y) und Autoantikérper (Rheumafaktor), welche
ihrerseits eine Freisetzung von Entzindungsmediatoren und
knorpelaggressiven Enzymen (Kollagenasen, Elastasen) bewirken kénnen "%,
Die Synovialflissigkeit verandert neben ihrem Volumen auch ihre
Zusammensetzung, insbesondere finden sich vermehrt neutrophile
Granulozyten. Die entzundliche Reaktion im Gelenk wird durch
Prostaglandinsynthese weiter unterhalten. Besteht die Synovitis Uber einen
langeren Zeitraum fort, bildet sich ein enzymatisch hochaktives, invasiv
wachsendes und stark vaskularisiertes Granulationsgewebe (Pannus), welches
den Knorpel Uberzieht, ihn zerstort und bei weiterem Fortschreiten zu

Knochenerosionen fiihrt .



1.1.6 Klinik

Dem Erkrankungsbeginn gehen haufig Prodromalerscheinungen voraus, die
Monate bis Jahre andauern kdnnen. Sie duflern sich zunéchst in Form von
uberwiegend vegetativen Stérungen wie Abgeschlagenheit, Gewichtsverlust,
Appetitmangel, subfebrilen Temperaturen, vermehrtem Schwitzen und
kurzfristig auftretenden Gelenkschwellungen.

Der Ubergang vom Prodromalstadium in das Friihstadium der chronischen
Polyarthritis ist in der Regel fliekend. Lediglich in 15% der Falle findet sich ein
akuter, in 5% ein subakuter Beginn.

Typischerweise manifestiert sich die Erkrankung zunachst an den kleinen
Gelenken wie Metacarpophalangeal- oder Metatarsophalangealgelenken.

Prinzipiell kdnnen jedoch alle Gelenke betroffen sein (siehe Abb. 4.1 und 4.2).

Abb. 4.1: Abb. 4.2:

Gelenkbeteiligung bei chronischer Poly- Gelenkbeteiligung bei etablierter

arthritis. Prozentuale Erstlokalisation bei chronischer Polyarthritis. Prozentuale

780 Patienten der Zuricher Universitats- Haufigkeit der betroffenen Gelenke

rheumaklinik (hach Wagenhauser) 7. bei 50 Patienten (nach Boyle u.
Buchanan) #".



Charakteristisches Frihsymptom ist die Morgensteifigkeit der Finger, die bei
70% der Patienten beide Hande betrifft. Ein symmetrisches Befallsmuster findet
sich meist auch im weiteren Krankheitsverlauf, ist jedoch nicht obligat. Unter
Zuhilfenahme klinischer und rontgenologischer Daten entwickelten Steinbrocker
et al. bereits 1949 eine Stadieneinteilung der chronischen Polyarthritis. Die
Einteilung unterscheidet vier Stadien, wobei sich das Gesamtstadium fir den

Patienten nach dem am starksten betroffenen Gelenk richtet 28,

Das erste Stadium der chronischen Polyarthritis wird gepragt durch die
zunehmende Steifigkeit der (Finger-) Gelenke. Sie ist morgens am starksten
ausgepragt und halt langer als 30 Minuten, teilweise mehrere Stunden an. Die
grobe Kraft ist vermindert. Bereits in dieser Phase kann es zum Befall der

Zehengrundgelenke und der Kiefergelenke kommen.

Im zweiten Stadium kommt es zur Bindegewebsproliferation im Gelenk. Die
Beweglichkeit wird zunehmend eingeschrankt, Muskelatrophien fallen
besonders deutlich an den Musculi interossei im Bereich des Handrlckens auf.
In dieser Phase finden sich haufig Tenosynovitiden, Bursitiden und

Rheumaknoten.

Das dritte Stadium imponiert durch zunehmende Knorpel- und
Knochendestruktion sowie sich weiter verstarkende Muskelatrophien. Die
Schadigung des Gelenk- und Bandapparates fuhrt schliellich zu den in den
Stadien drei und vier der chronischen Polyarthritis typischen
Gelenkdeformitaten mit Subluxationen und Luxationen (Ulnardeviation,
Knopflochdeformitat, = Schwanenhalsdeformierung, 90/90-Deformitat des
Daumens, Caput-ulnae-Syndrom, Atlantooccipitalsubluxationen) sowie zu
Synostosen und Ankylosen (vgl. Abb. 5). Réntgenologisch ist diese Phase
durch eine ausgepragte Osteoporose gekennzeichnet. Nach Zerstérung von
Knorpel und Knochen kann der Entzindungsprozess zum Stillstand kommen

und in eine sekundare Arthrose minden.

Im vierten Stadium finden sich fibrose oder knécherne Ankylosen einzelner

Gelenke. Fir den Patienten bedeutet dies oft Invaliditat.

Extraartikulare Manifestationen entstehen meist auf dem Boden einer

Vaskulitis. Am haufigsten finden sich Rheumaknoten (bei fast 20% der



Patienten), die bevorzugt in Gelenknahe, z.B. an der Streckseite der
Ellenbogen, im Bindegewebe Uber Sehnen und Sehnenscheiden sowie in der
Subkutis lokalisiert sind und in der Regel auf einen schweren Krankheitsverlauf
hinweisen. Gehauft lassen sich aulerdem Anamie und Keratokonjunktivitis
sicca (im Rahmen eines Sjogren-Syndroms) beobachten.

Seltenere Begleiterkrankungen sind Skleritis, Episkleritis, Perikarditis,
Myokarditis, Pleuritis, Lungenfibrose, Aortitis, sekundare Amyloidose oder Felty-

Sndrom (mit Splenomegalie und Neutropenie) "%,

Abb. 5: Photografie und Réntgenbild einer Hand mit fir die chronische Polyarthritis
typischen Verdnderungen.

1.1.7 Prognose

Der Verlauf der chronischen Polyarthritis ist nicht vorhersehbar, aufllerst
variabel und in der Regel durch ein Abwechseln von Remissionen mit akuten
Schuben gekennzeichnet. Bei einer Krankheitsdauer von Uber einem Jahr kann
mit einer Spontanremission nicht mehr gerechnet werden.

Die Mortalitat ist infolge der Begleiterkrankungen sowie durch medikamentose
Folgeschaden und Operationen auf Uber das Doppelte erhdht, die

Uberlebensrate von Patienten mit schwerer Polyarthritis ist der von Patienten



mit 3-Gefall-koronarer-Herzkrankheit oder Hodgkin-Syndrom im Stadium IV

vergleichbar 2930,

1.1.8 Therapie

Aufgrund der unbekannten Atiologie ist eine kausale Therapie der chronischen
Polyarthritis bis heute nicht moglich. Die Behandlung soll das Fortschreiten der
Krankheit verzogern, die Gelenkfunktionen erhalten, viszerale Schaden
vermeiden und die Schmerzen der Patienten reduzieren ®*'. Um diese Ziele zu
erreichen ist ein fruhzeitiger Behandlungsbeginn vor Auftreten irreparabler
Schaden notwendig. Wahrend die medikamentdose Therapie auf eine
Schmerzlinderung und Entzindungshemmung abzielt, ermdglichen operative
Verfahren die direkte Entfernung pathologischen Gewebes sowie die
Rekonstruktion eingeschrankter Gelenksfunktionen. Neben pharmakologischer
und operativer Therapie gehodren stets auch allgemeine Mallnahmen,

Physiotherapie und Rehabilitation zum komplexen Behandlungsplan.

1.1.8.1 Medikamentdse Therapie

Die medikamentose Behandlung der chronischen Polyarthritis umfasst im
wesentlichen symptomatisch wirkende Pharmaka (nichtsteroidale
Antirheumatika und Glucocorticoide) und sogenannte Basistherapeutika

(disease modifying antirheumatic drugs, DMARD) 2.

Die nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) sind die Mittel der ersten Wahl in
der Therapie der chronischen Polyarthritis. |hr Wirkprinzip beruht auf der
Entziindungshemmung, unter anderem durch Hemmung der Cyclooxygenase
und damit der Prostaglandinsynthese. Die Dosierung der NSAR richtet sich
nach der Schmerzintensitat, wobei die Ansprechbarkeit individuelle

Unterschiede aufweist und deshalb im Einzelfall ausgetestet werden muss.

Glucocorticoide sollen auf akute Schibe beschrankt bleiben und aufgrund ihrer
moglichen Nebenwirkungen nur bei durch NSAR nicht beherrschbaren
Symptomen eingesetzt werden. Sie konnen lokal oder systemisch angewendet
werden, ihre Wirkung beruht auf einer Hemmung der zellularen und humoralen

Entzindungsreaktion.

-10 -



Die sogenannten Basistherapeutika stellen eine heterogene Gruppe von
Medikamenten dar, deren Wirkung im Gegensatz zu den oben genannten
Therapeutika erst nach Wochen oder Monaten einsetzt, weshalb sie auch als
langsam wirkende Antirheumatika (LWAR) bezeichnet  werden.
Basistherapeutika sollen in der Lage sein, in den Pathomechanismus der
Krankheit einzugreifen, den Krankheitsverlauf zu stoppen und réntgenologisch
nachweisbare Remissionen einzuleiten. Der angloamerikanische Begriff
.<disease modifying antirheumatic drugs” geht auf diese Eigenschaften zurtck.
Die meisten Medikamente dieser Gruppe wurden nicht flr die chronische
Polyarthritis, sondern flr andere Krankheiten entwickelt und erwiesen sich eher
zufallig als wirksam %! Ihre Wirkmechanismen bei der chronischen Polyarthritis
sind daher in vielen Fallen auch noch nicht hinreichend bekannt. Folgende
Basistherapeutika stehen derzeit zur Verfligung:

Chloroquinderivate (Resochin®, Hydroxychloroquin®), Sulfasalazin (Azulfidine
RA®, Colo-Pleon®), Goldpraparate (Tauredon®), D-Penicillamin (Metalcaptase®,
TroIovoI®), Methotrexat, (Lantarel®), Azathioprin (Imurek®), Cyclophosphamid
(Endoxan®), Cyclosporin A (Sandimmun®), Leflunomid (Arava®).

Die angefuhrten Medikamente unterscheiden sich zum Teil erheblich
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit und Nebenwirkungen. Die Wahl des
Therapeutikums richtet sich somit in erster Linie nach der Krankheitsaktivitat.
Bei geringeren Beschwerden bieten sich Chloroquinderivate oder Sulfasalazin
an, maRig bis hochaktive Krankheitsfalle werden bevorzugt mit Goldsalzen, D-
Penicillamin, Methotrexat oder Cyclophosphamid behandelt. Die Kombination
verschiedener Basistherapeutika ist Gegenstand derzeitiger Forschungen 43¢,
Im Rahmen neuerer Studien werden dartber hinaus Antikdrper getestet, welche
die Funktion der T-Lymphozyten und ihrer Mediatoren (TNF-a, Interleukin-1

etc.) blockieren #3637

1.1.8.2 Synoviorthese

Eine weitere konservative Therapiemoglichkeit, die lokal an den entzundlich
veranderten Gelenkinnenhauten angreift, ist die Synoviorthese. Prinzipiell

unterscheidet man die chemische von der Radiosynoviorthese.
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Die chemische Synoviorthese mit Natriummorrhuat oder Osmiumsaure fuhrt zu
einer hochgradigen Zerstérung synovialer Strukturen. Durch mangelnde
Selektivitat werden jedoch auch gesunde Gewebe, insbesondere der
Gelenkknorpel geschadigt. Die Behandlung ist fur den Patienten auflerst
schmerzhaft und erfordert daher den Einsatz von Lokalanasthetika.

Bei der Radiosynoviorthese werden kolloidale, [3-strahlende Radionuklide wie
Yttrium90, Erbium169 oder Rhenium 186 intraartikular injiziert und fahren zur
Nekrose der Synoviozyten sowie zu einer aktinischen Schadigung tieferer
Regionen der Synovialmembran. Nach einiger Zeit bildet sich eine
Neosynovialis aus, die eine verminderte Destruktionstendenz und eine
ausgepragte Fibrosierung aufweist.

Im Gegensatz zur chemischen Synoviorthese kann der Erfolg einer
Radiosynoviorthese friihestens nach drei bis sechs Monaten beurteilt werden.
Das Verfahren ist schonender als die Chemosynoviorthese, da es nicht zu einer
akuten Entzundungsreaktion kommt. Weitere Vorteile der Methode sind ein
kurzer bzw. kein stationarer Aufenthalt, niedrige Kosten sowie geringe
Morbiditat. Physikalische Nachbehandlungen sind nicht notwendig und eine
mehrmalige Anwendung ist moglich. Als Nebenwirkung werden chromosomale
Schadigungen in der Literatur kontrovers diskutiert. Weitgehende
Ubereinstimmung besteht im AusschluB von jlingeren Patienten (< 35.

B8] \Weitere unerwiinschte

Lebensjahr) und Frauen im gebarfahigen Alter
Wirkungen der Radiosynoviorthese sind eine Strahlensynovitis sowie
Gewebsnekrosen im Stichkanal durch unsaubere Injektionstechnik. Die
Erfolgsquote der Synoviorthese variiert in der Literatur zwischen 54 und 94 %.

Auffallend ist eine hohe Rezidivrate von bis zu 43% ein Jahr nach Behandlung
[39-43]

1.1.8.3 Operative Therapie

Die operative Therapie der chronischen Polyarthritis umfasst praventive (z.B.
Frihsynovektomie), palliative (z.B. Spatsynovektomie) und rekonstruktive (z.B.
Arthroplastik, Osteotomie, Arthrodese, Totalendoprothese) Eingriffe . Die
Indikation zum operativen Eingriff ist dann gegeben, wenn die Erkrankung

durch konservative MalRnahmen nicht mehr beherrschbar ist. Gschwendt
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entwickelte ein Punktesystem zur Festlegung des Stellenwertes von

451 Andere Autoren

Operationen entsprechend ihrer Erfolgsaussichten
unterscheiden Operationen absoluter und relativer Dringlichkeit, wobei als
absolute Operationsindikationen eine drohende oder manifeste Sehnenruptur,
drohende oder manifeste Nervenkompression sowie in erster Linie die vitalen
Gefahrdungen durch  drohende oder manifeste Instabilititen der
Halswirbelsdule gelten “9%71 Als relative Indikationen fiihrt Gschwend
persistierende Synovialitis, Bursitis und Tenosynovialitis, dauernde Schmerzen,
Steifheit und Fehlstellung von Gelenken an "1 Bei der Mehrzahl der
durchgefuihrten  Operationen handelt es sich um gelenkersetzende
MaRnahmen, an zweiter Stelle stehen die Synovektomien mit
Tenosynovektomien 8],

Die Synovektomie ist das alteste operative Verfahren in der Lokaltherapie
chronischer Arthritiden. Eine erste Erwahnung findet sie im Jahre 1877 in der
Behandlung tuberkuldser Kniegelenke durch Volkmann “9. EIf Jahre spater
fuhrte Mduller eine Synovektomie erstmals an Patienten mit chronischer
Polyarthritis  durch und beobachtete eine ,Heilung mit beweglichen
Kniegelenken®. Aufgrund schlechter Ergebnisse konnte sich das Konzept in den
folgenden Jahrzehnten jedoch zunachst nicht durchsetzen. In den 50iger
Jahren erlangen die Synovektomien durch verbesserte operative
Voraussetzungen und engere Indikationsstellung zunehmende Bedeutung ©°°.
Inzwischen gilt die Synovektomie als Methode der Wahl in der frihzeitigen
Behandlung von Synovitiden, die auf medikamentose Therapien nicht
ansprechen. GroRere Analysen belegen, dass in 70-80% der Falle in den
ersten Jahren mit einer wesentlichen Besserung der Hauptsymptome Schmerz
und Schwellung gerechnet werden kann 7,

Das Prinzip der Synovektomie besteht in einer mehr oder weniger radikalen
Entfernung der Gelenkinnenhaut bzw. der Sehnenscheiden. Innerhalb von

6-12 Wochen bildet sich ein Regenerat, welches zwar noch Zeichen einer
Entzindung tragt, jedoch funktionell weitgehend normale Eigenschaften
aufweist. Bei Fortbestehen der systemischen Erkrankung sowie in erhohtem
MalRe auch bei mangelnder Radikalitdt muss allerdings mit der Ausbildung

eines Rezidivs gerechnet werden 7.
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Neben der seit Ende der 60er Jahre etablierten offenen Synovektomie hat in
den letzten 15 Jahren die arthroskopische Technik zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Die Frage, welche Methode die besseren Ergebnisse, vor allem in
Bezug auf Radikalitat liefert, wird seither kontrovers diskutiert. In
Literaturibersichten vergleichen Roggenbuck und Paulus die Wertigkeit der
arthroskopischen Synovektomie mit der offenen Methode sowie mit der
Kombination aus Synovektomie und nachfolgender Synoviorthese &',
Roggenbuck und Zacher weisen in ihrer 1997 erschienen Ubersicht auf starke
methodische Mangel bei der Mehrzahl der Studien hin, die verwertbare
Aussagen kaum zulasse. Davon abgesehen findet sich insbesondere fir kurz-
und mittelfristige Untersuchungszeitraume eine leichte Uberlegenheit der
arthroskopischen Technik, wobei eine anschlieRende Synoviorthese die
Radikalitat der Operation eventuell weiter zu steigern vermag . Die Vorteile
der arthroskopischen Synovektomie sind ein kurzer stationarer Aufenthalt,
geringe postoperative Morbiditat, schnellere Mobilisierung, geringere Stérung
der Propriozeption, seltenere Bewegungseinschrankungen durch reduzierte
postoperative  Fibrosierung, Wiederholbarkeit sowie ein  kosmetisch
unproblematisches Ergebnis 2. Die Nachteile der arthroskopischen Verfahren
liegen in der Unmoglichkeit der gleichzeitigen Tenosynovektomie gelenknaher
Sehnen und dem Verlust des Denervierungseffektes, der bei einer offenen
Synovektomie erreicht wird, begriindet ¥4°**¥_ Entscheidend fiir den Erfolg

[39:42] |st es im Gelenk

einer Synovektomie ist ihre frihzeitige Durchflihrung
bereits zu irreversiblen Schaden gekommen, kann die Operation nur noch
palliativen Charakter haben, der Prozentsatz guter Resultate sinkt nach Marmor
von 75 auf 53% °°,

Die wesentlichen Nachteile der Synovektomie sind mangelnde Radikalitat und
die Entwicklung von Rezidiven. Die positiven Wirkungen des Eingriffes sind oft
nur von kurzer Dauer. Wahrend die meisten Untersucher ein bis drei Jahre
nach offener Synovektomie vom erneuten Auftreten klinischer und
histologischer Synovitiszeichen berichten, beschreiben Paus und Pahle das

Wiederauftreten pathologischer Veranderungen bereits nach sechs Monaten
[56]

-14 -



1.1.9 Arthritismodelle

Im Rahmen der Entwicklung neuer Substanzen und Methoden zur Behandlung
der chronischen Polyarthritis spielt der Tierversuch eine wichtige Rolle. Um die
Wirksamkeit einer Therapie nachweisen und verbessern zu kdnnen, bedarf es
zunachst eines Modells, welches die pathologischen Eigenschaften der
interessierenden Krankheit moglichst optimal imitiert. Derartige Modelle sollen
einfach zu handhaben und gut reproduzierbar sein 7. Fiir die chronische
Polyarthritis existiert eine Vielzahl von Tiermodellen, wobei sich das
Kaninchenknie aufgrund seiner mit dem Fingergelenk des Menschen
vergleichbaren GroRenverhaltnisse fur viele Untersuchungen anbietet. Zu den
am besten untersuchten Modellen zahlen neben den spontanen
Arthritismodellen bei Mausen (MRL-Ipr-Maus) ®® die Adjuvansarthritis %, die
Streptokokkenzellwand-induzierte Arthritis !
61 die IL-1-induzierte Arthritis °? und die Antigeninduzierte Arthritis (AIA)©3]

wobei letztere von vielen Untersuchern aufgrund weitreichender
o [67:59:64-66]

, die Kollageninduzierte Arthritis

Ubereinstimmungen mit der chronischen Polyarthritis favorisiert wir

Tabelle 2 vergleicht die Charakteristika der bekanntesten Arthritistiermodelle.
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Charakeristka Polyarthite |arthrits | At |ind. Afiritis | Artri.
Arthritogen ? Mykobakt. |z.B.mBSA |Kollagen I '(\’F'L:sa)“on
Spezies Mensch Ratte E::ier}{cllf\\/leanus’ Eﬁge’ Maus, Maus
genet. Pradisposition ja ja ja ja ja
symmetr. Polyarthritis | ja ja nein ja ja
extraart. Beteiligung ja ja (nein) nein ja
Inzidenz 1% 100% 100% 60-100% 100%
Chronizitat ja nein ja nein ja
spontanes Auftreten ja nein nein nein ja
entzindl. Schibe ja nein induzierbar |nein nein
periph. Gelenke . . . . .
betroffen 12 ja ja ja ja
Erosion/Pannusbildung | ja ja ja ja (ja)
T-Zell-Abhangigkeit ja ja ja ja ja

Tabelle 2: Charakteristika von Arthritismodellen chronischen

Polyarthritis 7).

im Vergleich zur

Im Jahr 1937 beobachtete J. Freund einen Titeranstieg bei tuberkulosekranken
Guinea-Schweinen, denen er Schaferythrozyten injiziert hatte. Er entwickelte
daraufhin eine Emulsion bestehend aus einer wassrigen Lésung des Antigens
Ovalbumin, Paraffindl sowie abgetoteten Tuberkulosebakterien und untersuchte
die Wirkung am Tiermodell. Aus der Weiterentwicklung dieses Gemisches
resultierte 1951 das "Komplette Freund-Adjuvans" (CFA), eine Wasser-in-Ol-
Emulsion aus abgetdtetem Mycobacterium tuberculosis und einer
Antigenlosung. CFA stimuliert als potentes Adjuvans sowohl die humorale als
auch die zellvermittelte Immunitat und induziert die Antikdrperbildung gegen

%81 Die andauernde Freisetzung von

Epitope denaturierter Proteine
Bakterienbestandteilen aus dem nicht metabolisierbarem Ol-Depot fiihrt zu
einer verstarkten Immunantwort auf injizierte Antigene.

1956, dass sich mit

Versuchstieren eine allergische Arthritis ausldsen lass

Hilfe von Freund-Adjuvans bei
t 159:68]

Pearson zeigte

Das Modell der Antigen-induzierten Arthritis mit humanem IgG geht prinzipiell
auf Beschreibungen von Klinge bzw. Dumonde et al. zurtck. Hierbei werden die
Injektion von hitzeaggregiertem

Tiere durch eine einmalige intrakutane

humanem IgG in Kombination mit Freund-Adjuvans (CFA) immunisiert. In
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einem zweiten Schritt folgt eine intraartikulare Boosterinjektion, bei der das
Antigen direkt in das Kniegelenk der Tiere injiziert wird.

Im Gegensatz zu anderen cP-Modellen handelt es sich bei der AIA — wie bei
der chronischen Polyarthritis auch — um einen in erster Linie durch T-Zellen
vermittelten Prozess. Weitere Gemeinsamkeiten betreffen neben der
charakteristischen Pannusbildung auch die Morphologie der Synovialmembran,
den erhohten IL-1-Spiegel in der Synovia sowie die Entwicklung einer
chronischen Entzindungsreaktion mit Knorpelzerstorung und Knochenerosion.
Da es sich bei der AIA um eine Monarthritis handelt, bietet sie die Mdglichkeit,
den Erfolg der Arthritisinduktion im Vergleich zur unbehandelten Gegenseite zu

quantifizieren 9.

1.2 Laser in der Medizin

Die Theorie des Lasers geht auf die Formulierung der stimulierten Emission
durch Einstein zu Anfang des 20. Jahrhunderts zurlick. 1954 gelang Townes
die Entwicklung des Maser (Microwave Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) ”. Die Ubertragung des Maser-Prinzips in den optischen
Wellenlangenbereich fuhrte 1960 zur Entwicklung des ersten Lasers durch
Maiman !, Bereits wenige Monate nach seiner Entdeckung fiihrten Campbell
und Koster erste Versuche zur Verwendung des Lasers in der Ophthalmologie
durch. Inzwischen werden Laser in nahezu allen medizinischen Bereichen
routinemaldig oder im Versuchsstadium eingesetzt. Abhangig von der Art des
verwendeten Werkstoffes unterscheidet man Kristall- oder Festkdrperlaser,
Gaslaser, Farbstofflaser sowie Halbleiter- (= Dioden-) Laser "2,

Wahrend normales Licht durch spontane Emission entsteht, beruht
Laserstrahlung auf stimulierter Emission. Daraus ergeben sich die fur
Laserstrahlung charakteristischen Eigenschaften Koharenz, Monochromasie,
geringe Divergenz und Bereitstellung kurzer Laserpulse.

Die bevorzugt in der Medizin eingesetzten Lasertypen sind der Neodym-YAG-
Laser, der Argonionen-Laser und der COj-Laser. Je nach Wellenlange und
verwendeter Energie kommt es zu unterschiedlichen Wirkungen des Laserlichts
auf biologisches Gewebe. Man unterscheidet thermische, photochemische und

sogenannte nichtlineare Effekte.
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Die thermischen Effekte ermdglichen das Koagulieren, Schneiden, Vaporisieren
und Karbonisieren von Geweben und lassen sich daher in den chirurgischen
Disziplinen vielfaltig einsetzen. Typische Anwendungen sind Blutstillung,
Fixation der Netzhaut, Abtragung von Melanomen und Warzen sowie von
Karzinomen im HNO-, Magen-Darm- und Bronchialbereich, Rekanalisation von
GefaRen und viele andere mehr 73!,

Wahrend die nichtlinearen Effekte in der Medizin keine Rolle spielen, bilden die
photochemischen Effekte die Grundlage fur die photodynamische Therapie.

Die Anforderungen an einen Laser fir die photodynamische Therapie
unterscheiden sich deutlich von denen der meisten chirurgischen Laser.
Wahrend bei der photodynamischen Therapie eine geringe Energie uber einen
langen Zeitraum (zwischen 30 und 120 Minuten) auf eine relativ gro3e Flache
wirkt, Ubertragt der chirurgische Laser eine wesentlich hdhere Energie innerhalb
von Sekunden auf ein meist sehr kleines Gewebeareal. Die Bestrahlungsdosis,
definiert als das Produkt aus Bestrahlungszeit [s] und Bestrahlungsstarke
[W/cm?] liegt bei der photodynamischen Therapie zur Vermeidung
hyperthermischer Effekte in der Regel unterhalb von 800 J/cm? 4!,

Von den fur die photodynamische Therapie zur Verfigung stehenden
Lasersystemen zeichnen sich Diodenlaser durch eine Reihe von Vorteilen aus.
Diodenlaser basieren auf Halbleiterkristallen wie Galliumarsenid (GaAs) oder
Indiumphosphid (InP). Abbildung6 zeigt den Aufbau einer einfachen
Laserdiode, die im wesentlichen aus zwei Schichten besteht, in denen ein
geringfligiger Uberschuss (n-Schicht) bzw. Mangel an Elektronen (p-Schicht)
herrscht. Die Uberschissigen Elektronen der n-Schicht befinden sich in einem
energetisch hoéherliegenden Band, dem sogenannten Leitungsband. Der
Uberschuss bzw. Mangel an Valenzelektronen erlaubt einen Ladungstransport
durch Elektronen im Leitungsband der n-Schicht bzw. das Wandern der
.Locher® im Valenzband der p-Schicht. Legt man eine Spannung in
Flussrichtung an, wandern Elektronen aus dem n-dotierten Material
(Leitungsband) in das p-dotierte (Valenzband), die Elektronen und Ldcher
rekombinieren. Dabei wird Energie in Form von Laserstrahlung emittiert, wobei
der energetische Abstand zwischen Leitungs- und Valenzband die Wellenlange

des abgestrahlten Lichts bestimmt .
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Abb. 6: Schematischer Aufbau einer Laserdiode.

Im Vergleich zu herkdmmlichen Lasern sind Diodenlaser sehr kostengunstig,
haben eine langere Lebenserwartung (ca. 10.000 Stunden) und sind einfacher
zu handhaben. Wahrend Gaslaser in etwa die GroRe eines Kuhlschrankes
aufweisen, sind Diodenlaser meist kleiner als ein Schuhkarton. Dartber hinaus
zeichnen sich  Diodenlaser durch einen vergleichsweise hohen
Gesamtwirkungsgrad aus (15-20 %). Um einen ein Watt starken Laserstrahl zu
erzeugen bendtigen sie eine Energie von funf Watt, wahrend konventionelle
Laser fiir dieselbe Leistung 5000 Watt erfordern %77,

Weitere fur die photodynamische Therapie prinzipiell geeignete Lichtquellen wie
LED’s (Light-emitting diodes) und nichtkoharente Lichtquellen befinden sich zur

Zeit im Entwicklungsstadium.

1.3 Photodynamische Therapie

1.3.1 Definition

Die photodynamische Therapie (PDT) ist eine Form der Photochemotherapie,
bei der die Interaktion eines Photosensibilisators mit sichtbarem Licht unter
Vorhandensein von Sauerstoff durch die Produktion zytotoxischer Substanzen,
insbesondere des Singulett-Sauerstoffes, zur Zell- und Gewebeschadigung mit

nachfolgendem Zelltod fihrt.

1.3.2 Geschichte

Bereits vor (ber 2000 Jahren behandelte man in Agypten und Indien
Hautkrankheiten mit psoralenhaltigen Pflanzenextrakten und Sonnenlicht 879,

Es vergingen viele hundert Jahre bevor Kalkbrunner 1834 das synthetische 5-
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Methoxypsoralen aus Bergamot-Ol isolierte und damit die Voraussetzung fiir
die PUVA-Therapie (Psoralene plus UVA) zur Behandlung der Psoriasis, Vitiligo
und spater auch in der Immuntherapie schuf.

Die ersten wissenschaftlichen Untersuchungen phototoxischer Prozesse gehen
auf den Munchner Medizinstudenten Oscar Raab zurick. Im Rahmen seiner
Dissertation untersuchte er die toxische Wirkung von Akridin auf
Pantoffeltierchen (Paramecium caudatum). Durch Zufall erkannte er den
Einfluss unterschiedlicher Lichtverhaltnisse auf die Untersuchungsergebnisse.
In weiteren Versuchen fanden er und sein Lehrer von Tappeiner, dass auch die
Stoffe Chinin, Eosin und Phenylakridin in entsprechenden Verdinnungen im
Dunkeln keine, bei Tageslicht jedoch aulerst schadliche oder letale Wirkung
auf Pantoffeltierchen hatten. Im Jahr 1900 postulierte Raab in der Munchner
Medizinischen Wochenschrift den therapeutischen Nutzen fluoreszierender

Substanzen in der Dermatologie %%

. Von Tappeiner und der Hautarzt
Jesionek behandelten in den Folgejahren Hautkarzinome, luetische und
tuberkuldse Hautmanifestationen sowie Kondylome des weiblichen Genitale
durch Bepinseln der Haut mit Eosinlésung und anschliel3ender Lichtexposition
[81]'

In einem 1907 erschienenen Buch pragten von Tappeiner und Jodlbauer den
Begriff photodynamische Therapie und beschrieben damit ein von Sauerstoff,
Photosensibilisator und Licht abhangiges biologisches System #2.

Die Suche nach neuen, wirkungsvolleren Photosensibilisatoren flihrte
Hausmann 1908 zum Haematoporphyrin, einem eisenfreien

Hamoglobinabkémmling !

. Anhand einer intravendsen Selbstinjektion von
200mg Haematoporphyrin zeigte Meyer-Betz 1912 eindrucksvoll, dass die
Substanz selbst nicht toxisch ist, jedoch in Kombination mit Sonnenbestrahlung
zu einer hochgradigen Hautsensibilisierung fuhrt, welche in seinem Fall zwei
Monate lang anhielt und mit Schwellung und Hyperpigmentierung verbunden
war (siehe Abb. 7) 4. Zalar wiederholte den Versuch 61 Jahre spéater an zwei

Patienten und beobachtete dabei dieselben Reaktionen ©°,
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Abb. 7: Friedrich Meyer-Betz am 18. Oktober 1912, 4 Tage nach intravendser
Injektion von 0,2 g Haematoporphyrin und anschlieRender Sonnen-
exposition (a) sowie nach Abklingen des Odems am 19. Oktober (b).

Die nachste wegweisende Entdeckung gelang zwolf Jahre spater dem
Franzosen Policard. Bei Rattensarkomen beobachtete er eine rétliche
Fluoreszenz, wenn er sie mit einer Wood-Lampe (UV-Licht) anstrahlte. Als
Ursache dieser Fluoreszenz konnte Policard endogene Porphyrine nachweisen
[86]

Erste tumorlokalisatorische Eigenschaften von Porphyrinen untersuchten Auler
und Banzer im Jahre 1942. Intramuskular injiziertes Haematoporphyrin zeigte
bei Ratten eine hohe Affinitat zu Tumor- und Metastasengewebe und fuhrte

unter Bestrahlung zu Nekrosen B,

Figge et al. bestatigten diese
Beobachtungen durch Fluoreszenzmessungen und erkannten das mogliche
Potential von Haematoporphyrin fiir die Tumordiagnostik und -therapie 2,

Probleme verursachte Haematoporphyrin als diagnostisches Hilfsmittel beim
Menschen jedoch durch die notwendigen hohen Dosen und die damit
verbundene ausgepragte Phototoxizitat. Aus diesem Grund analysierte
Schwartz das Haematoporphyrin und fand ein Gemisch aus vielen Porphyrinen
mit unterschiedlichen Eigenschaften. Er vermutete, dass die selektive
Fluoreszenz von malignem Gewebe nach Sensibilisatorgabe maoglicherweise

mehr durch Verunreinigungen im Rohprodukt als durch Haematoporphyrin
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selbst verursacht wird . Diese Annahme veranlasste Lipson 1961 kaufliches
Haematoporphyrin mit einer Mischung aus Essig- und Schwefelsdure zu
behandeln, anschlieBend zu neutralisieren und das so entstandene Pulver
ausgiebig zu waschen. Er nannte die neue Substanz Haematoporphyrinderivat
(HpD). In Untersuchungen an der Mayo-Klinik konnten Lipson und Gregorie
deutlich verbesserte Eigenschaften und ein besseres Anreicherungsverhalten

nachweisen %

Haematoporphyrinderivat wird seither mit Erfolg zur
Lokalisation von Tumoren der Bronchien, des Osophagus und des Zervix
eingesetzt. Im Jahre 1966 behandelten Lipson et al. erstmals eine Patientin mit
einem rezidivierenden Mammakarzinom. Obwohl die Lasionen nach einigen
Wochen wieder auftraten, zeigte sich doch eine deutliche Tumortoxizitat .
Erste systematische Studien am Menschen fuhrten Dougherty et al. 1978 an
einem Kollektiv von 25 Patienten mit kutanen oder subkutanen malignen
Lasionen durch 2. Seither haben eine Vielzahl klinischer Untersuchungen die
Wirksamkeit der photodynamischen Therapie mit Haematoporphyrinderivat und
weiterentwickelten Praparaten wie dem Photofrin Il oder dem Photosan 3 belegt.
Photofrinll erhielt 1993 von den kanadischen Gesundheitsbehdrden die
Zulassung zur Behandlung oberflachlicher Blasentumore. In den Jahren 1995
und 1996 folgten Zulassungen in Japan, den USA, Belgien, Frankreich, den
Niederlanden, Deutschland, Danemark und Griechenland.

Chemische Inhomogenitat, langandauernde Photosensibilisierung von Haut und
Augen, ungunstige physikalisch-chemische Eigenschaften sowie ungentigende
Tumorselektivitat limitieren jedoch den Einsatz von Photofrin Il und erforderten
die Entwicklung neuer Photosensitizer. Etwa ein Dutzend Photosensibilisatoren
der 2. Generation wird derzeit in klinischen Phase-IlI-Studien untersucht, eine
weit groRere Anzahl in Zell- und Tierversuchen. Wahrend sich der Einsatz der
photodynamischen Therapie zunachst auf die Behandlung von Tumoren
beschrankte, gewinnt das Verfahren in den letzten Jahren zunehmend in der
Therapie nicht-onkologischer Erkrankungen an Bedeutung. Zur Zeit durchlauft
die photodynamische Therapie vorklinische und klinische Studien zur
Behandlung von Krankheiten wie Barret-Osophagus, Osophaguskarzinom,
kleinzelliges Lungenkarzinom, Mesotheliom, Kolorektalkarzinom,

Mammakarzinom, Blasenkarzinom, Prostatakarzinom, Gehirnneoplasien,
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viralen und bakteriellen Infektionen, verschiedenen Hautkrankheiten (Melanom,
Psoriasis, aktinische Keratose, Kaposi-Sarkom), altersbedingter
Makuladegeneration, Endometriose, Arteriosklerose und einigen weiteren mehr
9391 "|m Fachgebiet Orthopadie finden sich neben Arbeiten zum Einsatz der
photodynamischen Therapie bei der chronischen Polyarthritis einige in vitro
Experimente zur Therapie von Neoplasien des Bewegungsapparates '°%1Y ijn
vitro  Studien zur  Untersuchung chondroprotektiver  Effekte einer
photodynamischen Therapie sowie Versuche zum photochemischen

Verschweilen von Meniskus- und Knorpeldefekten %%,

1.3.3 Grundlagen der photodynamische Therapie

Stark vereinfacht lasst sich die photodynamische Therapie in zwei Schritte
unterteilen (vgl. Abb. 8): Nach Injektion (1) reichert sich der Photosensibilisator
selektiv im Zielgewebe an (2) und verhalt sich dort zunachst inert. Durch die
anschlielfende Lichtbestrahlung (3) kommt es zur Entstehung phototoxischer
Substanzen wie Singulett-Sauerstoff ('O,) und freier Radikale, welche

schlieBlich zur Nekrose des Zielgewebes fiihren (4) [,

(1) /‘r @) ' @) l @ '

Abb. 8: Schematische Darstellung des Prinzips der photodynamischen Therapie.

Voraussetzung fur das Zustandekommen photodynamischer Wechselwirkungen
ist die gleichzeitige Anwesenheit von Photosensibilisator, Sauerstoff und Licht
geeigneter Wellenldnge "%,

Durch Absorption von Licht geht der Photosensibilisator aus seinem Singulett-
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Grundzustand (S) direkt oder nach strahlungslosem Ubergang via S, in den

angeregten Singulett-Zustand S‘; Uber:

Absorption: So+h*v — S

Zur Ruckkehr von S1 in den Grundzustand sind verschiedene Reaktionswege

maglich:
Fluoreszenz: S — Sp+h*v
.internal conversion“ (IC): St — Sp+ Warme
Energietransfer: SY+A - S+ A

Insbesondere wenn der S's-Zustand kurzlebig ist, kann sich der Sensibilisator
stabilisieren, indem er unter dem sogenannten ,intersystem crossing“ (ISC) in

einen metastabilen Triplett-Zustand (T+) Gibergeht ['%4-1%!;
Jntersystem crossing” (ISC): St — T4

Die verschiedenen monomolekularen Deaktivierungsprozesse lassen sich

schematisch im einem sogenannten Jablonski-Diagramm darstellen (Abb. 9).

AE
S,
strahlungsloser
Ubergang
A e —
pe —
s, s, =
0?9 —_—
b —
T. —
— Desaktivierung
So So

Abb. 9: Energiediagramm eines Photosensibilisators (Jablonski-Diagramm).
IC = internal conversion, ISC = intersystem crossing.

Durch eine relativ lange Halbwertszeit (>10™s) kann der Triplett-Zustand (T+)
chemische Reaktionen in seiner Mikroumgebung ausldsen. Hierbei werden
abhangig vom jeweiligen Reaktionspartner zwei Mechanismen der zellularen

Schadigung unterschieden (vgl. Abb. 10):
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Typ-1-Reaktion: Die direkte Reaktion des Sensibilisators mit einem Substrat
fuhrt durch Wasserstoffabspaltung oder Elektronentransfer zur Bildung
freier Radikale. Dieser Prozess lauft bevorzugt ab, wenn eine hohe
Substratkonzentration vorliegt ['%"],

T4+ Substrat-H > 1Sy-H + Substratradikal mit Folgereaktionen

Typ-1I-Reaktion: Die Energie des Triplett-Zustandes wird auf Sauerstoff
iibertragen, es entsteht reaktionsfreudiger Singulett-Sauerstoff ('0.). Dieser
Mechanismus lauft bevorzugt ab, wenn eine ausreichend hohe

Sauerstoffkonzentration vorliegt ['%%"%,

T+ 3029 1S, + 102
0, +Substrat > Substrat-O, mit anschlieRenden

Oxidationsprodukten

Tripplettzustand
T, des Photo-
sensibilisators

Reduktion
von Sauerstoff

Y

-Radikalkettenreaktionen -Bildung von -Bildung von
-Sensibilisator wird oxidiert Superoxidradikkalen reaktivem
oder reduziert -Sensibilisator wird Singulett-Sauerstoff
oxidiert -Sensibilisator
-Auslésung von desaktiviert zum
Radikalkettenreaktionen Grundzustand S,
N J \ J
\'4
Typ | - Mechanismus Typ Il - Mechanismus

Abb. 10: Zellzerstérende Prozesse bei der PDT (nach Riick *%).

Welcher der beiden Mechanismen Uberwiegt, hangt vom Photosensibilisator,
den Substraten sowie der Sauerstoffkonzentration ab "l Fir die photo-
dynamische Therapie spielt wahrscheinlich hochreaktiver Singulett-Sauerstoff
und damit die Typ-l-Reaktion die groRere Rolle """l Durch seine kurze

Lebensdauer ist die Reichweite des Singulett-Sauerstoffs in wassrigem Milieu
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auf weniger als 0,1 um begrenzt [''®!. Folglich bleibt die Zellschadigung auf den
Ort der 'OxEntstehung und damit auf die Mikroumgebung der
Sensibilisatorlokalisation beschrankt '°.

Als zellulare Angriffspunkte der photodynamischen Therapie gelten biologische
Membranen und Mitochondrien, ferner Lysosomen, Nukleoside und
verschiedene Enzymsysteme [''l.  Die Lokalisation des jeweiligen
Sensibilisators auf oder in der Zelle hangt in erster Linie von seiner Lipophilie ab
und spielt fiir den Wirkmechanismus eine entscheidende Rolle '%%1181201 gq
reichern sich lipophile Farbstoffe im Allgemeinen in den Membranen von Zellen
und ihren Organellen an. Die Photooxidation von Lipiden und Proteinen der
Zellmembranen triggert membrandse Phospholipasen die den raschen Abbau
geschadigter Phospholipide bedingen. Durch Depolarisation der Zellmembran
kommt es zum Kollaps des lonengleichgewichts und schlieRlich zum Zelltod
[121;122]

Neben der direkten Zellschadigung fihren bei der photodynamischen Therapie
auch einige sekundare Effekte zum Zelluntergang. Beschrieben sind
hypoxische Schadigung durch Vasokonstriktion, Thrombozytenaggregation und
Aktivierung der Gerinnungskaskade ['**"'%] die Induktion von Apoptose !'26127]

sowie die Initiation immunologischer und inflammatorischer Reaktionen [12%129,

1.3.4 Photobleaching

Nicht nur Zellbestandteile, sondern auch die Farbstoffe selbst werden Opfer der
aggressiven Reaktionsprodukte. Sie werden in Abhangigkeit von Intensitat und
Dauer der Bestrahlung zerstort, bleichen aus und verlieren ihre
photodynamische Wirksamkeit ['**'*"!. Dieser als ,photobleaching bezeichnete
Prozess ist jedoch nicht generell als Nachteil zu betrachten, sondern stellt ein
wichtiges Hilfsmittel fur die Dosimetrie dar, insbesondere als Schutz vor
Uberdosierung. Hierzu muss der verwendete Photosensibilisator einerseits
niedrig genug dosiert werden, um in normalem Gewebe auszubleichen bevor es
zu zytotoxischen Reaktionen kommt, andererseits muss die Dosis hoch genug
sein, um eine letale Schadigung des Zielgewebes zu induzieren 32131
Voraussetzung fur die Ausnutzung dieses Effektes ist eine entsprechend hohe

Sensibilisatoranreicherung im Zielgewebe gegeniber den normalen Strukturen.
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Dieses Verhaltnis drickt sich im sogenannten Akkumulationsindex aus und liegt

fur die meisten Photosensibilisatoren zwischen 2:1 und 5:1.

1.3.5 Photosensibilisatoren

Als Photosensibilisatoren bezeichnet man Substanzen, die in der Lage sind,
absorbierte Lichtenergie wieder in Form von Licht (= Fluoreszenz) oder durch
Energie- und Elektronentransfer auf andere Molekille zu Ubertragen '8l
Wahrend durch Blaulicht (absolutes Absorptionsmaximum) angeregte Molekile

rot fluoreszieren und bei der photodynamischen Diagnostik (PDD) zur

Anwendung kommen, werden durch Rotlicht (langwelligstes
Absorptionsmaximum) angeregte Photosensibilisatoren in der
photodynamischen Therapie eingesetzt. Hierbei schadigt der

Photosensibilisator entweder direkt das umliegende Gewebe (Typ-I-Reaktion),
oder die aufgenommene Energie wird auf andere Molekile in der Zelle — meist
auf Sauerstoff — Ubertragen und flhrt so Uber verschiedene Mechanismen zur
Zerstorung des Gewebes (Typ-II-Reaktion).

Von den meisten derzeit zur Verfugung stehenden Photosensibilisatoren
existieren bisher ausschlielllich empirisch gewonnene Daten, die oft zwischen
den Arbeitsgruppen stark variieren und zum Teil durch unterschiedliche
Protokolle bedingt sind. Voraussetzung fir den therapeutischen Einsatz sind
jedoch eindeutige Kenntnisse Uber Pharmakokinetik, den Einfluss der
Applikationsart, das Wirkungs- sowie das Nebenwirkungsspektrum. So muss fur
den verwendeten Photosensitizer bekannt sein in welchen Organen nach
welcher Zeit welche Konzentrationen vorliegen, wie stark die
Kontrastanreicherung im Zielgewebe und im umliegenden Gewebe ist, wie und
in welchem Zeitraum die Substanz wieder ausgeschieden wird und wie lange
mit Nebenwirkungen (z.B. an der Haut) zu rechnen ist ['*"!.
Haematoporphyrinderivat (HpD) und Photofrin Il (PIl) waren die ersten in der

(138 " Diese

photodynamischen Therapie eingesetzten Sensibilisatoren
Photosensibilisatoren der ersten Generation erweisen sich jedoch fur den

klinischen Einsatz in verschiedenster Hinsicht als nicht zufriedenstellend:
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- HPD und Pl stellen Substanzgemische dar, deren Zusammensetzung noch
nicht hinreichend bekannt ist. Eine eindeutige Struktur - Wirkungsbeziehung
lasst sich damit nicht herstellen 197391,

- Die langwelligste Absorption der beiden Substanzen liegt bei 630 nm '*%. Bei
dieser Wellenlange erfolgt weder eine optimale Anregung, noch eine
befriedigende Eindringtiefe (maximal 2-3 mm) des therapeutischen Lichts in das
Gewebe #1142,

- Eine zwei bis vier Wochen andauernde Photosensibilisierung von Haut und
Augen erfordert aufwendige Schutzmalinahmen zur Vermeidung phototoxischer
Reaktionen 1431461

Die beschriebenen Substanzen konnen somit keineswegs als optimal
angesehen werden. Vor diesem Hintergrund und aufgrund des Einsatzes der
photodynamischen Therapie flur eine standig wachsende Anzahl von
Krankheitsbildern konzentriert sich die Forschung seit einigen Jahren auf die
Entwicklung neuer oder die Verbesserung bekannter Photosensibilisatoren. Zu
den sogenannten ,Photosensibilisatoren der zweiten Generation® zahlen unter
anderen Phthalocyanine, Naphthalocyanine, Purpurine, Verdine, Chlorine, 5-
Aminoldvulinsdure, Pheophorbide und Benzoporphyrinderivate [*%'3]  Die
Vorteile dieser neuen Substanzen liegen vor allem in einer geringeren
Hautsensibilisierung sowie gunstigeren Absorptionswellenlangen begrindet.
Die Eindringtiefe von Licht ins Gewebe, bei der die Strahlungsintensitat auf
37% des Ausgangswertes vermindert ist, bezeichnet man als optische
Penetrationstiefe. Sie ist abhangig von der Wellenlange und vom Gewebetyp.
Da das bei der photodynamischen Therapie durchstrahlte Gewebe in der Regel
vorgegeben ist, setzt die Behandlung tiefer gelegener Strukturen die
Verwendung einer entsprechend hohen Wellenlange in Kombination mit einem

in diesem Bereich absorbierenden Sensibilisator voraus (siehe Tabelle 3).
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Wellenlange [nm] Optische Penetrationstiefe [mm)]
400 <1

514 0,5-2

630 1-6

700-800 5-10

Tabelle 3: Optische Penetrationstiefe des Lichts im Gewebe.

Die Eindringtiefe von Licht in Haut und subkutanes Gewebe nimmt far
Wellenlangen zwischen 600nm und 1200nm kontinuierlich zu (optisches

Fenster) 47

. Dabei wird Licht der Wellenlangen unter 600 nm gréfRtenteils
durch Hamoglobin, Licht der Wellenlangen uber 1200nm durch Wasser
absorbiert und dabei in Warmeenergie transformiert ',

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht der derzeit klinisch am haufigsten verwendeten

Photosensibilisatoren [144:148-1501
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Kurzname |Substanz Handelsname | Hersteller Absorptions-

Wellenlange

HPD Haematoporphyrinderivat | Photofrin QLT 630nm
PhotoTherapeutics

Inc., Vancouver,

CA
BPD-MA Benzoporphyrinderivat Verteporfin Sanofi-Synthelabo, | 690 nm
Monoacid Ring A FRA
mTHPC Meso- Foscan Scotia 652nm
tetrahydroxyphenylchlorin Pharmaceutical,

Stirlingshire, UK

ALA 5-Aminolavulinsaure Levulan DUSA 630nm
Pharmaceuticals,
Inc.,  Wilmington,
USA

Lu-Tex Lutetium texaphyrin LUTRIN Pharmacyclics, 732nm
Sunnyvale, USA

Tabelle 4: Ubersicht einiger haufig verwendeter Photosensibilisatoren.

Ein idealer Photosensibilisator zeichnet sich neben seinen spezifischen durch

eine Reihe von grundlegenden Eigenschaften aus "°®'*2. Hierzu z&hlen:

- leichte Verfugbarkeit und chemische Stabilitat

- geringe Dunkeltoxizitat

- pharmakokinetische Unbedenklichkeit

- langweilige Absorption (> 650nm) mit hohem molarem Extinktions-
koeffizienten

- definierte chemische Zusammensetzung, moglichst Reinstoff

- Selektivitat (mindestens 1:10)

- hohe Quantenausbeute fur Singulett-Sauerstoff (fur therapeutische
Anwendungen) bzw.

- hohe Fluoreszenzquantenausbeute (fur diagnostischen Einsatz)

- einfache Handhabung (unter anderem gute Ldslichkeit in isotonischen
Medien)
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Im Hinblick auf die Behandlung der chronischen Polyarthritis sind an einen

Sensibilisator weitere Anforderungen zu stellen:

- selektive Anreicherung in der Synovialis

- keine Wechselwirkung mit Antirheumatika

1.3.5.1 Benzoporphyrinderivat
Mit Verteporfin, einem Benzoporphyrinderivat-Monoacid (BPD-MA) steht ein

Photosensibilisator zur Verfligung, der die obengenannten Voraussetzungen
weitgehend erfullt. BPD-MA ist ein Abkdmmling des auch physiologischerweise
im Hamoglobinabbau entstehenden Porphyrins und I6st als endogene Substanz
keine Unvertraglichkeitsreaktionen aus. In therapeutischer Dosis und ohne
Lichteinwirkung ist Verteporfin nicht toxisch.

Das BPD-MA-Molekul setzt sich zu gleichen Teilen aus zwei Strukturisomeren
zusammen, die sich durch die Anordnung einer Carboxylgruppe an Position drei
bzw. vier des Porphyrinringes unterscheiden (siehe Abb. 11). In den

Eigenschaften der beiden Isomere besteht kein Unterschied 171511931,

COOR Y COOR 5

Abb. 11:  Chemische Struktur von Benzoporphyrinderivat-
Monoacid (BPD-MA). Fir ein Isomer gilt R; =CHjs
und R, =H, fir das andere R;=H und R, =CHs.

-31-



In der Handelsform liegt BPD-MA Verteporfin als gefriergetrocknetes Pulver vor,
wobei die Einbettung der an sich hydrophoben Substanz in Liposomen mit einer
mittleren Partikelgrof3e von unter 200 nm eine gute Wasserloslichkeit ergibt und
sich auRerdem positiv auf das Anreicherungsverhalten auswirkt ['*%'**. Nach
Solution des Pulvers in Wasser fur Injektionszwecke entsteht die in

Abbildung 12 dargestellte dunkelgrine Injektionslosung.

Abb. 12: Injektionsbereites BPD-MA nach Losung des gefriergetrockneten
Pulvers in 16 ml aqua ad iniectabilia.

Die Vorteile des BPD-MA liegen in einer kurzen Hautsensibilisierung (maximal
zwei bis drei Tage nach i.v.-Applikation), einer zufriedenstellenden
Gewebepenetration des  verwendeten  Anregungslichtes durch ein
Absorptionsmaximum bei 690 nm (siehe Abb. 13) und der chemisch eindeutig

definierten Struktur [1°%1%6],
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Abb. 13: Absorptionsspektrum von BPD-MA.

BPD-MA akkumuliert sehr rasch (innerhalb von 15min) und selektiv in
anormalen oder hyperproliferativen Zellen. Die Mechanismen dieser selektiven
Anreicherung sind noch nicht hinreichend bekannt, wahrscheinlich spielt die
hohe Affinitat des BPD-MA zu Plasma-Lipoproteinen (insbesondere LDL) eine
entscheidende Rolle '""1%1%81  Der Porphyrintransport im Blutkreislauf erfolgt
ebenfalls durch Lipoproteine, LDL-Oberflachenrezeptoren sind ferner am
Porphyrintransport in die Zelle beteiligt '°%%,

Gewebe mit groRer Dichte und gesteigertem Umsatz von LDL-Rezeptoren
weisen haufig einen hohen Grad an Neovaskularisationen auf. Die
photodynamische Therapie fahrt in diesen Bereichen durch
Mikrothrombosierung zur Unterbrechung der Blutzufuhr und damit zur
ischamischen Nekrose der hyperproliferativen Strukturen ['®".

Nach intravendser Injektion sind 90% des Verteporfins mit dem Plasma, die
ubrigen 10% mit Blutzellen assoziiert. Im menschlichen Plasma binden
wiederum 90% der Substanz an die Lipoproteinfraktion und etwa 6% an
Albumin "%, Die Plasmahalbwertszeit wird vom Hersteller mit etwa vier bis
sieben Stunden angegeben, die Elimination erfolgt Uberwiegend hepatisch mit
der Galle [°3162183  \wahrend Verteporfin groRtenteils unverandert
ausgeschieden wird, flhrt die Hydrolyse der Estergruppe durch Leberesterasen
bei 5-10% der Substanz zur Entstehung von Benzoporphyrinderivat-Diacid
(BPD-MA-DA) 14,

Als absolute Kontraindikationen fir den Einsatz von BPD-MA gelten eine

bestehende Porphyrie sowie Uberempfindlichkeit gegenliber Verteporfin oder
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einen der Hilfsstoffe, relative Kontraindikationen sind mittelschwere bis schwere
Leberfunktionsstérungen %2,

Verschiedene neuere Untersuchungen konnten zeigen, dass die
photodynamische Therapie mit BPD-MA gemaf einer Typ-Il-Reaktion, also
unter Bildung von Singulett-Sauerstoff, ablauft !'4¢:16],

BPD-MA befindet sich seit 1992 in der klinischen Erprobung. In der
Dermatologie wird es nach erfolgreichen klinische-Phase-I- und -II-Studien
derzeit in einer Phase-IlI-Studie zur Behandlung spinozellularer Karzinome und
Basaliome erprobt. Klinische Untersuchungen zur Behandlung der Psoriasis
vulgaris lieferten ebenfalls positive Ergebnisse. In der Hamatologie untersucht
man die Wirksamkeit der photodynamischen Therapie mit BPD-MA im Rahmen
eines ,Purging® (= Reinigung) des Knochenmarks bei autologen Knochen-
markstransplantationen ¥, Als weitere Indikationen diskutiert oder
experimentell untersucht werden derzeit unter anderem AIDS, diabetische
Retinopathie, Multiple Sklerose, Arteriosklerose, Glaukom, sekundarer Katarakt,
Myopie, chronische Leukamie, Histoplasmose, Multiples Myelom,
Myeloablation, koronare Restenosierung und zervikale Dysplasie "2
Basierend auf zwei 24-monatige Phase-Ill-Wirksamkeitsprifungen ist
Verteporfin seit August 2000 unter dem Handelsnahmen Visudyne® von der
Europaischen Union zur Behandlung der feuchten Form der senilen
Makuladegeneration (AMD) zugelassen ['®°!. Gleichzeitig wurde vom Hersteller
(Ciba-Vision) ein Antrag auf Indikationserweiterung flr die pathologische
Myopie und weitere Augenerkrankungen gestellt.

In den klinischen Studien zur Therapie der AMD mit Verteporfin wurden neben
unerwunschten Wirkungen am behandelten Auge auch einige systemische
Nebenwirkungen beobachtet, die méglicherweise auf die Visudynebehandlung
zurlckzufihren sind. Hierzu zahlen als haufige Nebenwirkungen (1-10%)
infusionsbedingte Schmerzen, Ubelkeit, Photosensibilitatsreaktionen, Asthenie,
Pruritus und Hypercholesterinamie. An der Injektionsstelle konnen Schmerz,
Odeme, Entziindung und Extravasation auftreten. Als gelegentliche
Nebenwirkungen (0,1-1%) werden Hypertonie, Hypasthesie und Fieber

beschrieben [16%1671
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1.3.6 Laserinduzierte Fluoreszenz (LIF)

Trotz intensiver Erforschung bereitet die Dosimetrie bei der photodynamischen
Therapie noch grof3e Probleme. In der klinischen Praxis beschrankt man sich
meist auf die Festlegung der gewichtsadaptierten Sensibilisatormenge sowie
einer empirisch ermittelten Lichtdosis. Der Tatsache, dass sich die
Sensibilisatorkonzentration am Zielort wahrend der Bestrahlung standig andert
sowie der Existenz ausgepragter inter- und intraindividueller Unterschiede wird
damit keine Rechnung getragen.

Die Bestimmung von Arzneimittelkonzentrationen in Geweben durch
extrahierende Verfahren ist mit groRem klinischen Aufwand verbunden, da sie
die Entnahme von Biopsien erfordert und somit labor- und zeitintensiv,
traumatisch und oft aufgrund des Behandlungsregimes gar nicht moéglich ist. Mit
der laserinduzierten Fluoreszenz steht ein System zur Verfugung, welches eine
nichtinvasive Echtzeitmessung der Signale von fluoreszierenden Molekulen in
biologischen Geweben gestattet. Die Methode erlaubt sowohl die Bestimmung
der Fluoreszenz von Fluorophoren in nativem Gewebe (Autofluoreszenz), als
auch die Fluoreszenzmessung nach Applikation exogener Marker
(Photosensibilisatoren).

Neben dem Sensibilisatorgehalt und seiner Degradation kann auch die etwaige
Entstehung von Photoprodukten im Behandlungsverlauf verfolgt werden. Das
Prinzip der LIF beruht auf der Anregung eines Molekuls oder Atoms durch ein
Laserphoton und der anschlieRenden Emission aus dem angeregten Zustand
(= Fluoreszenz). Die Signalintensitat ist hierbei abhangig von der molekularen
Konzentration, der molekularen Mikroumgebung und den physikalischen
Rahmenbedingungen wie Druck, Temperatur und pH-Wert. Wesentliche
Vorteile der LIF gegenuber gewebeextrahierenden Methoden sind die
Madglichkeit zur ,Online-Messung®, beliebige Wiederholbarkeit bei maximaler
Schonung des Gewebes sowie Einsetzbarkeit in schwer zuganglichen
Regionen durch Verwendung von Faseroptiken ['°®'% Schwierigkeiten bei der
Beurteilung von LIF-Messungen ergeben sich aus den mikroskopischen
Schwankungen der Photosensibilisatorkonzentration zwischen Kapillaren und
Parenchym sowie den Konzentrationsanderungen durch Metabolisierung und

Ausscheidung. Ferner darf nicht auller Acht gelassen werden, dass durch
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Bindung des Photosensibilisators an Molekule das Fluoreszenzverhalten dieser
Molekule beeinflusst wird und dass sich die Fluoreszenz in Abhangigkeit von

der Bindung an Plasma gegeniiber der Aufnahme in Zellen dndert "%,

1.4 Vorarbeiten

Zur photochemotherapeutischen Behandlung der chronischen Polyarthritis
wurden in den vergangenen Jahren zwei Therapieansatze verfolgt, die PUVA
und die photodynamische Therapie. Beiden Therapieprinzipien gemein ist die
Kombination von Licht mit photosensiblen Chemotherapeutika. Der
herausragende Vorteil der photodynamischen Therapie gegenuber der PUVA
liegt in der Verwendung von Licht grélRerer Wellenlangen und der damit
verbundenen tieferen Gewebepenetration.

Die bisher zum Thema veroffentlichten Untersuchungen befassen sich in erster
Linie mit Fragen zur Auswahl eines geeigneten Photosensibilisators und dessen

dosisabhéngiger Wirkung %7171,

Die vorliegende Arbeit stitzt sich
insbesondere auf die Erfahrungen und Ergebnisse zweier vorangegangener
Studien.

Die ersten Experimente untersuchten die Wirksamkeit der photodynamischen
Therapie in einem humanen Synoviazellmodell. Hierfir wurde ein Zellsystem
aus Synovialfibroblasten von an chronischer Polyarthritis erkrankten Patienten
entwickelt. An diesem Modell wurde die photodynamische Wirksamkeit der
beiden Sensibilisatoren Photosan3 und Photofrin vergleichend getestet. Beide
Substanzen zeigten bei Laserbestrahlung eine zytotoxische Wirkung auf
Synovialfibroblasten, wahrend eine alleinige Laserbestrahlung oder die alleinige
Photosensibilisatorapplikation keinen Effekt auf die Zellen hatten. Fur Photofrin
konnte eine signifikant hohere zytotoxische Potenz, vor allem bei héheren
Dosen, nachgewiesen werden "2,

Die zweite Studie hatte die Etablierung eines Arthritis-Tiermodells, die
Bestimmung der PplX-Anreicherung im gesunden und arthritischen Gelenk
nach lokaler bzw. systemischer ALA-PplX-Applikation sowie Untersuchungen
zur Wirksamkeit der photodynamischen Therapie mit ALA und Photosan3 bei
Synovialitis zum Ziel '3l In Anlehnung an die Beschreibung Reichels wurde am

Kaninchenknie eine Immunarthritis erzeugt "%, Das Modell konnte die in der
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Literatur beschriebenen Charakteristika reproduzieren und erwies sich fur die
nachfolgenden Versuche als geeignet. Die photodynamische Therapie mit
Photosan3 fuhrte zur selektiven hamorrhagischen Nekrose der Synovialis bei
Schonung bradytropher Gelenkanteile, wobei als limitierender Faktor flr den
klinischen Einsatz eine ausgepragte Hautsensibilisierung von bis zu
dreiwochiger Dauer beschrieben wurde. Die Versuche zur photodynamischen
Therapie mit ALA zeigten zwar eine selektive Anreicherung von PplX in der
Synovialis, die Laserbestrahlung mit 50 J/cm? fiihrte jedoch trotz vollstandigem
Ausbleichen des Farbstoffes am Bestrahlungsende nicht zur erwarteten
Schadigung der synovialen Deckzellschicht, so dass sich die Substanz fur diese

Indikation als ungeeignet herausstellte.

1.5 Fragestellung

Seine photobiologischen und pharmakokinetischen Eigenschaften machen

BPD-MA zu einem vielversprechenden Photosensibilisator flir den Einsatz bei

einer Vielzahl verschiedenster Erkrankungen. Vor ersten klinischen Versuchen

bei Patienten mit chronischer Polyarthritis muss ausgeschlossen werden, dass

die Behandlung zu Schaden an wichtigen Gelenkstrukturen wie Knorpel und

Bandern fuhrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher

- die Untersuchung der photodynamischen Wirkung von BPD-MA im
Tiermodell der chronischen Polyarthritis

- die Beobachtung der Effekte unterschiedlicher Licht- und Sensibilisatordosen
auf die Synovialmembran und die umliegenden Gewebe bei der
photodynamischen Therapie zur Behandlung der chronischen Polyarthritis
sowie

- die Entwicklung eines Konzeptes zur intraartikularen Dosimetrie.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden an 38 New Zeeland White Kaninchen der Firma Charles
River (Sulzfeld) durchgefihrt. Die Genehmigung wurde im November 1995 von
der Bezirksregierung Hannover unter der Nummer 621-3531.01-11/95 erteilt.

Zum Zeitpunkt der Versuche waren die Tiere etwa ein halbes Jahr alt und
hatten ein Korpergewicht von 2,5-3,5kg. Die Unterbringung und Versorgung der
Kaninchen erfolgte nach Genehmigung durch die Regierung von Unterfranken
im Tierhaus der Universitatsklinik Wurzburg. Als Futter erhielten die Tiere
Wasser, Heu, Stroh und Kaninchen - Trockenfutter ad libitum. Die Operationen
wurden von unserer Arbeitsgruppe im Medizinischen Laserzentrum Lubeck
durchgefuhrt, wo die Arbeitsgruppe um Herrn Dr. Huttmann die apparativen
Voraussetzungen und ihr technisches Know-how zur Verfiigung stellte. Die
perioperative Betreuung der Kaninchen vor Ort erfolgte durch das Tierlabor der
Medizinischen Universitat Lubeck. Auch hier wurden die Tiere mit Wasser, Heu,
Stroh und Kaninchen - Trockenfutter ad libitum versorgt. Mit dem Transport der
Kaninchen nach und von Lubeck wurde ein Tiertransportunternehmen

beauftragt.

2.2 Arthritismodell

2.2.1 Herstellung der Injektionslésung

Humanes IgG (Beriglobin® 16%, Behring, Marburg) wurde mit Aqua ad
iniectabilia (Baxter, Unterschleillheim) zu einer 2zweiprozentigen LOsung
verdunnt. Diese Losung wurde anschlief3end fur 25 Minuten bei 60°C erhitzt um
eine Komplexbildung zu erreichen. Nach dem Abkuhlen auf Zimmertemperatur
wurde das so entstandene hitzeaggregierte IgG (HAAG) in ein steriles Gefal}
abgefullt. Fur die intrakutane Sensibilisierung wurden gleiche Mengen
zweiprozentiges HAAG und CFA (Freund’s Adjuvant-Complete, Sigma
Immunochemicals, St. Louis, USA) in sterile Spritzen aufgezogen, Uber einen
Dreiwegehahn sorgfaltig miteinander vermischt und anschliellend steril

abgefullt.
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2.2.2 Immunisierung und Boosterung

Fir die Immunisierungsinjektion wurden die Tiere zwischen den
Schulterblattern geschoren und diese Stelle mit Hautdesinfektionsmittel (Neo-
Kodan, Schulke & Mayr, Norderstedt) gereinigt. Zur Injektion wurde die Haut in
einer Falte abgehoben, um eine intramuskulare Applikation zu vermeiden. Die
Injektionsmenge von 0,6 ml wurde mit einer 27 G Kanulle auf sechs bis acht
Stellen verteilt, um die Entstehung von Hautnekrosen zu vermeiden. Die
Injektionsstellen wurden im weiteren Versuchsverlauf taglich inspiziert. Der
Erfolg der Immunisierung wurde nach drei Wochen durch subkutane Injektion
von 0,1 ml zweiprozentigem HAAG kontrolliert.

Fir die Boosterinjektionen wurden 0,5ml zweiprozentiges HAAG in sterile
Spritzen aufgezogen. Um Schmerzen zu vermeiden und eine sichere
intraartikulare Injektion zu gewahrleisten, erfolgte die Applikation in Anasthesie.
Hierzu bekamen die Kaninchen 0,4 mi/kg KG Ketanest® 50 (Parke-Davis, Berlin)
mit 0,2ml/kg KG Rompun® 2% (Bayer, Leverkusen) intramuskular in die linke
Glutaalmuskulatur verabreicht, um eine Beeintrachtigung des rechten
Hinterlaufes zu vermeiden. Danach wurde der rechte Hinterlauf geschoren und
mit Hautdesinfektionsmittel desinfiziert.

Die intraartikulare Injektion erfolgte mit einer 25G/0,5 - Kanule, die von medial
proximal der Patella nach retropatellar in die Gelenkhohle eingestochen wurde.
Die korrekte intraartikulare Injektionsplatzierung konnte durch eine leichte

Injizierbarkeit sowie das Anschwellen der Gelenkrezessi kontrolliert werden.

2.3 Photodynamische Therapie mit BPD-MA

BPD-MA (Verteporfin, QLT Phototherapeutics Inc., Vancouver, Kanada) wird
als gefriergetrocknetes Pulver lichtgeschutzt bei 4°C aufbewahrt. Zur
Herstellung einer injektionsfahigen Losung wurde die Substanz zwolf Stunden
vor Applikation in einem lichtundurchlassigen Gefal3 bei Zimmertemperatur
gelagert. Durch Zugabe von 16ml aqua ad iniectabilia und vorsichtigem
Schutteln entsteht eine isotone BPD-MA-L6sung mit einer Konzentration von
1,47 mg/ml.
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28 Tiere erhielten eine intravendse BPD-MA-Injektion. Hierzu wurden die
Kaninchen zunachst durch intramuskulare Gabe von 0,4 mi/kg KG Ketanest® 50
mit 0,2ml/kg KG Rompun® 2% anéasthesiert. Es folgte die Punktion einer
Ohrvene mit Hilfe einer 21 G Butterfly-Kaniile. Uber diese wurden nun 2 mg/kg
KG der isotonen BPD-MA-LAsung langsam als Bolus verabreicht (siehe Abb.
14).

Abb.14: BPD-MA-Injektion in eine Ohrvene eines Kaninchens 3 Stunden vor
Operationsbeginn.

Die Injektion erfolgte drei Stunden vor Operationsbeginn. Wahrend dieser Zeit
befanden sich die Tiere in einem abgedunkelten Raum.

Als Kontrollgruppe dienten 14 Tiere, die im Anschluss an die Arthritisinduktion
entweder keiner Sensibilisatorinjektion oder keiner Bestrahlung unterzogen

wurden (siehe Tabelle 5).

2.4 Laserapparatur und Applikatoren

Als Lichtquelle diente eine Laserdiode mit dem Diodentyp AOC 690-350-HHL-
200 (Laser2000, WefRling). Die Diode emittiert Licht mit einer Leistung von bis
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zu 300mW bei einer Wellenlange von 690 nm und einer Halbwertsbreite von
2nm FWHM. Die Betriebsspannung betragt 3V.

Die Messung der optischen Gesamtleistung bzw. des emittierten
Strahlungsflusses erfolgte mit einer integrierenden (Ulbricht-) Kugel (Labsphere
North Sutton, NH, USA), die gegen ein bolometrisches Powermeter (Mentor
MA10, Science, Boulder, CO, USA) kalibriert wurde.

Zur intraartikularen Bestrahlung wurde das Applikatormodell "Cylinder Diffusor"
(QLT, Vancouver, Kanada) mit dem Ziel einer gleichmaBigen radiaren
Abstrahlung modifiziert. Die Lange der Faserspitze betrug 5mm bei einem

Durchmesser von 1,6 mm (siehe Abb. 15).

Abb. 15:  Applikator zur intraartikularen Bestrahlung neben einer der hierzu
verwendeten 18 G - Kandilen.

FUr die Bestrahlung am eroffneten Kniegelenk wurden mehrere eigene
Applikatoren entwickelt, von denen schlieBlich ein Modell mit der Flache
0,33cm x 0,30cm und einer Leistung pro Flache von 247 mW/cm? zur
Anwendung kam (siehe Abb. 16).
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Abb. 16: Applikator zur Bestrahlung am eroffneten Kniegelenk.

Nach Justierung des Laseraufbaus wurde jeweils die Synovialis des oberen
lateralen Rezessus bestrahlt. Bei funf Tieren erfolgte die intraartikulare
Bestrahlung mit zwei Laserapplikatoren. Hierbei wurden zusatzlich das Corpus
adiposum infrapatellare und die Menisci bestrahlt.

Die Versuche wurden mit unterschiedlichen Bestrahlungsdosen durchgefuhrt
(siehe Tabelle 5), die Gesamtbestrahlungsdauer betrug bei allen Versuchen 30

Minuten.

2.5 Operationstechnik

Zur Narkoseeinleitung wurde den Tieren 0,5mg Valium® (Hoffmann-La Roche,
Grenzach-Wyhlen) intramuskular verabreicht. Nach etwa zehn Minuten erfolgte
die Anasthesie durch intramuskulare Injektion von 0,4 ml/kg KG Ketanest® 50 mit
0,2ml/kg KG Rompun® 2%. Bei Bedarf wurde die Narkose intraoperativ durch
eine weitere intramuskulare Injektion mit jeweils halber Dosierung verlangert.
Zur Infektionsprophylaxe erhielten alle Tiere praoperativ 0,4 mi Tardocillin® 1200
(Bayer, Leverkusen) als intramuskulare Injektion.

Nach Einsetzten der Narkose wurde das rechte Kniegelenk der Tiere

geschoren, das Operationsgebiet anschlieRend mit Braunovidonlésung (B.
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Braun, Melsungen) desinfiziert und mit sterilen Tuchern abgedeckt. Die
Operation wurde unter sterilen Bedingungen und unter Sicht mit einer
Lupenbrille durchgefuhrt.

Zunachst wurde durch Punktion des oberen medialen Rezessus mit einer 18 G
Kanlle ein Zugang zur Gelenkhohle hergestellt. Bei den funf mit zwei
Applikatoren bestrahlten Tieren, wurde ein zweiter Zugang durch Punktion des
unteren medialen Rezessus geschaffen. Durch das Kanulenlumen konnte die

Lichtfaser nun sicher in die Gelenkhohle eingefuhrt werden (siehe Abb. 17).

Abb. 17: Einfihren des Applikators Uber die Kantle ins Gelenk.

Bei zehn Tieren erfolgte die Bestrahlung am eroffneten Kniegelenk. Hierzu
wurde medial parapatellar ein Hautschnitt gesetzt. Nach Freipraparieren der
Gelenkkapsel wurde diese ebenfalls medial parapatellar ertffnet, so dass die
einzelnen Gelenkstrukturen dargestellt und der Applikator an entsprechender

Stelle platziert werden konnten (siehe Abb. 18).
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Abb. 18:  Applikator zur Bestrahlung am eréffneten Gelenk beim Einbringen
in die Gelenkkapsel des Kaninchens.

Vor und nach Bestrahlung wurden die Gelenke mit Ringerlsung (B. Braun,
Melsungen) gespult. Am Ende der Operationen erfolgte die Versorgung der
Wunden durch Kapselnaht, Hautnaht und sterilen Verband. Tabelle 5 zeigt die

Verteilung der 38 Versuchstiere auf die verschiedenen Behandlungsregime.

kein
BPD-MA BPD-MA
el 180 J 4700 | 2x470J 470 J
Bestrahlung
Punktion 4 11 3 4
Mini-Arthrotomie - 4 1 1 4

Tabelle 5: Verteilung der Versuchstiere.

2.6 Fluoreszenzspektroskopie (LIF-System)

Zum indirekten Nachweis der BPD-MA-Konzentration im Gewebe der Gelenke
sowie der gelenknahen Haut wurden vor, wahrend und nach der Bestrahlung

semiquantitative Messungen der Sensibilisatorfluoreszenz (Laserinduzierte
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Fluoreszenz, LIF) durchgefuhrt. Zur Vereinfachung der Fluoreszenz-
bestimmungen im Bereich kleiner Gelenke wurde eine 90°-Fluoreszenzmess-
faser entwickelt, die Messungen senkrecht zum Faserverlauf erlaubt. Als
Fasertyp wurden Multimodefasern mit einem Kerndurchmesser von 300 um

verwendet. Abbildung 19 zeigt das Funktionsprinzip der beschriebenen Faser.

Abb. 19: Funktionsprinzip der 90°-Fluoreszenzmessfaser.

Als Anregungslichtquelle wurde ein Stickstoff-Farbstofflaser eingesetzt, dessen
Strahlung uber eine 400um Quarzfaser (CeramOptec, Bonn) und einen
Strahlteiler in die Messfaser gekoppelt wurde. Das Fluoreszenzlicht der Probe
lief in die Messfaser zurtck, wurde von dem Strahlteiler transmittiert und auf
den Spalt eines Monochromators abgebildet. Am Ausgang des
Monochromators wurde das Fluoreszenzspektrum mittels eines ,Optical
Multichannel Analysers“ (OMA), der aus einem Kanalplattenverstarker (MCP)
und einer Diodenzeile besteht, aufgezeichnet, digitalisiert und in einem
Computer gespeichert. Der Laser wurde mit einem Frequenzgenerator mit
20Hz gepulst. An den Frequenzgenerator war zusatzlich ein Pulsgenerator
(SI PG 10) angeschlossen, der den Kanalplattenverstarker ansteuerte.
Wahrend der Anregung, die nur einige Nanosekunden dauerte, wurde fur ca.
20ns eine Hochspannung an die Photokathoden des Kanalplattenverstarkers

angelegt. Durch diesen getakteten Betrieb konnte das Umgebungslicht weitest-
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gehend unterdrickt und das Signal-Rausch-Verhaltnis verbessert werden.

Abbildung 20 zeigt schematisch den Aufbau des Fluoreszenzspektrographen.

Frequenz- Pulsgenerator
generator

Stickstoff- | | Dye-
Laser || Laser |- > Laserpuls —A—
DLM 220

WVEL-337 ND .
Zeitfenster ——

Photodiodenzeile
+Kanalpl
verstarker
Mono-
Controller chromator
I
Rechner Messfaser —»
mit Software 7 L
Strahlteiler Filter
Corion LL 550-F-K-535 GG 4952 mm
(Laser Components) (Schott)
¥~ Probe
Griin: Elektrische Signalwege
Hellblau: Anregungslicht
Violett:  Anregungslicht und Fluoreszenzlicht
Rot: Fluoreszenzlicht

Abb. 20: Prinzipieller Aufbau des LIF-Systems.

Das distale Ende der Fluoreszenzfaser wurde neben dem zylindrischen
Lichtapplikator im oberen lateralen Rezessus positioniert (siehe Abb. 21). Um
die Spektren zu messen, wurde die Bestrahlung alle zwei bzw. funf Minuten
unterbrochen. Bei einigen Tieren wurden neben Haut und Synovialmembran

zusatzlich Fluoreszensspektren von Knorpel und Hoffa-Kérper aufgezeichnet.
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Abb. 21: Intraartikulare Fluoreszenzmessung.

2.7 Gewinnung der Proben

Nach Kontrolle der Wundheilung in den ersten Tagen wurden die Tiere nach
Wiurzburg verbracht, wo am siebten postoperativen Tag die Verbande entfernt
und die Tiere klinisch untersucht wurden. Im weiteren Verlauf erfolgte eine
tagliche Wundkontrolle, bevor die Tiere am 14. postoperativen Tag durch
intrakardiale Injektion von 5ml T 61 (Hoechst, Minchen) nach voran-
gegangener Anasthesie (siehe oben) geopfert wurden. Anschliefend wurden
die Kniegelenke fur die histologische Untersuchung in toto entnommen und
nach Entfernung des Fells in Formalinlésung fixiert. Abbildung 22 zeigt den

Versuchsablauf der Studie von der Sensibilisierung bis zur Opferung der Tiere.
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3 Wochen

—_—>
+ Yage
Intrakutane Sensibilisierung Intraartikulére Boosterinjektion
mit 0,6 ml HAAG und CFA 1:1 mit 0,5ml HAAG

Intravendse Injektion
von 2 mg/kg KG BPD-MA

/Stunden
/

Opferung der Tiere, Intraartikulare Bestrahlung
Entnahme der Proben und Fluoreszenzspektroskopie

Abb. 22: Behandlungsalgorhythmus des in der vorliegenden Studie beschriebenen
Tierversuchs.

Nach erfolgter Fixierung wurden aus den Kniegelenken Gewebeproben zur
histologischen Aufarbeitung gewonnen. Hierzu wurde das Gelenk durch einen
medialen parapatellaren Zugang erodffnet, die Patellarsehne distal durchtrennt
und die Patella nach lateral verlagert. Abbildung 23 zeigt ein derart prapariertes

Kniegelenk.

-48 -



Abb. 23: Ertffnetes Kaninchenkniegelenk vor Entnahme der Gewebeproben.

Von folgenden Geweben wurden Proben entnommen:
- oberer lateraler Rezessus

- oberer medialer Rezessus

- Patellarsehne

- Vorderhorn des Innenmeniskus

- Vorderhorn des AulRenmeniskus

- Knorpel (Patella und medialer Femurkondylus)

- Innenband

- vorderes Kreuzband

- Corpus adiposum infrapatellare
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Abbildung 24 zeigt schematisch die Lokalisation der entnommenen

Gelenkstrukturen.

Patella

Recessus Patella

suprapatellaris
(med.)

Recessus

A suprapatellaris

e (lat.)

Condylus med. femoris Lig. pateliae Corpus adiposum
: infrapatellare

Meniscus med. Meniscus lat.

Meniscus lat.

Lig. collaterale lat.
Lig. collaterale med. 9 med.

Lig. cruciatum
anterius

Abb. 24: Ubersicht iiber die Lokalisation der entnommenen Gewebeproben am
schematisch dargestellten Kaninchenknie.

2.8 Histologie

Zur histologischen Aufarbeitung wurden die fixierten Proben mit Hilfe eines
Einbettautomaten in Paraffin gebettet, anschlieBend geschnitten und mit
Hamatoxylin/Eosin (HE) bzw. Azan gefarbt. Knochen- und Knorpelproben
wurden vor dem Schneiden decalzifiziert.

Die Histologien wurden blind von 2zwei Untersuchern beurteilt, wobei
insbesondere nach synovialen Nekrosen, Entzindungsrektionen sowie

Schaden an Knorpel und Knochen gesucht wurde.

2.9 Fluoreszenzmikroskopie

2.9.1 Probengewinnung

Zur Bestimmung der BPD-MA-Anreicherung in den verschiedenen
Gelenkanteilen wurde ein Tier der Kontrollgruppe (Tier 28 in Tabelle 6) drei

Stunden nach intravendser BPD-MA-Gabe wie oben beschrieben geopfert und
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exartikuliert. Es wurden je 20 Gewebeproben von Synovialmembran, Muskel,
Gefald und Nerv entnommen.

Die Gewebe wurden mit Einbettmedium (Jung-Reichert, Cambridge Instruments
GmbH, NuRloch) auf Korkplattchen fixiert und sofort in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Mit Hilfe eines Kryostaten (FrigoCut 2800, Jung-Reichert,
Cambridge Instruments GmbH, NuBloch) wurden 10um und 20um dicke
Schnitte angefertigt und bis zur Aufnahme eingefroren. Alle angefuhrten
Arbeitsschritte wurden in dunkler Umgebung durchgefuhrt, um ein Ausbleichen
des BPD-MA zu minimieren.

Nach Entnahme der Gewebeproben fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde das
Kniegelenk in Formalinlosung fixiert um anschlieBend Gewebeproben der

ubrigen Gelenkstrukturen fur die histologische Untersuchung zu entnehmen.

2.9.2 Mikroskop

Das verwendete Mikroskop (Aristoplan, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar) erlaubt
neben der Fluoreszenzmikroskopie auch Hellfeld-, Dunkelfeld- und
Phasenkontrastmikroskopie.

Abbildung 25 illustriert schematisch den Aufbau des verwendeten
Fluoreszenzmikroskops. Das Anregungslicht passiert verschiedene Filter und
den Teilerspiegel, bevor es auf die Probe fallt. Das Fluoreszenzlicht passiert
Kurz- und Langpassfilter, bevor es das Okular bzw. den Photoausgang trifft. An

den Photoausgang ist eine Slow-Scan CCD-Kamera angeschlossen.
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Abb. 25: Schematische Darstellung des verwendeten Fluoreszenz-
mikroskops (Aristoplan) mit angeschlossener Anregungslampe,
CCD-Kamera und Bildverarbeitungseinheit.

2.9.3 Spektrograph

Zur spektralen Zerlegung des Fluoreszenzlichtes wurde ein Spektrograph
(Jobin-Yvon CP140, Instruments S. A., Grasbrunn) mit einem Spektralbereich
von 300 bis 1100 nm benutzt.

Der Spektrograph setzt sich aus einem Tubus zur Aufnahme von
Eingangsblenden, einem justierbaren Drehspiegel, einem konkaven
Fokussierspiegel mit holographisch aufgebrachtem Gitter sowie einer

Austrittsdffnung zusammen (vgl. Abb. 26).

-52-
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Abb. 26: Spektrograph CP-140 von Jobin-Yvon (Schemazeichnung).

Das durch den Eingangsspalt einfallende Licht wird mit Hilfe des justierbaren
Spiegels zentral auf den Gitterspiegel abgebildet. Hier wird es in seine
spektralen Bestandteile zerlegt und in eine Ebene in 25,83 mm Entfernung von
der Austrittsoffnung abgebildet. Am Ausgang des Spektrographen entsteht ein
Bild, das in horizontaler Richtung die spektrale Zerlegung eines Lichtpunktes
zeigt, der in einer bestimmten Hohe auf den Spalt fallt. Die Position auf dem
Spalt findet sich im Bild in vertikaler Richtung wieder, so dass sich die
entstehende Abbildung aus einer raumlichen und einer Wellenlangenachse
zusammensetzt. Die einzelnen Spektren liegen in vertikaler Richtung
,2ubereinandergeschichtet®, die Intensitat eines Punktes auf der horizontalen

Achse reprasentiert den Anteil einer bestimmten Wellenlange.

2.9.4 CCD-Kamera
Die verwendete Kamera (TE/CCD-512TK mit Kontroller ST138, Spectroscopy

Instruments, Gilching) erreicht eine theoretische Empfindlichkeit von einem
Elektron pro zwei absorbierten Lichtquanten. Das Funktionsprinzip einer CCD-
(charge-coupled-device) Kamera beruht auf der Umwandlung eines
Helligkeitsmusters in ein Ladungsmuster, Speicherung der Ladungsverteilung

auf einer lichtempfindlichen Flache und dem nachfolgenden Auslesen durch ein
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Verschieben dieser Ladungsverteilung zu einem Ausleseverstarker (siehe Abb.
27).

einfallendes Licht elektrischer Anschluf

Polysilizium Gate

Siliziumoxid

Yy v Vv Vv V¥
|@@@@@@l Silizium

Potentialsenke

Abb. 27: Aufnahmeprinzip CCD-Kamera.

2.9.5 Bispektrale Aufnahmen

Die Eigenfluoreszenz der untersuchten Gewebe Uberlagert die charakteristische
Fluoreszenzbande des BPD-MA bei 690nm wund fuhrt im Bild der
Sensibilisatorverteilung zu einer deutlichen Kontrastminderung. Durch Detektion
der Fluoreszenz in zwei Wellenlangenbereichen ist es moglich, diese
Eigenfluoreszenz weitgehend zu subtrahieren. Hierzu wurde fur jedes Praparat
ein Bild mit einem Roffilter (650nm) und eines mit einem Grunfilter (405nm < A
< 435nm) aufgenommen. Das Griunbild musste nun mit einem Korrekturfaktor
derart gewichtet werden, dass die Gewebefluoreszenz in beiden Wellenlangen
annahernd gleich war, um schlielich vom Rotbild subtrahiert zu werden (vgl.
Abb. 28).
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Rot-Bild Grin-Bild BPD-Fluoreszenz
Filter >650nm Filter 405-435nm

Probe

Gewebe-

Fluoreszenz BPD-Fluoreszenz

Abb. 28:  Korrektur des Fluoreszenzbildes durch Subtraktion der Autofluoreszenz am
Beispiel des Benzoporphyrin-Derivats.

Neben den beiden Fluoreszenzaufnahmen wurde eine Durchlichtaufnahme
angefertigt. Die Schnitte wurden im Anschluss an die Fluoreszenzaufnahmen
mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt und mit einem Diafilm (100 ASA) photografiert.
Erst mit Hilfe der HE-Schnitte ist eine genaue Zuordnung der Fluoreszenz zu

einzelnen Strukturen maoglich.

2.9.6 Messung von Emissionsspektren

Um quantitative Aussagen Uber die BPD-MA-Fluoreszenz zu erhalten, wurden
von allen Gewebeproben ortsaufgeloste Spektren in einem streifenformigen
Bereich gemessen. Fur die spektrale Zerlegung des auf den Eingangsspalt
abgebildeten Fluoreszenzlichtes wurde der Spektrograph zwischen den
Photoausgang des Mikroskops und die CCD-Kamera montiert. Die Lage des
Spaltes relativ zum aufgenommenen Bild wurde durch Testmessungen mit
einer scharfen Bildkante bestimmt. Die Wellenlangenachse wurde mit Hilfe des
bekannten Spektrums einer Quecksilber-Niederdrucklampe (Pen-Ray 6035,
L.O.T.-Oriel, Darmstadt) kalibriert, die Korrektur der spektralen Empfindlichkeit
von Spektrograph und CCD-Kamera erfolgte durch eine stabilisierte Halogen-
Wolfram-Lampe (Modell 63358, L.O.T.-Oriel, Darmstadt), deren absolutes
Spektrum bekannt ist.

Der Spektrographenspalt wurde nach Moglichkeit so gelegt, dass er den

Bereich der grofdten Rotfluoreszenz erfasste. Nach Aufnahme eines
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Spektralbildes (Abb. 29 links) lasst sich dieses in eine Spektrenschar
umformatieren, aus der man durch Angabe der Hohe bzw. Position auf dem

Spalt beliebige Spektren auswahlen kann (Abb. 28 rechts).

20
o x|

Wawvelength [nm]: 690.307 Intensity: 15.41665

W

600 625 650 675 700 725 750
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Abb. 29: Spektralbild (links) und Fluoreszenzspektrum (rechts) eines Gefal3schnittes.
Deutlich erkennbar ist die Fluoreszenz des BPD-MA Verteporfin bei 690 nm.

Zur Steuerung, Aufnahme und Auswertung der Bilder und Spektren wurde das
Programm WinView/WinSpec in der Version 1.3 B (Spectroscopy Instruments,

Gilching) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Arthritismodell

Drei Wochen nach der intrakutanen Immunisierung mit CFA zeigten neun Tiere
eine Schwellung im Bereich der Injektionsstellen zwischen den Schulterblattern.
Auf die Testung mit subkutaner IgG-Injektion reagierten alle Tiere mit einer
ausgepragten Hautreaktion. Das Ausmal} der Reaktion war unterschiedlich und
reichte von einfacher Schwellung bei drei Tieren bis hin zu einem 10mm
durchmessendem subkutanen Granulom bei einem Tier.

Bereits einen Tag nach intraartikularer Antigeninjektion zeigten sich erste
klinische Symptome in Form von Schwellung, Uberwarmung und
Druckschmerzhaftigkeit der behandelten Gelenke. Eine Ro6tung der
Kniegelenke wurde nicht beobachtet. Bei zwoIlf Tieren konnte eine
Schonhaltung der behandelten Extremitat registriert werden, die ebenso wie die
Schwellung bis zum Operationstag persistierte. Die unbehandelte Gegenseite
prasentierte sich klinisch bei allen Tieren unauffallig ohne Rotung, Schwellung
oder Erguss. Sowohl bei der intraoperativen Punktion am Operationstag als
auch bei der Eroéffnung zur Probengewinnung wies die Mehrzahl der
arthritischen Gelenke einen wasserklaren Erguss auf.

Das Ausmal® der Arthritisreaktion konnte anhand der histologischen
Auswertung von Gelenksanteilen bestimmt werden, die im weiteren Verlauf
nicht photodynamisch behandelt wurden. Dartber hinaus dienten die 14 Tiere,
die entweder nicht bestrahlt wurden oder keinen Photosensibilisator appliziert
bekamen, insofern als Kontrolle, als hier eine Beeinflussung der
Arthritisreaktion nicht zu erwarten war und auch nicht beobachtet wurde. Bei
Eréffnung der unbehandelten Gelenke war die Synovialis aufgrund ihres
geringen Ausmales makroskopisch kaum erkennbar. Auch Menisken und
Gelenkknorpel erschienen makroskopisch unverandert. Histologisch zeigte sich
die gesunde Synovialis mit einem wenige Schichten umfassenden Deckzellayer
Uberzogen, der vereinzelte Zellinfiltrate enthielt. Das darunter liegende

Bindegewebe war unauffallig und nicht vermehrt vaskularisiert.
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Im Vergleich zum humanen Gelenkknorpel enthalt der Gelenkknorpel von
Kaninchen mehr Zellen, die allerdings ebenfalls in Lakunen angeordnet sind.
Die Knorpeloberflache der arthritisinduzierten, aber nicht photodynamisch
behandelten Gelenke war intakt, die Knorpelzellen waren unauffallig.

Die makroskopische Inspektion der erdffneten Gelenke der Kontrollgruppe
(Tiere 1-3 und 28-38 in Tabelle 6) zeigte eine deutlich hypertrophe und gelblich
verfarbte Synovialis im Bereich des medialen und lateralen oberen Rezessus.
Menisken, Knorpeloberflache und Bandapparat stellten sich makroskopisch in
Farbe, Struktur und Konsistenz unverandert dar. Ferner ergab sich kein Hinweis
auf eine Entziindung oder Einblutung an den betroffenen Gelenken.

Die histologische Untersuchung zeigte eine ausgepragte Proliferation der
Synoviozyten, wobei der synoviale Deckzellayer 15-30 Zellagen aufwies. Des
Weiteren war eine massive zellulare Infiltration zu beobachten, die vorwiegend
aus Lymphozyten und Plasmazellen bestand. Das Bindegewebe war in der
Mehrzahl der Falle 6dematos verdickt, es fanden sich regelmafig und zum Teil
stark ausgepragte Gefalproliferationen. An den bradytrophen Geweben
Meniskus, Knorpel und Band konnten keine Veranderungen festgestellt werden.
Abbildung 30 zeigt eine Mikrophotographie mit den typischen Veranderungen

der Synovialmembran bei AlA.
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Abb. 30: Mikrophotographie der Synovialis bei IgG-induzierter Arthritis (Azan,
Vergr. 100:1). Neben der Verbreiterung des Deckzellayers zeigt sich
eine Hypervaskularisation und ein dichtes lymphoplasmatisches Infiltrat.

3.2 Intraoperative Fluoreszenzspektroskopie

Die praoperativen fluoreszenzspektroskopischen Messungen zeigten einen fur
BPD-MA charakteristischen Fluoreszenzpeak bei 690 nm. Die Autofluoreszenz
des Gewebes in diesem Wellenlangenbereich konnte vernachlassigt werden,
sie war vor allem im Bereich zwischen 530 und 600nm zu beobachten. Im
Verlauf der Bestrahlung verminderten sich die Fluoreszenzsignale mit
steigendender Gesamtlichtdosis kontinuierlich, so dass am Ende der
Bestrahlungszeit bei 490J praktisch keine Fluoreszenz mehr nachweisbar war
(vgl. Abb. 31).

Die Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 180J flhrte ebenfalls zu einer
sukzessiven Reduktion der Fluoreszenz, allerdings in geringerem Ausmafl} mit
niedrigem Fluoreszenzgipfel am Bestrahlungsende. Wahrend sowie nach der
Bestrahlung wurde keine zusatzliche Fluoreszenz im Bereich zwischen 530 und
600 nm detektiert.
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Intraarticular Fluorescence
(18.12.96, Kaninchen #1, Messfaser liegt neben Bestrahlungsapplikator)
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Abb. 31: Intraartikulare Fluoreszenzspekiren von bestrahltem Synovialgewebe,
aufgenommen vor, wahrend und nach der photodynamischen Behandlung.

Durch Ausrichtung der Messfaser auf verschiedene Gelenkstrukturen wurden
Spektren von Synovialmembran, Fettgewebe und Knorpel abgeleitet. Wahrend
die Fluoreszenz an allen Geweben mit steigender Lichtdosis abnahm, waren
deutliche Unterschiede der Intensitatsmaxima am Bestrahlungsbeginn zwischen
Synovialis und Knorpel- bzw. Fettgewebe bei 690nm zu beobachten (siehe
Abb. 32).
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(18.12.96, Kaninchen #3, Messfaser auf Knorpel und Hoffa aufgesetzt)
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Abb. 32: Intraartikulare Fluoreszenzspektren von Dbestrahltem Knorpel und
Fettgewebe, aufgenommen vor, wahrend und nach der photodynamischen
Behandlung.

3.3 Klinik

Nach Entfernung des Verbandes am siebten postoperativen Tag zeigte sich bei
15 der 34 operierten Tiere keine oder nur minimale Schwellung des
behandelten Kniegelenkes. Bei den ubrigen 19 Tieren wurde eine mallige
Gelenkschwellung beobachtet, wobei das Ausmal} der Schwellung weder mit
dem Operationsverfahren noch mit der Bestrahlungsdosis oder der
Hautreaktion korrelierte. Bei den drei nicht bestrahlten Tieren (1,2 und 3 in
Tabelle 6) fand sich eine vergleichbare, malig ausgepragte Schwellung. Die
Gelenke aller Tiere waren zu diesem Zeitpunk weder gerdtet noch
druckschmerzhaft. In der klinischen Untersuchung wurden keine Bewegungs-
einschrankungen oder Instabilitaten beobachtet. Samtliche Tiere belasteten die
operierten Hinterlaufe voll und wiesen einen normalen Allgemeinzustand auf.

Im Gegensatz zu den photodynamisch behandelten Tieren persistierten in der
nicht operierten Kontrollgruppe die ausgepragte Schwellung und die
Druckschmerzhaftigkeit des Kniegelenkes uber den gesamten

Versuchszeitraum ohne wesentliche Befundanderung.

-61-



3.4 Makroskopie

Bei der Praparation der behandelten Kniegelenke war die austretende
Synovialflissigkeit braunlich verfarbt. Die makroskopische Untersuchung der
Gelenke zeigte in einigen Fallen eine braunlich-rétliche Verfarbung der
Synovialis. An den Uubrigen Strukturen wie Knorpel, Menisken oder

Bandstrukturen waren keine morphologischen Veranderungen zu erkennen
(siehe Abb. 33).

Abb. 33:  Photographie eines Kaninchenkniegelen-
kes nach PDT mit BPD-MA. Wahrend die
Synovialis rotlich-braun verfarbt ist,
erscheinen Knorpel, Menisken und
Ligamente makroskopisch unverandert.

3.5 Histologie

Die intravendse BPD-MA-Applikation ohne nachfolgende Bestrahlung fuhrte im

Beobachtungszeitraum zu keiner makroskopisch oder mikroskopisch
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erkennbaren Veranderung der Gelenkstrukturen im Vergleich zur Gruppe der
ohne vorherige BPD-MA-Injektion bestrahlten Tiere. Auch die alleinige
Bestrahlung in Abwesenheit von Sensibilisatorsubstanz hatte keinen Einfluss
auf die Gelenkmorphologie.

Im Gegensatz dazu zeigten sich bei der photodynamischen Therapie mit einer
Gesamtdosis von 470J bzw. 2x470J bei sechs von neun behandelten Tieren
deutliche Effekte. Diese Effekte waren ausschlieflich in bestrahlten Regionen
anzutreffen und aulerten sich als teilweise oder vollstandige Ablosung der
Synovialis vom darunter liegenden Gewebe mit ausgepragter synovialer
Nekrose, die bis an das benachbarte Gelenkkapsel- und Muskelgewebe reichte.
Die derart veranderten Areale waren durch Verlust der Zellstruktur, pyknotische
Zellkernveranderungen sowie amorphe eosinophile Zelltrammer charakterisiert.
In einem Fall zeigte sich eine bis in die Muskulatur reichende und diese
miteinbeziehende Nekrose. Bei den drei ubrigen Tieren wurden ebenfalls
Nekrosen und Abldsung des synovialen Deckzellayers beobachtet, das Ausmafl}
dieser Veranderungen war jedoch deutlich geringer als in den zuvor genannten
Fallen.

Die photodynamische Therapie mit der niedrigeren Gesamtdosis von 180J
fuhrte bei 9 von 15 Tieren ebenfalls zu einer Nekrose der Synovialis. Im
Gegensatz zur Behandlung mit der hoheren Dosis (470J) war der hierbei
beobachtete synoviale Zellschaden jedoch qualitativ wie auch quantitativ weit
geringer ausgepragt. Bei den restlichen sechs Tieren aus dieser Gruppe fihrte
die photodynamische Therapie im Vergleich mit den Kontrolltieren nicht zu
signifikanten Veranderungen. Ebenfalls kein signifikanter Unterschied ergab
sich fur den Vergleich der Bestrahlung am er6ffneten Kniegelenk mit der

intraartikularen Lichtapplikation.
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Bei keinem der oben genannten Behandlungsregime fanden sich
makroskopische oder histopathologische Veranderungen an den bradytrophen
Gelenkstrukturen wie Knorpel, Meniskus, Sehne oder Band. Gelenkbereiche,
welche nicht bestrahlt wurden, wie z.B. der kontralaterale Rezessus, stellten
sich ebenfalls unverandert dar. Die folgenden Abbildungen zeigen
Mikrophotographien der verschiedenen Gelenkstrukturen nach

photodynamischer Therapie mit BPD-MA.

Abb. 34:  Mikrophotographie einer Synovialmembran aus
dem oberen Rezessus (Azan, Vergr. 100:1) nach
photodynamischer Therapie mit BPD-MA und einer
Lichtdosis von 470J. Bei sechs von neun Tieren
wurde eine selektive Nekrose der Synovialis
beobachtet, die bis an die darunter liegende
Muskulatur reichte.
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Abb. 35:

Mikrophotographie einer Synovialmembran aus dem
oberen Rezessus (Azan, Vergr. 200:1) nach
photodynamischer Therapie mit BPD-MA und einer
Lichtdosis von 180J. Im Vergleich mit Abb. 34 fallt
eine geringere Auspragung der Qualitat als auch des
Ausmalfles der Nekrose auf. Vergleichbare Befunde
wurden bei 9 von 15 Tieren erhoben.

Abb. 36:

Mikrophotographie eines Meniskuspréparates (Azan,
Vergr. 100:1) nach photodynamischer Therapie mit
BPD-MA und einer Lichtdosis von 2x470J.
Abgesehen von einer leichten Desquamation des
synovialen Uberzugs im Bereich der Meniskusbasis
zeigen sich keine histologischen Veranderungen.
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Abb. 37:  Mikrophotographie von Patellaknorpel (Azan,
Vergr. 200:1) nach photodynamischer Therapie mit
BPD-MA und einer Lichtdosis von 470J. Im
Vergleich zu den unbehandelten Gelenken der
Kontrolltiere fanden sich keinerlei Veranderungen.

Abb. 38:  Mikrophotographie eines  Quadrizepssehnen-
praparates (Azan, Vergr. 100:1) nach
photodynamischer Therapie mit BPD-MA und einer
Lichtdosis von 470J. Auch hier zeigt sich ein
unauffalliger histologischer Befund.
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Tabelle 6

zeigt

eine

Ubersicht

der

histologischen

Effekte

nach

photodynamischer Therapie in Abhangigkeit von Bestrahlungsart, Lichtdosis,

Sensibilisatorapplikation und Hautreaktion nach subkutaner HAAG-Injektion.

BPD-MA-Applikation

Tier | Haut- Dosis | OP | ob.med. | Muskel | Sehne | Meniskus | Knorpel | Band | Fett
reaktion Rezess.
1 + 0J P 0 0 0 0 0 0 0
2 ++ 0J P 0 0 0 0 0 0 0
3 ++ 0J P 0 0 0 0 0 0 0
4 ++ 180 J P 0 0 0 0 0 0 0
5 +++ 180 J P 0 0 0 0 0 0 0
6 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
7 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
8 ++ 180 J P 0 0 0 0 0 0 0
9 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
10 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
11 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
12 ++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
13 ++ 180 J P 0 0 0 0 0 0 0
14 +++ 180 J P + 0 0 0 0 0 0
15 ++ 180J |MA 0 0 0 0 0 0 0
16 +++ 180J |MA + 0 0 0 0 0 0
17 ++ 1804 | MA + 0 0 0 0 0 0
18 ++ 1804 | MA 0 0 0 0 0 0 0
19 + 470 J P ++ 0 0 0 0 0 0
20 ++ 470 J ++ + 0 0 0 0 0
21 ++ 470 J P + 0 0 0 0 0 0
22 ++ 4704 | MA + 0 0 0 0 0 0
23 +++ 2x470J | P ++ ++ 0 0 0 0 0
24 + 2x470J | P + 0 0 0 0 0 0
25 ++ 2x470J | P ++ 0 0 0 0 0 0
26 ++ 2x470J | P ++ 0 0 0 0 0 0
27 ++ 2x470J | MA ++ + 0 0 0 0 0
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BPD-MA-Applikation, Fluoreszenzmikroskopie

Tier | Haut- | o .o | op |OP-med. | Muskel | Sehne | Meniskus | Knorpel | Band | Fett

reaktion Rezess.

28 +++ 0J P 0 0 0 0 0 0

Keine BPD-MA-Applikation

Tier | Haut- | o .o | op |OP-med. | Muskel | Sehne | Meniskus | Knorpel | Band | Fett
reaktion Rezess.
29 ++ 470 J P 0 0 0 0 0 0 0
30 ++ 470 J P 0 0 0 0 0 0 0
31 ++ 470J P 0 0 0 0 0 0 0
32 +++ 470 J P 0 0 0 0 0 0 0
33 +++ 470 J P 0 0 0 0 0 0 0
34 ++ 470 J P 0 0 0 0 0 0 0
35 ++ 470J |MA 0 0 0 0 0 0 0
36 +++ 470J | MA 0 0 0 0 0 0 0
37 ++ 470J | MA 0 0 0 0 0 0 0
38 ++ 470J | MA 0 0 0 0 0 0 0

Tabelle 6: Zusammenstellung der Ergebnisse. Die Hautreaktion wurden von ,0“ (keine
Reaktion) Uber ,+* (leichte Schwellung) und ,++“ (starke Schwellung) bis
,~+++* (subkutanes Granulom) bewertet. Die histologischen Veranderungen
der einzelnen Gewebe wurden von ,0“ (keine erkennbare Reaktion) tber
.+ (erkennbare Veradnderung, oberflachliche Nekrose) bis ,++* (tiefe
/vollstandige Nekrose) beurteilt. Abkirzungen: P = Punktion, MA = Mini-
Arthrotomie, ob. med. Rezess. = oberer medialer Rezessus.

3.6 Fluoreszenzmikroskopie

Zur quantitativen Bestimmung und Lokalisation der BPD-MA-Fluoreszenz
wurden Emissionsspektren verschiedener Gewebe nach Sensibilisator-
applikation  aufgezeichnet. Es wurden Fluoreszenzbilder in zwei
Spektralbereichen, ein Durchlichtbild, ein Spektralbild sowie ein Bild nach HE-
Farbung aufgenommen. Das Subtraktionsbild entsteht durch Verrechnung der
bispektralen Aufnahmen.

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der BPD-MA-
Anreicherung in den untersuchten Geweben dargestellt und reprasentativ mit

Bildmaterial dokumentiert.
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3.6.1 Synovialis

In den Abbildungen 39.1-39.5 sind 20 um dicke Schnitte der Synovialmembran
dargestellt. Es handelt sich um ein Durchlichtbild (Abb. 39.1), eine Dia-
photografie desselben Schnittes nach HE-Farbung (Abb. 39.2), Rot- und
Grunaufnahme (Abb. 39.3 und 39.4) sowie das aus den beiden letztgenannten
Bildern errechnete Subtraktionsbild (Abb. 39.5). Die spektrale Zerlegung des
auf den im Subtraktionsbild markierten Spalt fallenden Lichtes ergibt das
Spektralbild (Abb. 39.6). Ein einzelnes Spektrum lasst sich mit Hilfe der
Software durch Cursorpositionierung auf einer beliebigen Spalthdhe darstellen
(Abb. 39.7).

Die Abbildungen zeigen einen Ausschnitt der Synovialmembran mit darunter
liegendem Muskel- und Bindegewebe. Das Subtraktionsbild Iasst eine deutlich
erhdhte Fluoreszenz im Bereich der Synovialmembran wie auch der
subsynovialen Muskulatur erkennen. Die Synovialmembran stellt sich in der
betrachteten Region sehr schmal dar, so dass eine Abgrenzung von der
Muskulatur schwierig ist. In der Mitte des Spaltes kommt Fluoreszenz von BPD-
MA-angereichertem Synovialgewebe zur Darstellung, weiter oben und weiter
unten ist die von BPD-MA-haltigem Muskelgewebe ausgehende Fluoreszenz
erkennbar. Entsprechend weist das Spektralbild bei 690 nm in Projektion auf die
Synovialis sowie die subsynoviale Muskulatur helle Areale auf, die sich im
einzelnen Spektrum als Fluoreszenzpeak aulern. In der Photografie des HE-
gerfarbten Schnittes lassen sich Synovialmembran und Muskulatur gut
differenzieren: Im Gegensatz zur Synovialmembran erscheinen die
Muskelfasern dunkler und geometrisch strukturiert.

Bereiche sehr groRer Fluoreszenzintensitat im Subtraktionsbild sind durch
Ubereinandergeschichtete Muskelfasern bedingt, da sich hierbei die von den
Zellen ausgehende Fluoreszenz addiert. In den HE-gefarbten Schnitten sind

diese Regionen als dunkel erscheinende Areale gut zu erkennen.
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Abb. 39.1: Synovialmembran, Durchlichtbild.

Abb. 39.3: Synovialmembran, Rot-Bild.

Abb. 39.2: Synovialmembran, HE (Dia).

Abb. 39.4: Synovialmembran, Grin-Bild.
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Abb. 39.5: Synovialmembran, Differenzbild. Abb. 39.6: Synovialmembran, Spektralbild.
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Abb.39.7: Synovialmembran, Spektrum.

3.6.2 Muskulatur
In den Abbildungen 40.1 bis 40.5 sind 20um starke Schnitte eines

Muskelpraparates dargestellt. Die Abfolge der verschiedenen Aufnahmen
entspricht der des oben Dbeschriecbenen Synovialpraparates. Die
(semiquantitative) Messung der Fluoreszenz des Muskelgewebes ergab im

Durchschnitt die grofdten Signale.
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Auffallend ist die strukturierte Verteilung der Fluoreszenz im Epi- und
Perimysium der Muskelfasern. Im Spektralbild aullert sich dieses
Anreicherungsverhalten in periodisch wechselnden Fluoreszenzintensitaten in
vertikaler Richtung im Bereich der BPD-MA-Fluoreszenz (690 nm). In den HE-
gefarbten Schnitten ist eine Verlagerung des Zytosols an die Zellwand
erkennbar (siehe Insert Abb. 40.2). Diese Artefakte sind Folge der
Schockgefrierung der Muskelproben und bedingen das oben genannte
Verteilungsmuster, da sich mit dem Zytosol auch der darin lokalisierte
Sensibilisator an die Zellwande anlagert.

Der helle Fleck in der oberen Halfte des Spektralbildes ist ebenfalls als Artefakt
anzusehen und resultiert aus ubereinandergeschichteten Muskelfasern. An
diesen Stellen addiert sich die Fluoreszenz der einzelnen Zellen und fuhrt zu
falsch hohen Signalen. Eine ahnliche Ursache hat auch die erhdhte
Fluoreszenz im Randbereich des Praparates, wo es durch Umschlagen oder
Aufrollung des Schnittes ebenfalls zu einer Vervielfachung der Signale kommt.
Mit Hilfe der Durchlicht- und HE-gefarbten Bilder lassen sich solche Stellen
leicht identifizieren und bei der Auswertung entsprechend bertcksichtigen.
Abwechselnde Zonen intensiverer und schwacherer Fluoreszenz im
Subtraktionsbild lassen sich auf Bereiche verdichteter und
auseinandergezogener Zellverbande zurtckfuhren. Auch dies lasst sich bei

Betrachtung des HE-Schnittes leicht nachvollziehen.
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Abb. 40.1: Muskel, Duchlichtbild.

Abb. 40.3: Muskel, Rot-Bild.

Abb. 40.2: Muskel, HE (Dia).

Abb. 40.4: Muskel, Griin-Bild.
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Abb. 40.5: Muskel, Differenzbild. Abb. 40.6: Muskel, Spektralbild.
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Abb. 40.7: Muskel, Spektrum.

3.6.3 Gefaly

Die Abbildungen 41.1 bis 41.5 zeigen eine quer angeschnittene Arterie. Die
Schnittstarke betragt ebenfalls 20um, die Reihenfolge der Abbildungen
entspricht Kap. 3.4.1.
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Verglichen mit dem umgebenden Muskel- und Bindegewebe zeigen die
GefaRwande keine vermehrte Fluoreszenz, eine ausgepragte BPD-MA-
Anreicherung hat somit nicht stattgefunden.

Das Griunbild weist im Bereich kurzerer Wellenlangen eine vermehrte
Fluoreszenz im Bereich der Intima und Adventitia auf. Diese Fluoreszenz
entspricht der  Autofluoreszenz des Gewebes im sichtbaren
Wellenlangenbereich und hat seine Ursache im sogenannten ,cross-linking“ von
Aminosauren der Kollagen- bzw. Elastinfasern. Unter ,cross-linking“ versteht
man die Kreuzvernetzung von Molekularketten zu einem dreidimensionalen
Netzwerk.

Das Spektralbild weist auf eine geringfugig erhohte BPD-MA-Konzentration im
Bereich der Intima hin. Der entsprechende Leuchtfleck (Fadenkreuz in Abb.
39.6) liegt bei 690nm auf der Wellenlangen- (x-) Achse. Im Subtraktionsbild
sind die korrelierenden hellen Punkte entlang des Endothels zu erkennen.

Das im Spektralbild breite, nach rechts verschobene Fluoreszenzband liegt
oberhalb der Wellenlange von 700 nm und ruhrt somit nicht von einer BPD-MA-
Anreicherung her. Es ist vor allem an Stellen zu beobachten, an denen sich
kein Gewebe befindet, insbesondere intravasal. Dem gesamten Signal
uberlagert ist ein Hintergrund, der von kurzeren Wellenlangen zu langeren hin
zunimmt. Dieser Hintergrund l|asst das ohnehin nur schwach BPD-MA-
angereicherte Gewebe kaum hell hervortreten. Mit Hilfe der spektralen Analyse
und dem hier zu beobachtendem Fluoreszenzpeak bei 690 nm Iasst sich eine
BPD-MA-Fluoreszenz jedoch sicher nachweisen.

Anhand der Photografie des HE-gefarbten Schnittes kann der Wandaufbau des
GefalRes gut nachvollzogen werden. Die auch in diesen Aufnahmen,
insbesondere im Griin-Bild, erkennbaren Bereiche sehr starker Fluoreszenz
sind wiederum als Artefakte zu werten, verursacht am ehesten durch Schmutz

auf dem Objekttrager.
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Abb. 41.1: Gefal3. Durchsichtbild. Abb. 41.2: Gefal3, HE (Dia).

Abb. 41.3: GefaR3, Rot-Bild. Abb. 41.4: Gefal3, Grin-Bild.
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Abb. 41.5: Gefal, Differenzbild. Abb. 41.6: Gefal3, Spektralbild.
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Abb. 41.7: Gefal3, Spektrum.

3.6.4 Haut

Auf den Abbildungen 42.1 bis 42.5 ist ein Hautpraparat mit Epidermis, Dermis,
Subkutangewebe, Driusen und Haarfollikeln zu sehen. Die
Fluoreszenzmikroskopien zeigen eine vermehrte BPD-MA-Anreicherung im

Bereich der Haarbalge und insbesondere im Bereich der Drisen. Im
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Subkutangewebe wie auch in der Epidermis wurde hingegen keine Fluoreszenz
beobachtet.

Abb. 42.1: Haut, Durchsichtbild. Abb. 42.2: Haut, HE (Dia).

Abb. 42.3: Haut, Rot-Bild. Abb. 42.4: Haut, Grin-Bild.
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Abb. 42.5: Haut, Differenzbild. Abb. 42.6: Haut, Spektralbild.

T —— ) T T T T
600 625 650 675 700 725 750
Wavelength [nm]

Abb. 42.7: Haut, Spektrum.

3.6.5 Sehne

Im Sehnengewebe war keine Sensibilisatoranreicherung nachweisbar. Die im
Differenzbild (Abb. 43.5) am Praparatrand erkennbare Fluoreszenz erklart sich
beim Vergleich mit der HE-Aufnahme aus an diesen Stellen vorhandenem

Synovialgewebe.
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Abb. 43.1: Sehne, Durchsichtbild.

Abb. 43.3: Sehne, Rot-Bild.

Abb. 43.2: Sehne, HE (Dia).

Abb. 43.4: Sehne, Grin-Bild.
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Abb. 43.5: Sehne, Differenzbild. Abb. 43.6: Sehne, Spektralbild.

T 1 T T T T T
600 625 650 675 700 725 750
wawvelength [nm]

Abb. 43.7: Sehne, Spektrum.

3.6.6 Nerv

Die Abbildungen 44.1 bis 44.5 zeigen einen langsgeschnittenen peripheren
Nerven mit anhangendem Fett- und Bindegewebe. Wahrend das
Nervengewebe keine Anreicherung aufweist, zeigt sich eine maRige
Fluoreszenz des Perineuriums und des Fettgewebes. Das Spektralbild zeigt auf

der linken - dem Nervengewebe entsprechenden - Seite kein Signal, die
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schmale Bande in der Bildmitte entspricht dem Perineurium, das breite Band

rechts dem Fett- bzw. Bindegewebe.

Abb. 44.1: Nerv, Durchsichtbild. Abb. 44.2: Nerv, HE (Dia).

Abb. 44.3: Nerv, Rot-Bild. Abb. 44.4: Nerv, Griin-Bild.
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Abb. 44.5: Nerv, Differenzbild. Abb. 44.6: Nerv, Spektralbild.

600 625 650 675 700 725 750
wWavelength [nm]

Abb. 44.7: Nerv, Spektrum.

3.6.7 Meniskus

Auch im Gewebe des Meniskus kam es nicht zur Anreicherung von BPD-MA,
wie das Differentialbild (Abb. 45.5) belegt. Die hellen Bereiche entsprechen
wiederum den angrenzenden Strukturen und lassen sich im HE-gefarbten Bild

als Synovial- und Bindegewebe identifizieren.

-83-



Abb. 45.1: Meniskus, Durchsichtbild.

Abb. 45.3: Meniskus, Rot-Bild.

Abb. 45.2: Meniskus, HE (Dia).

Abb. 45.4: Meniskus, Grin-Bild.
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Abb.45.5: Meniskus, Differenzbild. Abb. 45.6: Meniskus, Spektralbild.

T T T T T T T
600 625 650 675 700 72h 750
wavelength [nm]

Abb. 45.7: Meniskus, Spektrum.

3.7 Fluoreszenzspektroskopische Messungen

Zur Beurteilung der Selektivitat der BPD-MA-Anreicherung einzelner
Gelenkstrukturen wurden die Signalintensitaten bei der Emissionswellenlange
von BPD-MA (690 nm) erfasst und Uber alle Werte des betreffenden Gewebes
gemittelt.
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Bei den untersuchten Praparaten ist ein unterschiedlich ausgepragter
Hintergrund vorhanden, der von kurzeren zu langern Wellenlangen zunimmt
und somit die Ergebnisse verfalscht. Um dadurch entstehende Fehler zu
minimieren, wurde jeweils der Mittelwert der Signalintensitaten unter- bzw.
oberhalb der BPD-MA-Fluoreszenz ermittelt und anschiefend vom BPD-MA-
Signal subtrahiert. Die Messungen wurden nur an denjenigen Geweben
durchgefuhrt, die bei der oben genannten Fluoreszenzmikroskopie eine
Sensibilisatoranreicherung zeigten (Synovialis, Muskulatur, Gefal3, Haut). Die
Signalintensitaten sind in Counts angegeben. Folgende Tabelle zeigt die

Ergebnisse der Messungen:

Synovialis Muskulatur Gefal Haut
Signal bei Signal bei Signal bei Signal bei

Schnitt Nr. 690nm Schnitt Nr. 690Nnm Schnitt Nr. 690Nnm Schnitt Nr. 690nm
1 15.2 1 17.2 1 12.2 1 10.2

2 16.3 2 17.5 2 14.9 2 11.3

3 16.9 3 16.7 3 13.2 3 9.5

4 15.2 4 16.8 4 12.7 4 11.1

5 17.4 5 17.9 5 14.2 5 9.8

6 15.9 6 19.1 6 16.3 6 11.6

7 15.3 7 17.1 7 14.6 7 9.4

8 13.0 8 16.3 8 15.2 8 13.6

9 17.7 9 15.0 9 16.7 9 11.3
10 17.9 10 17.4 10 17.1 10 12.7
11 16.4 11 15.7 11 13.0 11 12.0
12 18.2 12 16.8 12 12.8 12 12.9
13 16.8 13 17.3 13 14.5 13 104
14 17.6 14 18.9 14 15.9 14 114
15 17.5 15 17.6 15 16.4 15 12.2
Mittelwert ~ 16.5 Mittelwert ~ 17.1 Mittelwert  16.6 Mittelwert  11.3

Sta_ndard- 14 Sta_ndard- 10 Sta_ndard- 16 Sta_ndard- 13

abweichung abweichung abweichung abweichung

Tabelle 6: Ergebnisse der fluoreszenzspektroskopischen Messungen der Gewebe
Synovialis, Muskulatur, Gefafl3 und Haut.
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4. Diskussion

Die chronische Polyarthritis ist eine schwere Erkrankung des rheumatischen
Formenkreises, die mit anhaltenden Schmerzen einhergeht und zu
Bewegungseinschrankungen, Gelenkdestruktionen, Verlust an Lebensqualitat,
Arbeitsunfahigkeit sowie verkurzter Lebenserwartung fuhrt. Die durch sie
verursachten Kosten bedeuten eine erhebliche Belastung fur das
Gesundheitssystem.

In der Behandlung der chronischen Polyarthritis steht die medikamentdse
Therapie an erster Stelle. Bei vielen Patienten fuhren die eingesetzten
Medikamente jedoch nicht zu einer ausreichenden Beschwerdebesserung und
nicht selten missen sie aufgrund ihrer Nebenwirkungen abgesetzt werden. In
diesen Fallen kommen rheumachirurgische Mallnahmen wie Synovektomie,
Arthroplastik, Arthrodese oder Gelenkersatz in Betracht.

Die Synovektomie ist ein etabliertes Verfahren in der orthopadischen

Rheumatologie "

. Sie kann zwar die Krankheitsursache nicht beseitigen,
jedoch das Substrat, die Synovialis als Ausgangsort der entzindlichen
Veranderungen, aus dem Gelenk entfernen. Die bisher zur Verfugung
stehenden Methoden weisen jedoch eine Reihe von Nachteilen auf, die ihren
Einsatz limitieren und dartber hinaus eine Anwendung an den besonders haufig
betroffenen kleinen Gelenken der Finger und Zehen nicht erlauben 122,

Die prinzipielle Durchfuhrbarkeit einer photodynamischen Synovektomie mit den
Photosensibilisatoren Photosan3 und Verteporfin konnte in vorhergehenden
Untersuchungen am Tiermodell bereits gezeigt werden ['"*'7°!. Vor dem Beginn
klinischer Studien muss sichergestellt sein, dass die Behandlung nicht zur
Schadigung wichtiger Gelenkstrukturen wie Knorpel oder Bandern fuhrt. Aus
diesem Grund untersuchten wir an einem Arthritistiermodell den Effekt
unterschiedlicher  Lichtdosen und  Bestrahlungsmodalitaten auf die
Synovialmembran und die benachbarten Gewebe.

Eine fur die klinische Anwendung der photodynamischen Therapie schwierig zu
realisierende aber dringend zu fordernde Voraussetzung ist die Verfugbarkeit
einer suffizienten Dosimetrie. Nur so kann ein reproduzierbarer

Behandlungserfolg garantiert und eine Uberdosierung vermieden werden. Zu
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diesem Zweck entwickelten wir ein System zur intraoperativen
Fluoreszenzmessung, mit dessen Hilfe eine indirekte Aussage Uber die
Anreicherung und das Ausbleichen des Photosensibilisators und damit der zu

applizierenden Lichtdosis getroffen werden kann.

4.1 Tiermodell

FiUr den Einsatz und die Weiterentwicklung von Tiermodellen fir die chronische
Polyarthritis gibt es vor allem zwei Beweggrunde. Zum einen dienen sie der
Aufklarung der bisher nur teilweise bekannten Atiologie und Pathogenese der
Krankheit, andererseits sind sie unverzichtbar fur die Entwicklung und Testung
neuer Therapeutika.

Ein ideales Tiermodell sollte fiir diese Zwecke eine mdglichst groRe Ahnlichkeit
zur chronischen Polyarthritis aufweisen, einfach zu handhaben und gut
reproduzierbar sein ®”. Den Voraussetzungen entsprechend lassen sich drei
Gruppen von Arthritismodellen unterscheiden. Naturlich vorkommende und
experimentell reproduzierbare Arthritiden, immunologische Arthritismodelle
sowie banale Arthritismodelle ['"®!.

Die beiden am besten untersuchten Arthritismodelle sind die Adjuvansarthritis
der Ratte """ und die Antigeninduzierte Arthritis (AlA) des Kaninchens %%, Die
Adjuvansarthritis besticht auf den ersten Blick durch ihre einfache
Durchfuhrbarkeit, weist jedoch in Verlauf, Morphologie und Immunologie nur
sehr begrenzte Ubereinstimmungen mit der chronischen Polyarthritis auf 71781,
Demgegenluber wird die durch intraartikulare Antigenapplikation bei
immunisierten Kaninchen hervorgerufene AlA von der Mehrzahl der Autoren als

[179-185] " Deutliche

Modell fur die chronische Polyarthritis favorisiert
Ubereinstimmungen zeigen sich hierbei im histologischen Bild der chronischen
Synovialitis mit villdser Hyperplasie, Makrophagen-, Lymphozyten- und
Plasmazellinfiltration, in der Ausbildung lymphatischer Sekundarfollikel und in
der Pannusbildung mit erosiven Veranderungen an Knorpel und Knochen
[186:187]  Neben diesen morphologischen existieren eine Reihe funktioneller
Gemeinsamkeiten wie Antikérper- und Lymphokinproduktion oder die
Ablagerung von Immunkomplexen und Komplement im Gelenkknorpel. Wie die

chronische Polyarthritis auch ist die AIA — im Gegensatz zu anderen
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tierexperimentellen Arthritismodellen — ein im wesentlichen durch T-Zellen
vermittelter Prozess *°!.

Die auffalligsten Unterschiede der AIA zur chronischen Polyarthritis des
Menschen sind die Beschrankung der Arthritis auf das induzierte Gelenk, das
Fehlen eines schubweisen Verlaufs sowie das Fehlen extraartikularer
Manifestationen wie Rheumafaktoren und Rheumaknoten 7.

Auler an Kaninchen lasst sich eine derartige Arthritis auch an Mausen,
Meerschweinchen und Ratten induzieren. In der vorliegenden Studie sollten
arthritische Gelenke nach Sensibilisatorapplikation intraartikular bestrahlt
werden. Das Modell der AIA am Kaninchenknie bietet hierflr entscheidende
Vorteile:

- Die Kniegelenke von Kaninchen entsprechen in ihren Ausmalien etwa den
menschlichen Fingergelenken. Wahrend die Fingergelenke
Hauptmanifestationsort der chronischen Polyarthritis sind, ist ihre operative
Versorgung mit herkdmmlichen Methoden bisher unbefriedigend. Da im
Rahmen der Studie Bestrahlungsapplikatoren fur die intraartikulare
Anwendung entwickelt wurden, waren zudem realistische GréRenverhaltnisse

erwunscht.

- Das morphologische Bild der Synovialitis entspricht bei diesem Modell
weitgehend dem der chronischen Polyarthritis "1 Die entziindlich veranderte
Gelenkinnenhaut ist Ausgangspunkt der Gelenkzerstérung und ihre selektive
Zerstérung war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

- Die Synovialmembran gesunder Kaninchen ahnelt in ihrer Ultrastruktur

weitgehend derjenigen des Menschen "8l

Eine Beurteilung des
Therapieerfolges lasst sich somit leichter auf die Verhaltnisse beim Menschen

ubertragen.

- Durch den Vergleich mit der unbehandelten Gegenseite bei der unilateralen
AlA besteht gegenuber anderen Modellen eine bessere

Quantifizierungsméglichkeit der arthritischen Gelenkveranderungen 9.

- Im Gegensatz zu Mausen und Ratten kann bei Kaninchen eine grolere

Menge an Untersuchungsmaterial gewonnen werden.
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Das von Reichel modifizierte und in unseren Versuchen eingesetzte Modell der
AIA verwendet als Proteinantigen hitzeaggregiertes humanes 1gG "4, Da sich
dieses Modell bereits in der vorangegangenen Studie bewahrt hatte, wurde es
auch hier verwendet '"*. Die Durchfilhrung der Immunisierung entsprach dem
von Harlow und Lane publizierten ,Standard immunization protocol for rabbits®
[189].

Nach Broderson fuhrt die Verteilung der Immunisierungsdosis auf mehrere
subkutane Injektionsstellen zu einer verminderten Entstehung moglicherweise
schmerzhafter Entziindungsreaktionen. Daruber hinaus bedingen multiple
Injektionen eine ausgepragtere Antigenprasentation sowie die Beteiligung einer
groReren Anzahl an Lymphknoten mit dem Ergebnis einer vermehrten
Antikdrperproduktion [19%-192],

Bei der Inspektion der Injektionsstellen zur subkutanen Immunisierung zeigten
sich bei einigen Tieren Granulome von bis zu 20 mm Durchmesser. Nach Stills
und Bailey finden sich bei Injektionsmengen von 0,05 bis 0,1ml
Immunisierungslésung regelmaRig Granulome dieser GroRe %% Die
beobachteten Hautreaktionen schienen nicht druckschmerzhaft zu sein und
wiesen auch sonst keine Entzindungszeichen auf, so dass eine sekundare
bakterielle Infektion mit groRer Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden
konnte 194,

Die am 21. Tag durchgefuhrte intrakutane IgG-Injektion hatte in allen Fallen
eine deutlich ausgepragte Hautreaktion zur Folge. Nach Brouilhet et al. sowie
Menhard und Dion korreliert die mit dem Hauttest nachgewiesene
zellvermittelte Immunreaktion gegen das Fremdeiweil3 mit dem Schweregrad
der Synovialitis ['%"%!. Bereits am Folgetag der intraartikularen Antigeninjektion
war eine Schwellung der behandelten Kniegelenke mit Ergussbildung und
Druckschmerzhaftigkeit zu beobachten. Einige der Gelenke waren im Vergleich
zur unbehandelten Gegenseite Uberwarmt, im Gegensatz zu den
Beschreibungen von Brauer wurde jedoch keine Roétung festgestellt '8¢,
Fredriksson untersuchte in einer unserem Tiermodell vergleichbaren Studie
verschiedene klinische Parameter nach Arthritisinduktion an Knie- und
Kiefergelenken von Kaninchen. Er  registrierte Hauttemperatur,

Gelenkschwellung, Stress, Korpertemperatur und Druckschmerzhaftigkeit der
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Gelenke. Von diesen Parametern war allein die Gelenkschwellung ein sicheres
Zeichen der Entzindungsreaktion. Wie in unserer Untersuchung auch trat die
Schwellung fruh nach intraartikularer Antigeninjektion auf, hier am zweiten Tag.
Als Ursache der Schwellung vermutet Fredriksson ein Synovia- und

Bindegewebsddem ['%7]

. Puschel fihrt diese frihen Veranderungen auf eine
Arthusreaktion zurlick, die auf einer lokalen Immunkomplexbildung zwischen
dem intraartikular applizierten Antigen, den durch die Immunisierung induzierten
und im Uberschuss vorhandenen zirkulierenden Antikérpern sowie Komplement

beruhe P71,

Die Histopathologie dieser fruhzeitig wieder abklingenden
Arthusreaktion in der Synovialis ist ausflhrlich beschrieben worden.
Kennzeichnend sind Thrombovaskulitis, Odem, Komplement-aktivierung,
Granulozyteninvasion und Fibrinablagerung 81981,

Bei der histologischen Beurteilung der nach Arthritisinduktion nicht weiter
behandelten Gelenke am Versuchsende zeigte sich eine stark hyperplastische
synoviale Deckzellschicht mit ausgepragter lymphozytarer und plasmazellularer
Infiltration. Es fanden sich auRerdem in erhdhtem Ausmaly Gefaldsprossungen,
granulozytare und monozytare Infiltrate sowie vermehrt Makrophagen. Diese
Befunde entsprechen den Reaktionen, die Brauer ab der dritten Wochen nach
Antigenapplikation beschreibt. Dreher fand vergleichbare histopathologische
Veranderungen Dbereits ab dem vierten Tag nach intraartikularer
Antigeninjektion %1, Aufgrund des Fehlens einer ausgepragten granulozytaren
Infiltration in den Histologien und der oben erwahnten unauffalligen klinischen
Befunden konnten wir eine iatrogene, bakterielle Arthritis als Ursache der
beschriebenen Reaktion ausschlielen.

Auffallend war eine deutliche Variabilitat in der Auspragung der genannten
Veranderungen. So reichte z.B. die reaktive Proliferation der Synoviozyten von
einer wenige Zellagen betragenden Deckzellschicht bis hin zur ausgepragten
villdsen Hyperplasie. Menard und Dion erklaren diese Beobachtung durch eine
unterschiedliche allergische Reaktionsbereitschaft von Kaninchen und sprechen
in diesem Zusammenhang von ,low respondern® und ,high respondern® 1'%,

Ein grolder Vorteil der AlA gegenuber den meisten anderen Arthritismodellen ist
ihre ausgepragte Chronizitat. So wurde ein Andauern der Arthritis von bis zu

drei Jahren beobachtet ?°?. Die Ursache dieser der Chronizitat ist unklar. Als
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mdgliche Erklarungen werden eine Antigenpersistenz im Gelenk ©3'%  die
Induktion einer zellvermittelten Immunitat gegen das verabreichte Antigen im
Sinne einer Autoimmunreaktion ?°" sowie der Einfluss von Histokompatibilitats-
antigenen diskutiert ?°2. Auch das Freund-Adjuvans tragt durch die protrahierte
Antigenfreisetzung aus seinem Ol-Depot entscheidend zur fortwahrenden
Entziindungsreaktion bei ['87:19%],

Wahrend die weiter oben beschriebene Arthusreaktion bereits am dritten Tag
wieder abklingt, findet sich schon nach etwa drei Wochen das Vollbild einer
chronischen Synovialitis. Von diesem Punkt an verandert sich das histologische
Bild in den nachsten Monaten kaum !""®. In Anlehnung an diese Befunde
wurden die Tiere in der vorliegenden Studie drei Wochen nach intraartikularer
Boosterung operiert, da zu diesem Zeitpunkt die starkste synoviale Reaktion zu
erwarten war 71,

Die AIA gilt in der Literatur als dasjenige Modell, welches morphologisch die
groBte Ahnlichkeit zur chronischen Polyarthritis aufweist °"2°"1. Wie alle zur Zeit
bekannten Arthritismodelle ist allerdings auch die AIA nicht in der Lage, alle
Eigenschaften der chronischen Polyarthritis zu imitieren. So manifestiert sich
die Arthritis nur in induzierten Gelenken und es treten keine extraartikularen
Symptome wie z.B. Rheumaknoten auf. Der fur die chronische Polyarthritis
typische schubweise Verlauf oder eine Progredienz der Symptome sind im
Modell ebenfalls nicht zu beobachten. Auch durch das schnelle Auftreten der
entzindlichen Gelenkveranderungen innerhalb einiger Wochen unterscheidet
sich die AIA deutlich vom Verlauf der chronischen Polyarthritis des Menschen.
Die spate ,ausgebrannte® Phase der chronischen Polyarthritis ist durch ein
Sistieren der Synovialitis und eine zunehmende Fibrosierung des Gewebes
gekennzeichnet. Die zur Verfugung stehenden Arthritismodelle dagegen sind
eher mit frihen, aktiven Stadien zu vergleichen 2% Da die hier
beschriebene photodynamische Therapie prinzipiell einer Synovektomie
entspricht und ebenso wie herkdmmliche chirurgische Synovektomien die
besten Ergebnisse in frihen Erkrankungsstadien erwarten lasst, stellt dieser
Umstand jedoch keinen Nachteil dar.

Zusammenfassend muss bei der Bewertung aller zur Zeit existierenden

Arthritismodelle die begrenzte Ubertragbarkeit vom Tier auf den Menschen
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beachtet werden ?*°!. Solange die Pathogenese der chronischen Polyarthritis
nicht verstanden ist, kann es kein ideales Tiermodell geben. Doch auch die
Existenz eines solchen Modells ware nicht in der Lage, klinische Studien zu
ersetzen, da prinzipiell von einer begrenzten Ubertragbarkeit der Ergebnisse
von einer Spezies auf eine andere (Tier — Mensch) ausgegangen werden muss
2081 'Um konkrete Aussagen Uber die Wirkung der photodynamischen Therapie
auf den Verlauf der chronischen Polyarthritis machen zu konnen, bleibt somit

letztlich nur der klinische Versuch.

4.2 Photodynamische Therapie

Bereits um die Jahrhundertwende erstmals beschrieben, erlangte die
photodynamische Therapie erst in den achtziger Jahren durch die zunehmende
Verfugbarkeit geeigneter Laser eine gewisse Verbreitung. Neben ihrem Einsatz
im Rahmen der Onkologie erweitert sich das Indikationsspektrum der
photodynamischen Therapie in letzter Zeit verstarkt in den nicht-onkologischen
Bereich.

Die pathologischen Veranderungen der Synovialmembran bei der chronischen
Polyarthritis ahneln in vielerlei Hinsicht soliden Neoplasien, insbesondere in
Bezug auf Zellhyperproliferation und Neovaskularisation *°"). Nach den Erfolgen
der photodynamischen Therapie in der Tumorbehandlung lag es also nahe, ihre
Wirksamkeit bei der chronischen Polyarthritis zu untersuchen. Der
photodynamische Effekt bei der Tumorbehandlung lasst sich durch zwei
verschiedene Mechanismen erklaren: Durch direkte Zytotoxizitat sowie durch
Bildung von Thromben und Unterbrechung der Tumorvaskularisierung mit der
Folge einer ischamischen Nekrose des neoplastischen Gewebes. In welchem
Ausmald diese Effekte bei der photodynamischen Therapie der chronischen
Polyarthritis zum Tragen kommen ist bisher weitgehend ungeklart.

Obwohl sich die klinische Anwendung der photodynamischen Therapie zur
Behandlung verschiedener Krankheiten auf den ersten Blick sehr einfach
darstellt, ergeben sich derzeit noch gro3e Schwierigkeiten aus der Vielzahl der
in einer Therapieplanung zu beachtenden Parameter. Hierzu zahlen unter
anderem die

- Auswahl eines geeigneten Photosensibilisators
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- Gesamtdosis des Sensibilisators

- Zeitspanne zwischen Sensibilisatorapplikation und Bestrahlung
- Wahl der Lichtquelle

- Gesamtlichtdosis

- Lichtdosisrate

- Wellenlange des verwendeten Lichts

- Art der Lichtapplikation.

Aufgrund der Komplexitat synovialer Gelenke ergeben sich fur die
intraartikulare Anwendung der photodynamischen Therapie zusatzliche
Probleme. So ist der behandelte Bereich nicht einsehbar, geometrisch kaum
berechenbar und aus verschiedenen Geweben wie Knorpel, Bandstrukturen
und Synovialis zusammengesetzt, von denen nur letzteres therapiert, die
ubrigen maéglichst ausgespart werden sollen. In einer 1999 erschienenen Arbeit
untersucht Descalle die Geometrie dilatierter Kaninchenkniegelenke mittels
dreidimensionaler Magnetresonanztomographie. Die Anatomie der Gelenkhohle
konnte in einer virtuellen Umgebung untersucht und ein geometrisches Modell
entwickelt werden. Im Gegensatz zu anderen Modellen wurde hierbei die
Gelenkhohlenwand inklusive der Synovialmembran dargestellt. Mittels ,Rapid
Prototyping“ (Verfahren zur schnellen Erstellung eines Prototypen aus einem
3D-CAD-Datenmodell) entwickelte der Autor schlieBlich ein physikalisches
Modell, an dem Lichtmessungen durchgefuhrt werden konnten. Drei
Gelenkraume scheinen nach diesen Messungen fur die Einbringung eines
Lichtleiters zur intraartikularen photodynamischen Therapie bei chronischer
Polyarthritis geeignet. Der grof3te Raum entspricht dabei dem in unseren
Versuchen verwendetem oberen Rezessus, die beiden Ubrigen befinden sich

dorsal im Bereich der Femurkondylen 2%,

4.3 Vorarbeiten

Die vorliegende Studie basiert auf einer Reihe von Vorarbeiten. In
Zellkulturexperimenten mit humanen Synovialfibroblasten vom Typ Il und Il von
Patienten mit chronischer Polyarthritis wurde die Wirksamkeit der

photodynamischen Therapie mit verschiedenen Sensibilisatoren untersucht.
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Hierbei zeigten die langwirksamen Antirheumatika Methotrexat und Chloroquin
durch Laserbestrahlung zwar eine 20fache Steigerung ihres zytotoxischen
Effekts, die sehr geringe Eindringtiefe des zur Anregung nétigen Lichts der
Wellenlange 351 nm verhindert jedoch einen sinnvollen klinischen Einsatz ['"%,
In entsprechenden Experimenten mit Photosan 3 als Sensibilisator konnte ein
dosisabhangiger zytotoxischer Effekt erzielt werden, wobei die Gabe von
10 pg/ml bei nachfolgender Laserbestrahlung mit 2J/cm? der Wellenldnge
630 nm zum vollstandigen Absterben der Zellen fuhrte. Bei alleiniger Gabe von
Photosan 3 (iberlebten hingegen 86% der Zellen ?*’. Die vielversprechenden
Ergebnisse der photodynamischen Therapie an Zellkulturen fihrten nach
Etablierung des oben beschriebenen Tiermodells der IgG-induzierten Arthritis
zur Durchfuhrung von in vivo Versuchen. Hierzu wurde zunachst vier Kaninchen
nach Arthritisinduktion jeweils 20 mg Photosan 3 intraartikular oder intravends
verabreicht. Nach 24 Stunden erfolgte die intraartikulare Bestrahlung mit der
Wellenlange 635nm bei einer Leistung von 50 mW/cm. Die nach einer Woche
entnommenen Histologien zeigten eine hamorrhagische Demarkation der
Synovialis bei Unversehrtheit der bradytrophen Gelenkstrukturen. Zwischen
intraartikularer und systemischer Sensibilisatorapplikation ergaben sich bei
gleicher Gesamtdosis keine Unterschiede !,

Versuche von Trauner et al. mit intravends verabreichtem Photofrin 2, ein dem
Photosan3 ahnlichen Hamatoporphyrinderivat, an 24 Kaninchen mit
Immunarthritis bestatigten die selektive Wirkung der Behandlung auf die
Synovialis, wenngleich der Autor eine im Vergleich zu den Versuchen unserer
Arbeitsgruppe geringere Auspragung der Effekte beschreibt . Als Ursache
hierfir kommt sowohl die Verwendung eines anderen Tiermodells, namentlich
der Ovalbuminarthritis, als auch die von Trauner praktizierte Lichtapplikation
mittels plan geschliffenem Faserende ohne Streukorper und damit erheblich
kleinerem Bestrahlungsbereich in Frage.

Einen wesentlichen Nachteil der Hamatoporphyrinderivate stellt die prolongierte
Hautsensibilisierung dar, die wahrscheinlich auf der starken Affinitdt der
Sensibilisatormolekiile zur Haut beruht ?'°. So finden sich 24 Stunden nach
Applikation noch 1%, nach 75 Tagen noch 0,01% des Photosan3 in der

Zirkulation 2™,
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Die Suche nach geeigneteren Sensibilisatoren fuhrte zu Studien mit ALA-
induziertem Protoporphyrin IX (ALA-PplIX). Die Substanz zeichnet sich durch
einen vollstandigen Abbau innerhalb von 24 Stunden und der Moglichkeit zur
wahlweise intraartikuldren oder systemischen Applikation aus 2. Zunachst
wurde am AlA-Tiermodell das Anreicherungsverhalten des Farbstoffes in
Abhangigkeit von der Applikationsform untersucht. Hierzu wurden nach Gabe
des Sensibilisators Gewebeproben entnommen, als Kryostatschnitte
aufgearbeitet und der Protoporphyrin-IX-Gehalt fluoreszenzmikroskopisch
quantifiziert. Es zeigte sich sowohl bei intraartikularer als auch bei intravenoser
Applikation bereits nach zwei Stunden eine signifikante Fluoreszenz in der
Synovialis, die nach 24 Stunden wieder vollstandig verschwunden war. Die
systemische Sensibilisatorgabe flhrte zu einer selektiven Anreicherung in
entzindeter gegenuber gesunder Synovialis. In den bradytrophen Geweben
hingegen konnte erst nach 24 Stunden eine in den Lakunen der Chondrozyten
lokalisierte  Fluoreszenz beobachtet werden. Trotz dieser zunachst
vielversprechenden Eigenschaften fuhrte die intraartikulare Bestrahlung durch
einen Argonionengepumpten Farbstofflaser mit einer Wellenlange von 635nm
zu keinerlei histologischen Veranderungen, so dass die Substanz fur die

photodynamische Synovektomie ungeeignet erscheint '"*2"3,

4.4 Photosensibilisatoren

Trotz des zum Teil guten therapeutischen Effekts weisen die in den oben
beschriebenen Versuchen verwendeten Photosensibilisatoren der ersten
Generation eine Reihe von Nachteilen auf, die einer sinnvollen klinischen
Anwendung im Wege stehen. Als komplexe Substanzgemische aus Mono-, Di-,
und Polymeren bereiten sie groere galenische Probleme als die reinen oder
aus einfachen Isomeren zusammengesetzten Substanzen der zweiten
Generation %% Mit einem Absorptionsmaximum im Bereich um 630nm
erreicht das bendétigte Anregungslicht keine befriedigende Eindringtiefe ins
Gewebe, da in diesem Wellenlangenbereich abhangig von den
Gewebeeigenschaften und der Dosimetrie die Penetrationstiefe auf 2-5mm

begrenzt bleibt '®®. Dariiber hinaus stehen zur Erzeugung dieser Wellenldngen
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bisher nur gro3e und teure argonionengepumpte Farbstofflaser zur Verfligung.
Winschenswert sind daher Sensibilisatoren mit Absorptionsmaxima um 700 nm
oder daruber. Als entscheidender Nachteil der Sensibilisatoren erster
Generation gilt jedoch ihre bis zu sechs Wochen andauernde
Hautsensibilisierung. Hierdurch werden die Patienten zur konsequenten
Meidung von Sonnenlicht gezwungen, was insbesondere bei der Therapie
nicht-onkologischer Erkrankungen die Akzeptanz deutlich reduziert.

Fir die in der vorliegenden Studie beschriebenen Versuche wurde deshalb ein
Photosensibilisator der zweiten Generation, das BPD-MA, gewahlt. Die reine
Verbindung aus zwei Regioisomeren besitzt ein Absorptionsmaximum bei
690nm. Neben einer fast doppelten Penetrationstiefe gegentber dem bei der
photodynamischen Therapie mit Photofrin verwendeten Anregungslicht und
einer deutlich kiirzeren Hautsensibilisierung von nur zwei bis drei Tagen erweist
sich die Verflugbarkeit von Diodenlasern fir diesen Wellenlangenbereich als
vorteilhaft.

Im August 2000 wurde BPD-MA von der Europaischen Union unter dem
Handelsnamen Visudyne® zur Behandlung der feuchten altersbedingten
makuldren Degeneration (AMD) zugelassen P2 Zur zweistufigen
Behandlung der AMD werden dem Patienten zunachst uUber zehn Minuten
6mg/m? Korperoberflaiche Verteporfin in eine Armvene injiziert und zehn
Minuten nach Infusionsbeginn mit Laserlicht (689nm, 50J/cm?) aktiviert,
welches im Patientenauge auf das krankhafte Areal strahlt. An einer
Multicenterstudie mit 609 Patienten konnte die Wirksamkeit der Methode
gezeigt werden. Als VorsichtsmalRinahme wurden die Patienten instruiert, fur 48
Stunden Haut und Augen vor Sonnenlicht und starkem Raumlicht zu schitzen.
Die Therapie wurde von den Patienten gut toleriert. An unerwlnschten
Wirkungen zeigten sich neben vorUbergehenden Sehstérungen bei 13% der
Testgruppe schmerzhafte, entzindete oder hamorrhagische Schwellungen im
Bereich der Injektionsstelle. Zwei Prozent der Patienten klagten uber
Riickenschmerzen in Zusammenhang mit der Injektion %21 | ediglich bei
0,6% der behandelten Patienten kam es Zu transienten
Lichtempfindlichkeitsreaktionen, wobei weder UV-Sonnenschutzmittel noch

Medikamente wie z.B. Acetylcystein einen Einfluss auf die posttherapeutische
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Lichtsensibilitit haben ®'®. Da die beschriebene Verteporfindosis in etwa
derjenigen entspricht, die auch bei der photodynamischen Therapie zur
Behandlung der chronischen Polyarthritis sinnvoll erscheint, sind hierbei
vergleichbare Nebenwirkungen zu erwarten. Uber eventuelle Langzeitschaden
konnen derzeit noch keine Aussagen getroffen werden, da die Substanz erst
seit wenigen Jahren am Menschen angewandt wird.

Trotz der vielversprechenden Ergebnisse mit BPD-MA lasst der Fortschritt bei
der Entwicklung neuer Photosensibilisatoren eine weitere Verbesserung der
photodynamischen Therapie erwarten. So ist z. B. die Absorptionswellenlange
von BPD-MA mit 690nm zwar im Vergleich zu den Farbstoffen der ersten
Generation ein grol3er Vorteil, durch eine Absorption im Bereich um 800 nm
konnte die Penetrationstiefe des Anregungslichtes jedoch nochmals deutlich
vergroRert werden. Sensibilisatoren die in Bereichen oberhalb 900nm
absorbieren machen hingegen wenig Sinn, da die Tripplettenergie (erforderlich
sind mindestens 94,5 kJ/Mol) der Photonen hierbei zu niedrig ist, um
photochemische Reaktionen ausldsen zu kénnen 9,

Die Dauer der Hautsensibilisierung nach BPD-MA-Applikation ist wie bereits
oben erwahnt im Vergleich zu friheren Photosensibilisatoren sehr kurz. Der
empfohlene Haut- und Augenschutz fur 48 Stunden nach Injektion stellt fur die
meisten Patienten sicher kein allzu gro3es Problem dar. BPD-MA weist
allerdings eine breite Soretbande im Bereich um 400nm auf (vgl. Abb. 11).
Wahrend diese Bande fir die photodynamische Therapie keine Rolle spielt, da
blaues Licht nicht tief genug ins Gewebe penetriert, ist eine hierdurch
verursachte Schadigung der bestrahlten Haut durchaus denkbar. Die
Entwicklung neuer Sensibilisatoren mit schmaler Absorptionsbande im roten
Wellenlangenbereich bei moglichst geringer oder fehlender Absorption in den
unteren Wellenlangenbereichen verspricht hingegen eine weitere Reduktion der

Hautsensibilisierung.

4.5 Dosis

Das Behandlungsregime der photodynamischen Therapie ist durch eine

Vielzahl veranderbarer Parameter gekennzeichnet. Hiervon sind flr den
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klinischen Einsatz vor allem eine adaquate Sensibilisatormenge sowie eine
maoglichst gunstige Lichtdosis von Interesse.

Die biologisch wirksame Dosis, die sogenannte ,photodynamische Dosis",
ergibt sich aus dem Produkt der akkumulierten Photosensibilisatormenge und
der Lichtbestrahlungsdosis. Die optimalen Bestrahlungsdosen und -intensitaten
fur eine wirksame und dabei selektive photodynamische Therapie sind noch
nicht sicher bestimmbar ??*?. Um die prinzipielle Wirksamkeit von BPD-MA
nachzuweisen, verwandten wir die relativ hohe Dosis von 2 mg/kg KG BPD-MA.
FUr diese Sensibilisatordosis konnten Trauner et al. in der Synovialis mittels
gewebeextrahierender Methoden eine BPD-MA-Konzentration von 351ng/g
messen. Damit liegt die Sensibilisatorkonzentration im Zielgewebe innerhalb
des Bereiches (10-500ng/g), der sich fur die photodynamische Therapie von
Neoplasien bewahrt hat 1221222,

Neben der Substanzmenge kann Uber die applizierte Lichtdosis steuernd auf
die photodynamische Therapie eingewirkt werden. Im Vergleich der beiden von
uns verwandten Lichtdosen zeigte sich eine deutliche Uberlegenheit der hohen
Dosis. Wahrend die Bestrahlung mit 180J zwar in der Mehrzahl der Falle eine
selektive Nekrose von Teilen der Synovialis zur Folge hatte, war der Effekt und
damit die Radikalitédt der Therapie unter Verwendung der hoheren Dosis von
490J deutlich gesteigert. Trauner et al. beobachteten in ihren oben
beschriebenen Versuchen bei gleicher Sensibilisatorkonzentration (2 mg/kg KG
BPD-MA) eine geringere Wirkung der photodynamischen Therapie. Als Ursache
hierfr kommt neben der Verwendung einfacher Applikatoren mit ungunstigeren
Abstrahlcharakteristika vor allem die vergleichsweise niedrige Lichtdosis von

100 J/cm? in Frage.

4.6 Fluoreszenzmikroskopie

Ein Grundprinzip der photodynamischen Therapie ist die selektive Anreicherung
des Sensibilisators im Zielgewebe. Zur quantitativen Bestimmung des
Anreicherungsverhaltens von BPD-MA im Gelenk fuhrten wir daher
fluoreszenzmikroskopische Messungen an verschiedenen Geweben durch.
Wahrend in den bradytrophen Geweben wie Knorpel, Meniskus und Ligament

keine Substanzanreicherung nachweisbar war, fanden sich im Muskelgewebe
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Werte, die denen der Synovialis entsprachen. In ihren Untersuchungen
beobachteten Trauner et al. ebenfalls eine vermehrte BPD-MA-Akkumulation in
der Muskulatur, die sie auch durch spektroskopische Messungen nach
Farbstoffextraktion bestatigen konnten. Hierbei fanden sich vergleichbare BPD-
MA-Konzentrationen in Muskelgewebe und Synovialis ??"1. Obwohl in der
Literatur bisher keine Muskelnekrosen nach photodynamischer Therapie mit
BPD-MA beschrieben sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei der
Bestrahlung aus der Gelenkhohle austretendes Licht in periartikularem
Muskelgewebe angereichertes BPD-MA aktiviert und zu Narbenbildung oder
Fibrose fiihrt ¥, In einer Distributionsstudie vergleichen Chowdhary et al. in
einem AlA-Modell am Kaninchen die BPD-MA-Anreicherung in den
verschiedenen Gelenkstrukturen bei intraartikularer und systemischer
Sensibilisatorapplikation. Nach intravenoser BPD-MA-Gabe fanden die Autoren
ahnlich hohe Sensibilisatorkonzentrationen in Synovialgewebe, Muskulatur und
Haut, keine Anreicherung hingegen in den bradytrophen Gelenkstrukturen. Im
Gegensatz zu Muskelgewebe und Haut kam es in der Synovialis innerhalb der
ersten vier Stunden zu einem raschen Konzentrationsabfall, weswegen die
Autoren fur eine frihzeitige Bestrahlung argumentieren. Die intraartikulare
Sensibilisatorgabe fuhrte im Vergleich zur intravendsen Injektion zu einer
geringeren BPD-MA-Akkumulation im periartikularen Muskelgewebe und in der
Haut, allerdings waren geringe Mengen des Farbstoffes im Knorpelgewebe und
den Bandstrukturen nachweisbar. Die intraartikulare Sensibilisatorapplikation
fuhrte zu einer deutlich langsameren synovialen Elimination des im Vergleich
zur systemischen Gabe ungleichmafiger in den Geweben angereicherten BPD-
MA. Die Autoren beschreiben ferner eine ausgepragte BPD-MA-Aufnahme
durch Endothelzellen der synovialen MikrogefaRe und diskutieren die
Moglichkeit einer anoxieinduzierten Nekrose der Synovialmembran durch
photodynamischen GefaRverschluss "*'. Ob eine intraartikulare Injektion
anstelle der systemischen Applikation als risikoarmere Alternative in Frage
kommt und eine vergleichbare Selektivitdt gewahrleistet, muss gegebenenfalls
in weiteren Studien geklart werden.

Das Ausbleiben einer Anreicherung insbesondere im Gelenkknorpel stellt eine

entscheidende Voraussetzung fur die klinische Anwendung dar. Hierbei wurden
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die theoretischen Uberlegungen bestatigt, dass Knorpelgewebe aufgrund seiner
niedrigen metabolischen Aktivitat und Avaskularitat keinen oder nur minimal
Sensibilisator aufnimmt. Durch das sehr sauerstoffarme Milieu durfte sich
jedoch selbst im Falle einer Anreicherung der zellulare Schaden in Grenzen
halten, da die Entstehung der fir den photodynamischen Effekt erforderlichen
freien Sauerstoffradikale das Vorhandensein von Sauerstoff voraussetzt. So
erwiesen sich hypoxische Zellen mit einer Oxygenation von weniger als 5%
resistent gegeniiber einer photodynamischen Therapie '],

Auch die Ubrigen Gelenkstrukturen wie Nerven, Ligamente und Menisci sollen
die photodynamische Therapie moglichst unbeschadet Uberstehen. Die
Schadigung peripherer Nerven konnte motorische oder sensorische
Funktionsstorungen zur Folge haben. In Untersuchungen mit dem
Photosensibilisator Tetraphenylporphinsulfonat konnten Winkelman et al.
neurotoxische Auswirkungen der photodynamischen Therapie auf periphere

Nerven nachweisen 24,

Unsere fluoreszenzmikroskopischen Messungen
ergaben hingegen keinerlei Hinweis auf eine Aufnahme von BPD-MA in
Nervengewebe. Auch im Bereich der intra- und periartikularen Bandstrukturen
und der Menisci konnte weder eine BPD-MA-Anreicherung noch eine
morphologische Schadigung nach photodynamischer Therapie beobachtet

werden.

4.7 Laser

Die Verwendung eines Laser als Lichtquelle im Rahmen der photodynamischen
Therapie bietet eine Reihe von Vorteilen. Durch seine Monochromasie lasst
sich das von ihm erzeugte Anregungslicht auf die Absorptionscharakteristik des
verwendeten Farbstoffes abstimmen. Zwar kann durch entsprechende Filterung
Licht ausreichender Leistungsdichte auch durch Hochleistungslampen erzeugt
werden, jedoch ist dieses immer breitbandiger als das Licht eines Lasers, so
dass bei vergleichbarer photodynamischer Wirkung haufig unkontrollierbare
Hyperthermieeffekte hinzutreten 2.

Anders als bei chirurgischen Lasern, deren Licht zum Schneiden oder
Koagulieren fokussiert wird, kommt es bei der photodynamischen Therapie

darauf an, relativ energiearmes Licht moglichst gleichmalig uber die zu
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behandelnde Fliache zu streuen, ohne thermische Schaden zu setzen "\
Bisher wurden bei der photodynamischen Therapie fast ausschlieRlich
Farbstofflasersysteme verwendet. Ihr Vorteil besteht in der Stimmbarkeit, d.h.
der Mdglichkeit zur stufenlosen Variation der Abstrahlwellenlange innerhalb
eines Wellenlangenbandes. Im Gegensatz zu diesen herkdbmmlichen Lasern
stehen seit kurzer Zeit Diodenlaser zur Verflgung, die sich durch einen
gunstigeren Preis, ein wesentlich handlicheres Format, langere Haltbarkeit
sowie eine einfachere Handhabung auszeichnen. Diodenlaser erreichen
inzwischen vergleichbare Leistungen wie konventionelle Laser und sind sofort
nach dem Einschalten einsatzbereit. Da keine Gasflaschen gewechselt oder
Spiegel justiert werden mussen, sind sie zudem deutlich wartungsfreundlicher
als Gaslaser. Durch ihren hohen Wirkungsgrad bendtigen Diodenlaser weder
eine spezielle Stromversorgung noch eine aufwendige Wasserkiihlung ?%!. Im
Gegensatz zu Farbstofflasern sind Diodenlaser nicht stimmbar, d.h. sie besitzen
ein definiertes und nicht variierbares Wellenlangenband von + 3 nm. Stimmbare
Laser sind dann unverzichtbar, wenn mit mehreren Photosensibilisatoren mit
jeweils unterschiedlichem Absorptionsmaximum gearbeitet werden soll %% In
der vorliegenden Studie wurde der Prototyp eines im Medizinischen
Laserzentrum Lubeck entwickelten Diodenlasers mit einer Leistung von bis zu

acht Watt eingesetzt.

4.8 Applikatoren

Neben der Entwicklung neuer Lasersysteme spielt auch die Weiterentwicklung
auf dem Gebiet der Lichtapplikatoren eine wichtige Rolle fur die Optimierung
der photodynamischen Therapie, insbesondere wenn es um die Bestrahlung
von Hohlraumen geht. Das Licht kann am Ende des Lichtleiters entweder Uber
eine Linse fokussiert oder mit Hilfe von Lichtdiffusoren der Geometrie des
Zielorgans angepasst werden. In beiden Fallen erweist sich eine intraartikulare
Lichtapplikation aufgrund der Komplexitat synovialer Gelenke als schwierig. Da
die Geometrie dieser Gelenke nicht hinreichend erforscht ist und bisher keine
befriedigenden Modelle existieren, ist eine selektive Bestrahlung einzelner
Gelenkstrukturen und insbesondere eine adaquate Dosimetrie kaum mdglich.

Von den unterschiedlichen Geweben wie Knorpel, Ligament und Synovium soll
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letzteres moglichst llickenlos behandelt, die Ubrigen hingegen ausgespart
werden. Anzustreben ist unter diesen Voraussetzungen eine homogene
Bestrahlung der gesamten Gelenkhdhle, wobei die gewinschte Selektivitat
durch das Anreicherungsverhalten des Photosensibilisators gewahrleistet wird
2271 In  Messungen an Gelenkphantomen erreichten wir die beste
Lichtverteilung durch zirkulare Anordnung mehrerer ringférmig abstrahlender

Fasern [2%8

. Wahrend die Applikation mehrerer Fasern fur die Behandlung
grolRerer Gelenke wie z.B. Kniegelenke durchaus sinnvoll erscheint, scheidet
sie aufgrund Platzmangels fur die Anwendung im Bereich kleiner Gelenke aus.

Neben der Bestrahlung selbst bereitet auch die Therapiekontrolle gewisse
Schwierigkeiten. Ist bei der Behandlung groferer Gelenke sowohl eine visuelle
Kontrolle Uber ein Arthroskop als auch eine Fluoreszenzmessung mittels
zusatzlich eingebrachter Messfasern moglich, so kommen diese Methoden bei
der Behandlung kleiner Gelenke mit den derzeit zur Verfigung stehenden

Mitteln aufgrund Platzmangels nicht in Frage.

4.9 Dosimetrie

Grundvoraussetzung zum besseren Verstehen und Planen photodynamischer
Behandlungsmethoden sind detaillierte Kenntnisse dartber, wie der Singulett-
Sauerstoff auf die verschiedenen Gewebe wirkt und welche Parameter
geandert werden konnen, um eine maximale Schadigung pathologisch
veranderten Gewebes unter Schonung des gesunden Gewebes zu erzielen.
Neben den relativ einfach zu andernden Variablen Sensibilisatorkonzentration
und Lichtdosis, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, existieren
eine Reihe weiterer die Behandlung beeinflussende Faktoren. Hierzu zahlen in
erster Linie die Bioverfugbarkeit und das Anreicherungsverhalten des
Photosensibilisators, die Gefal3- und damit die Sauerstoffversorgung sowie die
optischen Eigenschaften des behandelten Gewebes. Fur eine ideale Dosimetrie
mussten alle diese Faktoren berlcksichtigt werden. Da ein derartiger Aufwand
nicht praktikabel ist, gilt es nach Mdglichkeiten zu suchen um mit einfachen
Mitteln zuverlassige Aussagen uber die Konzentration des Photosensibilisators
im Verlauf der Bestrahlung treffen zu kénnen. Wahrend die zu applizierende

Sensibilisatormenge in der Regel anhand der Kérperoberfliche (mg/m?) oder
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weniger genau Uber das Korpergewicht (mg/kg) berechnet wird, lasst sich
hiermit noch keinerlei Aussage uber die tatsachliche Substanzkonzentration am
Zielort treffen. Darluber hinaus beschreiben mehrere Autoren grolde
Unterschiede (Faktor funf und mehr) sowohl des intra- als auch
interindividuellen Anreicherungsverhaltens "®®. Eine qualitative Bestimmung der
Sensibilisatorkonzentration lasst sich nur mit Hilfe gewebeextrahierender
Verfahren nach Biopsieentnahme bewerkstelligen. Diese Methoden sind jedoch
in der klinischen Praxis aus kosten-, zeit- und methodischen Grinden kaum
durchfihrbar.

Die  Bestrahlung  betreffend kann der Operateur Lichtenergie,
Bestrahlungsdauer und den Ort der Bestrahlung variieren, wobei das
eingebrachte Licht bei intraartikularer Anwendung aufgrund von Reflexionen
nicht auf die Zielregion beschrankt bleibt.

Ein vielversprechender Ansatz zur Dosimetrie bei der photodynamischen
Therapie ist die Bestimmung der relativen Sensibilisatorkonzentration mit Hilfe
der quantitativen Fluoreszenzspektroskopie (auch Laserinduzierte Fluoreszenz

— LIF) in vivo "

Dieses System ermdglicht ein Monitorring der
Sensibilisatorkonzentration sowie der Konzentration eventueller Photoprodukte
im untersuchten Gewebe in Echtzeit, d.h. wahrend der Behandlung [**'%. Die
Messung kann beliebig oft an derselben Stelle und ohne Schadigung des
Gewebes wiederholt und durch endoskopische Techniken auch in kleinen
Hohlraumen durchgefiihrt werden !,

Um Informationen Uber das Anreicherungsverhalten sowie das Ausbleichen von
BPD-MA in den verschiedenen Gelenkstrukturen zu erhalten, fihrten wir
intraoperative Fluoreszenzmessungen durch. Die eigens hierfur entwickelte
90°-Fluoreszenzmessfaser erlaubt gegenuber herkdmmlichen 0°-Messfasern
eine einfachere Handhabung und kann Uuber einen kleineren Zugang
eingebracht werden. Die geringere Signalausbeute der Faser lasst sich durch
Mitteln mehrerer Messungen leicht kompensieren. Mit zunehmendem Abstand
der Messfaser zum Gewebe andert sich sowohl die Signalintensitat als auch die
Form der LIF-Spektren. Dieser Effekt tritt jedoch nur bei groReren Abstanden
auf und ist fur die in unseren Untersuchungen durchgefuhrten Kontakt- bzw.

Fastkontaktmessungen irrelevant.
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Durch Bestimmung der relativen Sensibilisatorkonzentration im Zielgewebe
lasst sich die individuell bendtigte Lichtdosis abschatzen und somit jede
einzelne Behandlung optimieren. In diesem Zusammenhang muss erwahnt
werden, dass die gemessenen Werte keinesfalls eine quantitative Bestimmung
der Sensibilisatorkonzentration ermdglichen. Dies liegt an der Vielzahl von
Faktoren, welche die Fluoreszenz beeinflussen, wie z.B. dem
Aggregationszustand des  Sensibilisators, der Mikroumgebung des
Farbstoffmolekils (Sauerstoffgehalt, pH), den optischen Eigenschaften des
behandelten Gewebes und nicht zuletzt dem Kapillarreichtum der untersuchten

Region %9,

Wahrend wir mit unseren intraoperativen Messungen zwar
vergleichende Aussagen bezuglich der Fluoreszenzintensitat und damit der
Sensibilisatormenge in den verschiedenen Geweben treffen konnten, hing der
Absolutwert fur ein und dasselbe Gewebe aufgrund der inhomogenen
Verteilung des BPD-MA stark von der genauen Positionierung der Messfaser
ab. Ein weiteres Problem stellte der Umstand dar, dass mit unserer
Versuchsanordnung die Bestrahlung fir jede Messung unterbrochen, die
Messfaser eingefuhrt und erneut positioniert werden musste. Die wiederholte
Messung an exakt derselben Stelle war damit kaum moglich. Eine
Verbesserung der Ergebnisse konnte jedoch durch wiederholte Messungen und
anschlielfendes Mitteln der Ergebnisse erzielt werden, wobei die Faser jedes
Mal geringfligig verschoben wurde.

Bei Fluoreszenzmessungen an Mundschleimhaut, Osophagus und Bronchien
von Patienten mit Osophagus- und Bronchialkarzinomen nach Injektion von
mTHPC (Foscan®) beobachteten Zellweger et al. mit einem vergleichbaren LIF-
System Fluoreszenzunterschiede bei wiederholten Messung am selben Patient
von bis zu 59% vom Mittelwert. Die Streubreite war bei Messungen an der
leicht zuganglichen Mundhdhle im Vergleich zu Osophagus und Bronchien
deutlich geringer. Zwischen verschiedenen Patienten lagen die Unterschiede im
Bereich einer GroRenordnung. Die Autoren nennen als Ursache metabolische
Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden und beschreiben eine
statistische Methode zur Korrelation der Werte mehrerer Patienten 229!,

Die Fluoreszenzmessungen der vorliegenden Arbeit zeigen eine deutliche

Mehranreicherung des Sensibilisators in der Synovialis sowie der Muskulatur im
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Vergleich zu Knorpel und Hoffa-Fettkdrper. Quantitative Aussagen lassen sich
aufgrund der Versuchsanordnung und der zu geringen Stichprobenzahl nicht
treffen.

Neben dem Anreicherungsverhalten spielt fur die Dosimetrie vor allem die
Degradation, das sogenannte Photobleaching des Sensibilisators eine
entscheidende Rolle. Photobleaching bezeichnet die Inaktivierung des
Photosensibilisators durch Interaktion mit Singulett-Sauerstoff oder durch
direkte photochemische Reaktionen !"*®l. Die Farbstoffmolekiile werden unter
Lichteinwirkung chemisch verandert und verlieren ihre Fahigkeit zu
fluoreszieren. Das Ausmal} der Photodegradation kann somit anhand der
Fluoreszenzabnahme verfolgt werden und ist proportional zur Lichtexposition
(341 |st der gesamte Sensibilisatorvorrat im Gewebe durch diesen Prozess
aufgebraucht, fihrt ein Mehr an Photonen zu keinem weiteren Effekt. In der
Praxis ergibt sich aus diesem selbstlimitierenden Prinzip ein Schutz vor
Anwendung zu hoher Lichtdosen. In unseren Versuchen zeigte sich unter
Bestrahlung eine dosisabhangige Reduktion der BPD-MA-Fluoreszenz, die
offensichtlich mit dem histologischen Effekt korrelierte. Wahrend bei der hohen
Lichtdosis ein vollstandiges Ausbleichen und ein ausgepragter histologischer
Effekt zu beobachten waren, zeigte sich bei der niedrigen Lichtdosis kein
vollstandiges Ausbleichen und ein geringer ausgepragter histologischer Effekt.
In Versuchen zur photodynamischen Therapie mit BPD-MA bei Ratten mit
metastasierten Adenokarzinomen beobachteten Papainoannou und Maarek
nach 30sekiindiger Bestrahlung eine Reduktion der Fluoreszenz um 80 % %%,
linuma et al. beschreiben Versuche zum Photobleaching von BPD-MA an
einem Blasentumormodell bei Ratten. Nach intravendser Injektion von 1 mg/kg
Korpergewicht BPD-MA wurden die Tiere mit 30J/cm? bestrahlt. Hierbei
beobachteten die Autoren die Bildung eines neuen Photoproduktes mit einem
Fluoreszenzgipfel bei 650 nm ", Bei den im Rahmen unserer Arbeit wahrend
und nach Bestrahlung durchgefihrten Messungen konnte im Bereich zwischen
530 und 670 nm kein entsprechender Fluoreszenzpeak nachgewiesen werden.
Durch adaquate Dosierung des Photosensibilisators lasst sich unter
Verwendung ausreichend hoher Lichtmengen ein selektiver Therapieeffekt auch

in gréleren Gewebetiefen dadurch erzeugen, dass bei vollstandigem
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Ausbleichen die photodynamische Dosis uUber der Nekroseschwellendosis des
pathologisch veranderten Gewebes, aber unter der Nekroseschwellendosis des
gesunden Gewebes liegt *2. Kompliziert wird dieser Zusammenhang fiir
unsere Fragestellung durch die Tatsache, dass sich in der Muskulatur offenbar
vergleichbare Mengen Sensibilisator anreichern wie in der Synovialis, ein
destruktiver Effekt hier jedoch keinesfalls erwiinscht ist.

Zytotoxische Sauerstoffradikale entstehen bei der photodynamischen Therapie
bei Absorption von Photonen durch funktionsfahigen Photosensibilisator. Wenn
es also nicht gelingt, den Sensibilisator selektiv in der Synovialis im Vergleich
zur Muskulatur anzureichern, so muss der Lichtflux im Muskelgewebe auf ein
Minimum reduziert werden. Ein gewisser Schutz lasst sich bereits durch eine
intraartikulare Lichtapplikation erzielen, da die Muskulatur hierbei nicht direkt
der Bestrahlung ausgesetzt wird. Bei Anregungswellenlangen um 690 nm
kommt es etwa alle 2-3mm zur Halbierung des Lichtflusses im Gewebe, so
dass die Anzahl der das Muskelgewebe erreichenden Photonen bereits deutlich
reduziert ist. Als Grenze fur die mit adaquaten Lichtdosen erreichbare
Behandlungstiefe finden sich in der Literatur Angaben zwischen 6 und 8 mm
2331 'Wahrend die Dicke der Synovialis mit 0,1 bis 5mm innerhalb dieses
Bereiches liegt, durfte eine starkere Schadigung von Muskelgewebe aufgrund
der relativ gro3en Entfernung vom Applikator weitgehend ausgeschlossen sein
[234].

Ein Hauptproblem der lokalen photodynamischen Therapie zur Behandlung der
chronischen Polyarthritis ist wie bereits weiter oben erwahnt eine kontrollierte

n 923 ynsere Versuche

und homogene Bestrahlung der Gelenkstrukture
zeigen, dass unter Verwendung therapeutischer Lichtdosen das Ausmal des
Photobleaching messbar ist und mit den histologischen Effekten korreliert. Fur
den klinischen Einsatz ware die Verfugbarkeit einer Online-Dosimetrie
erstrebenswert, etwa in Form eines in den Applikator integrierten

Fluoreszenzdetektors.

4.10 Effekt

Welche Mechanismen den Wirkungen der photodynamischen Therapie in der

Behandlung der chronischen Polyarthritis zugrunde liegen ist bisher nicht
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hinreichend bekannt. Die beobachteten Therapieerfolge sind groltenteils durch
eine synoviale Nekrose und damit einem der herkdmmlichen Synovektomie
vergleichbaren Effekt erklarbar. Neben diesen lokalen Zellschadigungen werden
in der Literatur aber auch entzindungshemmende und immunmodulierende
Effekte diskutiert 23°2%°,

Die Auswertung unserer Kontrollgruppen zeigte weder flr die intravenése BPD-
MA-Applikation ohne nachfolgende Bestrahlung, noch fiur die intraartikulare
Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 470J ohne vorhergehende BPD-MA-
Injektion eine morphologische Veranderung der Gelenkstrukturen im Vergleich
zu den unbehandelten Gelenken. Auch Ratkay et al. und Trauner et al. finden in
ihren Untersuchungen zur transdermalen und perkutanen photodynamischen
Therapie keinerlei Hinweis auf einen Effekt durch alleinige Sensibilisator- bzw.
alleinige Lichtapplikation. Demgegenuber sind in der Literatur einige Berichte
uber die positive Wirkung einer niederenergetischen Laserbestrahlung auf

[239:2401  Amano et al.

rheumatisch veranderte Gelenke beschrieben
untersuchten den histologischen Effekt einer transdermalen Laserbestrahlung
an 14 Kniegelenken von Patienten mit chronischer Polyarthritis, bei denen die
Implantation einer Totalendoprothese geplant war. Die Bestrahlung wurde mit
einem Gallium-Aluminium-Arsenid-Laser mit der Wellenlange 790 nm und einer
Ausgangsleistung von 10mW an sechs verschiedenen lateralseitigen Punkten
fur je 80 Sekunden und uUber sechs Tage durchgefuhrt. Die histologische
Untersuchung der so behandelten Synovialmembran zeigte eine Abflachung
der Epithelzellen, Verminderung der villosen Proliferationen, Abnahme der
GefaRdurchmesser sowie eine Reduktion der Entziindungszellen 4",

Unsere Studie konzentrierte sich auf die Induktion einer Nekrose der
entzindlich veranderten Synovialmembran. Wie eine Vielzahl von Arbeiten
nahe legen, scheint dies jedoch nicht der einzige Wirkmechanismus bei der
photodynamischen Therapie mit BPD-MA zu sein. So konnte in vitro die
selektive Aufnahme von BPD-MA durch aktivierte Immunzellen wie
Makrophagen, T-Helferzellen und HLA-DR 2-positive Zellen nachgewiesen

werden [99;221;242;243]

Ratkay et al. beobachteten bei transdermaler
photodynamischer Lasertherapie (tPDT) in einem AlA-Tiermodell einen

immunmodulierenden Effekt. In weitergehenden Versuchen erzielten sie durch
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tPDT mit LED’s als Lichtquelle eine Reduktion der subsynovialen Entziindung

2441 1n Ubereinstimmung mit Untersuchungen von

sowie der Pannusbildung
Richter et al. kam es dabei zu keiner Hautsensibilisierung ?*>24?1. North et al.
konnten durch photodynamische Therapie mit BPD-MA in einem heterogenen
Zellgemisch selektiv diejenigen aktivierten Lymphozyten zerstéren, die
entweder IL 2-Rezeptoren oder HLA-DR 2 expremierten ?*". Die Arbeitsgruppe
um Ratkay beschreibt eine ausgepragte Apoptose von T-Helferzellen nach
photodynamischer Therapie mit BPD-MA 244,

Neben der direkten Zerstérung von Zellen scheinen noch weitere Mechanismen
fur die beschriebene Immunmodulation verantwortlich zu sein, da diese auch
bei Sensibilisator- und Lichtdosen beobachtet wurde, die nicht zum
Zelluntergang fuhren. Ratkay et al. postulieren eine modifizierte Expression von
Adhasionsmolekilen durch veranderte Signaltransduktion sowie die Induktion
einer Apoptose in Makrophagen und T-Helferzellen. In ihren Versuchen zur
tPDT am Arthritismodell beobachteten die Autoren kaum Nekrosen, jedoch eine
deutlich erhdhte Apoptoserate in der behandelten Synovialis. Anders als bei der
perkutanen Lichtapplikation wirde Uber diesen Mechanismus kein zusatzlicher
Entziindungsreiz durch nekrotische Zelltriimmer gesetzt ?*!. Inwieweit die bei
der perkutanen Technik erzeugten intraartikularen Nekrosen zu einer
sekundaren Entzundungsreaktion fuhren, die unter Umstanden weitere
Malnahmen wie eine arthroskopische Spulung oder die Instillation von
Corticosteroiden erfordert, wurde bisher nicht untersucht. In der vorliegenden
Studie war die Nachbeobachtungszeit wahrscheinlich zu kurz um
entsprechende Reaktionen beobachten zu kénnen. Darlber hinaus durfte sich
die Abgrenzung einer derartigen Reaktion von der durch das persistierende
Antigen des Tiermodells induzierten Entzindung schwierig gestalten, da dieses
durch die Behandlung nicht eliminiert wird. Untersuchungen zur Chemo- und
Radiosynoviorthese haben gezeigt, dass das Ausmall einer sekundaren
Entzindungsreaktion in Abhangigkeit von der Menge der nekrotischen
Zelltrimmer und der Entzindungsbereitschaft des Patienten stark variieren

kann 22"

Ein persistierender Entzindungsreiz ist auch bei mangelnder
Radikalitat zu erwarten. Unsere Studie entsprach einer subtotalen

Synovektomie, da nur der obere mediale Rezessus bestrahlt wurde. Es ist
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daher davon auszugehen, dass die Synovialis der unbehandelten Gelenkanteile
weiterhin Entziindungsmediatoren freisetzt und so zur Entziindungspersistenz
fuhrt.

Die geschilderten Eigenschaften lassen die tPDT als eine sehr elegante
Behandlungsmethode erscheinen, insbesondere beim Einsatz an kleinen
Gelenken wie z.B. im Bereich der Hande. Aus der Tatsache, dass bei der tPDT
das Gelenk nicht eroffnet werden muss, resultiert dartber hinaus ein deutlich
vermindertes Infektionsrisiko in der klinischen Anwendung.

Trotz all dieser Vorteile ist der klinische Erfolg einer tPDT in der Therapie der
chronischen Polyarthritis fraglich. Bisher konnte nicht gezeigt werden, dass die
oben beschriebene Immunmodulation dauerhaft ist bzw. wie haufig die
Behandlung wiederholt werden muss, um einen anhaltenden Effekt zu erzielen
%4 In Versuchen zur Strahlungsflussdichte zwischen Knochen und Kapsel
bzw. Knochen und Haut wurden bei einseitig flachiger Bestrahlung 85% der
eingebrachten Leistung bereits in der Haut umgesetzt. Dies bedeutet, dass nur
15% der Strahlungsflussdichte die Synovialis Uberhaupt erreichen. Des
Weiteren stltzen sich die beschriebenen Ergebnisse zur tPDT auf Versuche an
Mausen, deren Haut wesentlich dunner ist als die des Menschen. Um einen
therapeutischen Effekt zu erzielen, muss demnach entweder mit sehr hohen
Leistungen oder langer Bestrahlungszeit gearbeitet werden. Fur die bei der
photodynamischen Therapie mit BPD-MA (bliche Solldosis von 100 J/cm?
errechnet sich unter Verwendung aktuell verfigbarer Lasersysteme
(Diodenlaser mit drei Watt Ausgangsleistung) eine Gesamtbestrahlungszeit von
uber 100 min. Bei adaquater allseitiger Bestrahlung mit der Lichtdusche ergab
sich fir ein Testsystem mit 164 Photodioden und einer Ausgangsleistung von
30mW/cm? aufgrund der niedrigeren Gesamtleistung sogar eine
Bestrahlungszeit von Uber 185 min. Bei einer sechsfach hoheren Lichtdosis auf
der Haut im Vergleich zum Gelenk sind Lichtiberempfindlichkeitsreaktionen zu
beflrchten. Ferner muss insbesondere bei der flachenhaften Lichtapplikation
mit derart hohen Dosen von thermischen Schadigungen der Haut ausgegangen
werden, da hier wie bereits erwahnt 85% der Ausgangsbestrahlungsstarke
absorbiert werden, was bei der oben genannten Solldosis einer Leistung von

817 mW/cm? entspricht. Untersuchungen zur Phototoxizitat an Kaninchen nach
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photodynamischer Therapie mit 2mg/kg KG BPD-MA und Hautbestrahlung mit
30J/cm? bei 127 mW/cm? filhrte zur Abblassung der behandelten Haut mit
nachfolgendem Odem, Purpura und Unterbrechung des Haarwuchses bis hin
zur Bildung atrophischer Narben, wenn die Bestrahlung innerhalb von funf
Stunden nach Sensibilisatorapplikation erfolgte. Eine Bestrahlung nach mehr
als funf Stunden fuhrte hingegen nur zu geringen und vortbergehenden
Hautirritationen 248!,

Wahrend die tPDT also zu einer starken Belastung der Haut fuhrt, ist die in der
oben beschriebenen  Untersuchung an der Synovialis wirkende
Bestrahlungsstarke mit 9 mW/cm? fiir eine schnelle und vollstandige Umsetzung
des Sensibilisators zu gering. Damit erweist sich die tPDT als lokale Therapie
im Sinne einer photodynamischen Synovektomie fur die klinische Anwendung
aufgrund der geringen Effektivitdt und der langen Bestrahlungszeiten als
unpraktikabel. Die Entwicklung starkerer Photodioden konnte die tPDT mit der
,Lichtdusche® fur diese Therapieform jedoch in Zukunft interessant werden
lassen.

Der zuvor diskutierte Sachverhalt vergleicht die lokale Behandlung der
synovialen Strukturen mittels transdermaler und perkutaner photodynamischer
Therapie. Sollte die Wirkung der tPDT nicht auf einer direkten Beeinflussung
der veranderten Synovialmembran, sondern auf einer systemischen Wirkung,
etwa auf im Blutkreislauf zirkulierende Entzindungszellen beruhen, ware der
Einsatz der tPDT durchaus sinnvoll. Zwischen 10 und 20% des gesamten
Blutvolumens befinden sich standig in der kutanen Mikrozirkulation, ein
kompletter Umsatz findet alle vier bis sechs Minuten statt. Mit Immunzellen
assoziiertes BPD-MA koénnte somit problemlos transkutan photoaktiviert
werden. Ob die Grundvoraussetzungen (Immunmodulation Uber einen
systemischen Wirkmechanismus) fur einen solchen Therapieansatz gegeben
sind muss jedoch zunachst in entsprechenden Studien gezeigt werden.

Eine Erhdhung des photodynamischen Effektes bei transdermaler aber auch
perkutaner photodynamischer Therapie koénnte sich durch fraktionierte
Bestrahlung erreichen lassen. Verschiedene Studien belegen, dass durch kurze
Bestrahlungspausen ein starkerer photodynamischer Effekt erzielt werden kann

(249251 " Ursachlich liegt diesen Beobachtungen wahrscheinlich ein Ausgleich

-111 -



des wahrend der Bestrahlung entstehenden Sauerstoffdefizits zugrunde. Als
modglicher Vorteil ergibt sich eine Verminderung der bendtigten Sensibilisator-
bzw. Lichtdosis. Daruber hinaus fuhren fraktionierte Bestrahlungen unter
Umstanden zur Erhdhung der Selektivitat der photodynamischen Therapie, da
sie das Ausbleichen des Sensibilisators im normalen Gewebe verstarken und
so zu dessen Schonung beitragen [,

In Anlehnung an klinische Erfahrungen mit BPD-MA zur Tumor-PDT fuhrten wir
die Bestrahlung drei Stunden nach intravendser Applikation des
Photosensibilisators durch. Zu diesem Zeitpunkt ist die maximale Konzentration
in Tumoren beschrieben, danach kommt es zu einem raschen Abfall des

Sensibilisators %2

. Aufgrund des schnellen Absinkens der Sensibilisator-
konzentration im Serum und Tumorgewebe und wegen seiner relativ geringen
Tumorselektivitat hat sich BPD-MA zur photodynamischen Behandlung von
Tumoren nicht durchgesetzt. In LIF-Studien zur Verteporfinanreicherung in der
Synovialis fanden Trauner et al. in einer unserem Tiermodell entsprechenden
Studie bereits 15-30 Minuten nach Injektion maximale
Sensibilisatorkonzentrationen mit langsamem Abfall Uber sechs Stunden,
wahrend die Serumkonzentration nach ein bis zwei Minuten ein Maximum

erreichte und anschlielend sehr schnell absank 22",

4.11 Fazit und Zukunftsperspektiven

Die photodynamische Lasertherapie ist ein vielversprechendes neuartiges
Therapiekonzept zur minimal-invasiven lokalen Behandlung der chronischen
Synovialitis.  Nach Injektion eines Photosensibilisators gentgt die
Lichtapplikation Uber eine Quarzfaser, die Uber eine Nadel in das Gelenk
eingefuhrt werden kann, um eine selektive Zerstorung der entzundlich
veranderten Gelenkstrukturen hervorzurufen.

Wahrend diese Methode im Tierversuch ausgezeichnete Ergebnisse liefert,
mussen vor einem routinemafigen klinischen Einsatz einige weitere Fragen
geklart werden.

Von grundlegender Bedeutung ist die Ubertragbarkeit der Tierversuche auf die
Verhaltnisse beim Menschen. Insbesondere die Pathologie der Arthritis, aber

auch Gelenkgeometrie und andere Faktoren korrelieren nur bedingt. Unklar ist
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bisher auch der fir die beobachteten Wirkungen in erster Linie verantwortliche
Mechanismus. In Frage kommt neben der in unseren Versuchen beobachteten
direkten Zerstorung der entzundlich veranderten Synovialis auch eine
hypoxische = Schadigung des  Zielgewebes durch  Stérung der
Mikrovaskularisation oder eine Wirkung durch Modulation der Immunantwort.
Klinischen Studien vorbehalten sind unter anderem Erkenntnisse Uber Art der
Bestrahlung (transdermal oder intraartikular), Sensibilisatorapplikation
(systemisch oder lokal), Zeitpunkt der Anwendung im Krankheitsverlauf,
Auswahl behandelbarer Gelenke (groRe und/oder kleine Gelenke) sowie
Kombination der photodynamischen Therapie mit etablierten chirurgischen oder
medikamentdsen Therapieverfahren.

Als entscheidende Schwierigkeit des Verfahrens ist neben einer homogenen
Bestrahlung der intraartikularen Strukturen die Bereitstellung einer effektiven
Dosimetrie anzusehen. Nur so kann ein reproduzierbarer Behandlungserfolg
garantiert und eine Uberbehandlung verhindert werden.

Die Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der Lasertechnologie sowie exaktere
Kenntnisse der Geometrie menschlicher Gelenke durch Verbessung
bildgebender Verfahren lassen eine Optimierung der lokalen photodynamischen
Therapie zur Behandlung der chronischen Polyarthritis erwarten.
Erstrebenswert ware in diesem Zusammenhang beispielsweise die Konstruktion
eines Lichtapplikators mit integriertem Fluoreszenzdetektor um eine Online-
Dosimetrie zu ermaoglichen.

Durch die Einfuhrung neuer Photosensibilisatoren wird eine hohere Effektivitat
durch groRere Selektivitat bei langwelligeren Absorptionsmaxima und kirzerer
Hautsensibilisierung denkbar. Mit den genannten Verbesserungen bietet die
photodynamische Therapie ein Potential flr die zuklnftige minimalinvasive

Behandlung chronisch entzundlicher Gelenkerkrankungen.

-113 -



5. Zusammenfassung

Die photodynamische Therapie (PDT) hat sich in verschiedenen Tiermodellen
als vielversprechender Ansatz zur Behandlung entzindlicher Arthritiden
erwiesen. Das Prinzip der photodynamischen Therapie beruht hierbei auf der
Applikation einer photosensiblen Substanz und deren praferentiellen
Anreicherung in der entzindeten Synovialis. Die anschliellende Bestrahlung
des Dbetroffenen Areals mit Licht einer fur den Photosensibilisator
charakteristischen Wellenlange fuhrt zur selektiven Zerstérung der erkrankten

Strukturen.

Die vorliegende Studie untersucht die photodynamische Wirkung des
Photosensibilisators Benzoporphyrinderivat (BPD-MA) im Tiermodell der
chronischen Polyarthritis. Ziel der Arbeit war die Darstellung der Effekte
unterschiedlicher Licht- und Sensibilisatordosen auf die Synovialmembran und
die umliegenden Strukturen sowie die Entwicklung eines Konzeptes zur

intraartikularen Dosimetrie.

Als Tiermodell diente die bereits in den Vorversuchen erfolgreich eingesetzte
Antigeninduzierte Arthritis des Kaninchens. Die Arthritisinduktion erfolgt hierbei
durch systemische Immunisierung mittels einer Losung aus IgG in komplettem
Freund-Adjuvans und um drei Wochen verzdgerte intraartikulare 1gG-
Boosterinjektion. In die Studie waren 38 Versuchstiere eingeschlossen.

Far die photodynamische Therapie wurde den Tieren 2mg/kg BPD-MA
intravends injiziert. Nach drei Stunden erfolgte die Bestrahlung mit einem
Diodenlaser der Wellenlange 690nm bei zwei unterschiedlichen
Bestrahlungsdosen (180J und 470J), wobei die Applikatoren entweder nach
Punktion durch ein Kanulenlumen intraartikular platziert oder nach Mini-
Arthrotomie am eroffneten Kniegelenk positioniert wurden. Als Kontrolle dienten
14 Tiere, die im Anschluss an die Arthritisinduktion entweder keine BPD-MA-
Injektion erhielten oder nicht bestrahlt wurden.

Wahrend der Bestrahlung wurden semiquantitative Messungen der
Sensibilisatorfluoreszenz mit einer neuentwickelten Fluoreszenzmessfaser
durchgefuhrt.
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Zur quantitativen Bestimmung der Sensibilisatoranreicherung in den
unterschiedlichen Gelenkstrukturen wurden bei einem Tier drei Stunden nach
intravendser BPD-MA-Injektion =~ Gewebeproben fur  spektroskopische
Messungen entnommen.

Nach Opferung der Ubrigen Kaninchen am 14. postoperativen Tag wurden

Gewebeproben entnommen und fir die histologische Untersuchung aufbereitet.

Die mikroskopische Untersuchung der arthritisinduzierten, aber nicht
photodynamisch behandelten Gelenke zeigte bei allen Tieren eine ausgepragte
Proliferation des synovialen Deckzellayers auf 15-30 Zellagen, eine deutliche
Hypervaskularisation sowie ein dichtes lymphoplasmazellulares Infiltrat.

Bei den Versuchen =zur photodynamischen Therapie korrelierte der
histologische Effekt mit der Lichtdosis. Die Gesamtlichtdosis von 470J fuhrte
bei sechs von neun behandelten Tieren zu einer teilweisen oder vollstandigen
Ablésung der Synovialis vom darunter liegenden Gewebe mit ausgepragter
synovialer Nekrose. In einem Fall reichte die Nekrose in die angrenzende
Muskulatur. Bei den ubrigen drei Tieren dieses Kollektivs wurden
entsprechende Veranderungen beobachtet, allerdings von geringerem Ausmal3.
Die Behandlung mit der niedrigeren Gesamtdosis von 180 J flhrte bei neun von
15 Tieren ebenfalls zu synovialen Nekrosen. Im Gegensatz zur hohen Dosis
war der synoviale Zellschaden hierbei jedoch weit geringer ausgepragt. Bei
sechs Tieren dieser Behandlungsgruppe flhrte die photodynamische Therapie
zu keinen signifikanten Veranderungen im Vergleich zu den Kontrolltieren.

An den bradytrophen Gelenkstrukturen wurde unter allen oben genannten
Behandlungsregimen keinerlei Schadigung beobachtet. Der Vergleich zwischen
Bestrahlung am eroffneten Kniegelenk und der intraartikularen Lichtapplikation
ergab keinen signifikanten Unterschied.

Die fluoreszenzspektroskopischen Messungen zeigten vor Bestrahlungsbeginn
einen fur BPD-MA charakteristischen Fluoreszenzpeak bei 690 nm, der sich im
Bestrahlungsverlauf proportional zur Lichtdosis verringerte. Wahrend die
Gesamtlichtdosis von 490J zu einem vollstandigen Verschwinden der

Fluoreszenz fuhrte, war bei der niedrigeren Dosis (180J) ebenfalls eine
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sukzessive Reduktion der Fluoreszenz nachweisbar, allerdings in geringerem

Ausmald und mit niedrigem Fluoreszenzgipfel am Bestrahlungsende.

Die photodynamische Therapie stellt ein neues Verfahren zur Behandlung
chronisch-entzindlicher Gelenkerkrankungen dar. Ihre Vorteile sind Effektivitat
und maximale Selektivitdt bei gleichzeitig minimaler Invasivitat. BPD-MA
zeichnet sich gegenulber den Photosensibilisatoren der ersten Generation durch
ein hoheres Absorptionsmaximum (690nm) und der damit verbundenen
grolleren Penetrationstiefe des Anregungslichtes aus. Mit Diodenlasern stehen
vergleichsweise glnstige und unkomplizierte Lichtquellen far die
photodynamische Therapie mit BPD-MA zur Verfigung. Dartber hinaus
verspricht die deutlich verkurzte Hautsensibilisierung eine hohere Akzeptanz in
der klinischen Anwendung. Ein Hauptproblem der lokalen photodynamischen
Therapie in der Behandlung der chronischen Polyarthritis ist die kontrollierte
und homogene Bestrahlung der intraartikularen Strukturen. Wie unsere
Versuche zeigen, kann das Ausbleichen des Sensibilisators bei therapeutischen
Lichtdosen in vivo gemessen werden und korreliert mit dem histologischen
Effekt. Dieses sogenannte ,photobleaching® bietet damit einerseits einen
Schutz vor Unter- oder Uberbehandlung, andererseits ist auf dieser Grundlage
die Etablierung einer Online-Dosimetrie, etwa in Form eines in den

Lichtapplikator integrierten Fluoreszenzdetektors denkbar.
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